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RESUMO

A criptococose ¢ uma micose profunda causada pela levedura encapsulada
Cryptococcus neoformans, um basidiomiceto que geralmente acomete pacientes
imunocomprometidos. A infeccdo primaria ¢ pulmonar, ocorrendo posteriormente sua
disseminagdo para outros sitios anatomicos, sendo a meningoencefalite a forma clinica
mais comum e também a maior causa de morte por esta infeccdo. A grande proporcao de
humanos infectados ocorre em pacientes imunocomprometidos embora também possa
causar infec¢do em individuos higidos. Este estudo teve como objetivo geral a avaliagdo da
prevaléncia de anticorpos de classe IgG frente a dois extratos protéicos da levedura C.
neoformans: uma amostra ATCC sorotipo A e um isolado clinico recente da levedura C.
neoformans var. grubii. Foram analisadas 26 amostras de soro de pacientes com
criptococose, provenientes da soroteca do Laboratério de Micologia do Hospital
Universitario de Santa Maria (HUSM). Também fazem parte desta investigacdo de
soroprevaléncia, 24 amostras de soro de trabalhadores em laboratério de pesquisa, que
manipulam a levedura C. neoformans ¢ 48 pacientes pediatricos atendidos no ambulatorio
do Hospital Trombudo, no municipio de Vale do Sol. A resposta imune humoral de
anticorpos de classe IgG contra antigenos protéicos de C. neoformans apresentou um
grande niimero de proteinas reconhecidas pelos soros de pacientes com criptococose e dos
trabalhadores em laboratério onde a levedura ¢ manipulada. A massa molecular dos
principais antigenos imunodominantes reconhecidos foi de aproximadamente 25, 34, 38,
50, 60, 70, 80, 95, 100 e 110 kDa. Estes principais antigenos identificados podem tornar-se
de grande relevancia para a elaboracdo de testes diagnosticos, identificacdo de possiveis
alvos, elaboracdo de vacinas e para avaliagdo do estado imunitdrio em relagdo ao

desenvolvimento da criptococose.
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ABSTRACT

Cryptococcus neoformans is a pathogenic fungus that causes life-threatening
meningoencephalitis in  HIV positive patients, and in patients subjected to
immunosuppressive therapies. The objective of this study was to investigate the profile of
immune humoral responses to C. neoformans proteins by means of the analysis of sera
from three groups consisting of 48 children, 24 laboratory workers, and 26 patients with
acute cryptococcal meningitis. The results of latex polysaccharide antigen detection were
positive and similar to the ones from the culture of cerebrospinal fluid (CSF) for fungal
infection in all 26 patients. Analysis of the IgG antibody response to protein antigens by
ELISA revealed different levels of recognition when comparing protein extracts originated
from American Type Culture Collection (ATCC), and a Brazilian strain recently isolated in
a clinical sample of CSF (P<0,05). Reactivity to C. neoformans proteins analysed by
Western blot showed ten antigens which were more frequently recognized with a relative
molecular mass of approximately 25, 34, 38, 50, 60, 70, 80, 95, 100 and 110 kDa. The
differences in sera antigen recognition were minimal when comparing different protein
extracts. The identification of these antigens decreased by absorbing the sera with C.
neoformans extracts. Periodate treatment reduced the intensity of antigen recognition, but
did not eliminate reactivity to any individual antigen. Strain and host factors were
important when studying the immune response to C. neoformans infection. Our findings
support clinical and epidemiological data showing differences in the susceptibility to
cryptococcosis, and the use of these techniques may be a powerful tool to evaluate the

human population in serological studies.



1. INTRODUCAO

1.1 Aspectos gerais

Nas duas ultimas décadas, a incidéncia de infec¢des flngicas invasivas tem
aumentado dramaticamente ¢ o espectro dos agentes etiologicos tem apresentado
alteracdes (SINGH, 2001). As novas técnicas de transplante de célula tronco, a melhoria
das praticas de transplante de 6rgaos solidos, os novos métodos de diagndstico, o uso de
novos medicamentos imunossupressores, os avancos da quimioterapia antitumoral, a
profilaxia com antimicrobianos e o aprimoramento nas medidas de suporte de doentes
criticos sdo os principais determinantes de mudancas no padrdo epidemiologico das
micoses sistémicas (McNEIL et al., 2001). Diante deste novo quadro, as infecgdes
fingicas oportunistas tornaram-se a principal causa de morbidade e mortalidade em
pacientes graves. O reconhecimento desses processos, muitas vezes, € dificil e controverso
(DONNELLY, 2002; MAERTENS et al., 2001). Recentemente, o Grupo de Infecgdes
Fungicas Invasivas da Organizacdo Européia de Pesquisa e Tratamento do Cancer
(EORTC) e o Grupo de Estudos de Micoses do Instituto Nacional de Alergia e Doengas
Infecciosas dos Estados Unidos da América (NIAID) apresentaram uma proposta de
padronizac¢do de critérios de diagnéstico para as infec¢des fungicas invasivas oportunistas
(DENNING et al.,, 2003). Com base em revisdes de literatura e em um consenso
internacional, um conjunto de defini¢des para as infecgdes sist€émicas mais freqiientemente
observadas e estudadas em pacientes imunocomprometidos foi desenvolvido, a partir de
elementos patologicos e laboratoriais.

Os organismos taxonomicamente agrupados no Reino Fungi s3o em geral espécies
saprofitas, especialmente bem adaptadas ao crescimento em uma variedade de condicdes
ambientais e, usualmente, com exigéncias nutricionais minimas (RIPPON, 1988). Das mais
de 250.000 espécies de fungos conhecidas atualmente, apenas em torno de 200 estdo
comprovadamente associadas a infecgdes humanas, e em torno de 20 espécies podem ser
responsabilizadas pelas micoses profundas ou sistémicas (RICHARDSON & WARNOCK,
1993; RIPPON, 1988). Mesmo com o pequeno numero de espécies envolvidas, a
incidéncia de infec¢des fingicas tem crescido, sobretudo na tltima década, como infec¢ao
hospitalar ou infectando individuos com o sistema imune comprometido (CASADEVALL

etal., 2002).
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As infecgdes fungicas podem ser classificadas de acordo com o sitio anatdomico da
infec¢@o. As micoses superficiais sdo infec¢des localizadas nas camadas mais externas da
pele, unhas, pélos e membranas mucosas. As micoses subcutaneas envolvem a derme,
tecidos subcutaneos e, eventualmente, os ossos. Essas infec¢des sdo usualmente adquiridas
pela contaminagdo traumatica, ou pela inalacdo de microrganismos saprofitos oriundos do
solo ou de matéria organica em decomposi¢do. As micoses sistémicas sdo geralmente
restritas aos pulmdes, mas podem disseminar-se para quaisquer outros Orgaos
(RICHARDSON & WARNOCK, 1993).

A levedura Cryptococcus neoformans foi identificada como patégeno humano em
1894, sendo a primeira descri¢do atribuida a dois médicos alemaes, Otto Busse e Abraham
Buschke (Appud KNOKE & SCHWESINGER, 1994). Busse ¢ Buschke descreveram o
caso de uma mulher de 31 anos de idade com uma lesdo na tibia e isolaram o
microrganismo que nomeava o agente etioldgico como Saccharomyces hominis e a
infec¢@o sacaromicose hominis.

A importancia clinica de C. neoformans aumentou dramaticamente como
conseqliéncia do aumento da incidéncia da AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida), a partir de 1981. A associagdo entre a infeccdo com o virus HIV (virus da
imunodeficiéncia humana) e o aumento na susceptibilidade a infeccdo criptocdcica
disseminada foi logo notada em pacientes com o sistema imune comprometido. Em torno
de 5 a 10% de pacientes portadores de AIDS, sdo acometidos de criptococose (KOVACS
et al., 1985) representando a maioria dos casos relatados na literatura desde 1981.
Atualmente, o diagnostico de uma infec¢do disseminada por C. neoformans sugere uma
avaliacdo da infecc¢ao pelo virus HIV.

O termo criptococose ¢ usado para referir a infeccdo causada pelo fungo
leveduriforme encapsulado C. neoformans. Este microrganismo pode causar infecgdo em
individuos higidos, mas a grande propor¢ao de humanos infectados ocorre em pacientes
imunocomprometidos (RICHARDSON & WARNOCK, 1993). A infec¢dao primaria ¢
pulmonar, podendo assumir as formas aguda, subaguda ou crénica, que apresenta uma
tendéncia a disseminagdo para o sistema nervoso central, sitio pelo qual a levedura
apresenta tropismo e onde acarreta quadros de meningite, encefalite ou meningoencefalite

(KWON-CHUNG & BENNETT, 1992).



14

No inicio da década de 90, a criptococose foi epidémica em algumas regides e
somente na cidade de Nova lorque (EUA) ocorreram em torno de 1.200 casos de meningite
criptococica (CURRIE & CASADEVALL, 1994). Comparativamente, o nimero de casos
de meningite por Haemophilus influenzae, meningococos e meningite viral foram de 54,
30 e 426, respectivamente.

No trato respiratério, as defesas importantes do hospedeiro sdo as membranas
mucosas da nasofaringe, as quais ret€ém os esporos fungicos inalados, e os macréfagos
alveolares. Em geral, anticorpos IgG e IgM circulantes sdo produzidos em resposta a
infec¢des fungicas, mas seu papel na defesa do organismo ¢ incerto. A resposta imune
mediada por células ¢ protetora e sua supressdo pode levar a disseminacdo de infecgdes
fngicas assintomaticas, bem como a de doencas causadas por fungos oportunistas
(LEVINSON & JAWETZ, 1996).

Clinicamente, C. neoformans se apresenta, quase sempre, na forma de levedura.
Estas sdo encontradas no liquor, em sec¢des de tecidos e no escarro. A levedura ¢ a forma
assexuada deste microrganismo e sua reprodugdo ocorre por brotamento. C. neoformans
pode também se reproduzir sexuadamente, sendo essa forma de reprodug@o observada “in
Vvitro” e seu papel na patogénese ainda ¢ incerto. Essa forma teleomorfica, ou estado
perfeito, se caracteriza pela producdo de basidiosporos, os quais ainda ndo foram descritos
em associacao com isolados clinicos. As hifas (ou pseudo-hifas) sdo produzidas por
algumas linhagens e ocasionalmente podem ser observadas em sec¢des de tecidos. Nao
existem descri¢coes de formas fungicas no ar, uma informacao importante, uma vez que as
formas ambientais de C. neoformans sao responsaveis por casos de infec¢gdo em humanos ¢
animais (CASADEVALL & PERFECT, 1998).

A natureza polissacaridica da céapsula, consistindo principalmente dos
polissacarideos glucuronoxilomanana, galactoxilomanana e manoproteina (FRIES et al.,
1999; KWON-CHUNG et al.,1982), permite a divisdo em cinco sorotipos, agrupados em
duas variedades: C. neoformans var. neoformans (sorotipos A, AD e D) ¢ C. neoformans
var. gatti (sorotipos B ¢ C) (SORREL et al., 1996). Estudos recentes sugerem uma nova
classifica¢do: C. neoformans var. grubii (sorotipo A) ¢ C. neoformans var. neoformans
(sorotipo D), ambos de distribui¢do mundial; C. neoformans var. gatti (sorotipos B e C),
restritos a regides de clima tropical e subtropical. Os representantes relativos aos sorotipos

A e D geralmente encontram-se habitando solos e fezes de aves domésticas - pombos e
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perus - sendo wusualmente o agente causador da criptococose em pacientes
imunocomprometidos; ja a var. gattii tem sido associada a eucaliptos, infectando pacientes
desprovidos de complicagdes imunoldgicas (FRANZOT et al., 1999; STEENBERGEN &
CASADEVALL, 2000).

As trés variedades de C. neoformans descritas, grubii, gattii e neoformans sao
similares na fase anamorfica. Entretanto, diferengas fenotipicas sdo evidentes no estado
teleomorfico, principalmente nas variedades neoformans e gattii: os basidiosporos da
variedade neoformans sdo esféricos, elipticos, ou cilindricos, com paredes rugosas,
enquanto aqueles da variadade gattii sdo baciliformes com parede lisa (ELLIS &
PFEIFFER, 1992; FRANZOT et al., 1999; GARCIA-HERMOSO et al., 1999; KWON-
CHUNG, 1975; KWON-CHUNG, 1976; KWON-CHUNG et al., 1982; STEENBERGEN
& CASADEVALL, 2000).

A taxonomia de C. neoformans e a compreensdo da sua filogenia receberam um
grande impulso a partir da descoberta e relato da presenga de grampos de conexdo em
alguns isolados (SHADOMY, 1970). Estes grampos de conexdo servem para manter a
condigdo dicaridtica durante o crescimento na maioria das espécies dos Basidiomycota e
sao altamente distintivos deste filo. A partir da indugdo da formagdo de basidios e
basidiosporos, foi nomeado o teleomoérfico Filobasidiella neoformans correspondente ao
anamorfico C. neoformans (KWON-CHUNG, 1975).

O exame de C. neoformans por microscopia Optica comum revela células de
levedura de tamanho variavel, com diametro médio de 4 a 6 um, usualmente ovais ou
redondas, com um duplo contorno que as tornam altamente refrateis e que se reproduzem
por brotamento. A capsula de C. neoformans normalmente nio ¢ visivel por microscopia
Optica em suspensdes aquosas. O método mais comum para sua visualizacdo ¢ o exame de
suspensdes diluidas em tinta da India, onde as particulas da tinta sdo excluidas pela
capsula, a qual aparece como uma zona clara ao redor da célula da levedura (ZERPA et al.,
1996). A céapsula também pode ser visualizada pela adi¢ao de anticorpos especificos contra
os polissacarideos capsulares (CLEARE et al., 1994; PIDCOE & KAUFMANN, 1968) ou
por microscopia eletronica (SAKAGUCHI, 1993). As trés técnicas de coloracdo mais
utilizadas para evidenciacdo destas leveduras sdo: (i) coloragdo com Hematoxilina e
Eosina (Figura 1), (ii) impregnagdo com sais de prata (Figura 2) e, (iii) preparagdo com

tinta da India (Figura 3) (ABERG & POWDERLY, 1998).
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A presenca de capsula polissacaridica ¢ uma caracteristica distintiva em relagao a
outras leveduras de importancia médica. O polissacarideo capsular atua como um fator de
viruléncia de uma maneira andloga aquelas de bactérias encapsuladas, tais como
Streptococcus pneumonia, Haemophilus influenzae e Neisseria meningitidis (PIROFSKI &
CASADEVALL, 1996).

Entre outros fatores, associados com a viruléncia de C. neoformans, podem ser
citados a presenca da enzima fenoloxidase que sintetiza melanina e outros pigmentos a
partir de uma variedade de precursores fendlicos e da enzima urease, responsavel pela
hidrolise da uréia, somados a capacidade de crescimento a 37°C (CASADEVALL, 1994;
COX et al., 2000).

C. neoformans se desenvolve bem na maioria dos meios de cultura para fungos
sendo, provavelmente, um autétrofo para a maioria dos aminoécidos, agucares, lipidios e
vitaminas, podendo também se desenvolver em meio minimo quimicamente definido
(VIDOTTO et al., 1996). Os requerimentos nutricionais para seu crescimento sao simples,
incluindo uma fonte de carbono e de nitrogénio, oxigénio e elementos tragos. Nem todos
os aminoacidos podem servir como fonte de carbono, mas C. neoformans pode sintetizar

todos os aminoacidos necessarios a partir de amonia (Appud LITTMAN, 1958).
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Figura 1: Evidenciacdo da capsula de C. neoformans. Sec¢do de tecido pulmonar corado
com Hematoxilina e Eosina. A seta indica uma levedura circundada pela céapsula
polissacaridica (http//:www.hivinsite.ucsf.edu).

Figura 2: Coloragdo com prata de C. neoformans presente no liquido céfaloraquidiano
(LCR) em paciente com AIDS (httt//:www.hivinsite.ucsf.edu).
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Figura 3: Preparagdo de C. neoformans em tinta da india. LCR de paciente com meningite
criptococica. A seta mostra a zona clara da capsula ao redor da levedura
(http//:www .hivinsite.ucsf.edu).

Membros do género Cryptococcus geralmente sdo considerados como leveduras
ndo fermentadoras, que assimilam inositol e produzem urease. Além da espécie patogénica
C. neoformans, pelo menos 38 outras espécies de Cryptococcus tem sido encontradas em
uma grande variedade de ambientes (BARNETT et al., 1990). Espécies de Cryptococcus
tém sido encontradas no extremo frio da Antarctica, em elevacdes como no Himalaia, e em
dguas salinas. Apesar da habilidade de adaptacdo climatica, a maioria das espécies nao
sobrevive em tecidos de mamiferos devido a alta temperatura corporal e ao sistema de
defesa imune do hospedeiro. Existem raros relatos de Cryptococcus nao neoformans tais
como Cryptococcus laurentii, Cryptococcus curvatus, e Cryptococcus albidus causando
infecgdes em humanos, embora ndo existam provas histologicas (CUNA & LUSINS, 1973;
CURTIS et al., 1995; DROMER et al., 1995; GLUCK et al., 1987; GORDON, 1972;
KRUMHOLYZ, 1972). Apesar dos humanos estarem expostos a estas espécies, as quais sao
encontradas em varios ambientes, somente C. neoformans pode ser considerado a espécie
que consistentemente causa criptocose.

As linhagens de C. neoformans sdo divididas em trés variedades com base em

critérios fenotipicos, soroldgicos, bioquimicos e epidemiologicos. Todas as variedades sdao
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patogénicas para o homem. A variedade neoformans apresenta distribuigdo mundial e é a
variedade invariavelmente isolada de excretas de aves, representando a grande maioria dos
isolados de pacientes com AIDS. A variedade gattii, encontrada em regides de clima
tropical e subtropical (KWON-CHUNG & BENNETT, 1984), associada com arvores de
eucaliptos, raramente causa infeccdo disseminada em pacientes com AIDS, mesmo em
areas endémicas (ROZENBAUM et al., 1992; SPEED & DUNT, 1995; SPEED et al.,
1993). Estudos recentes sugerem uma nova nomenclatura em substitui¢do a C. neoformans
var. gattii sorotipos C e D, Cryptococcus gattii (KWON-CHUNG et al., 2002; SORREL,
2001).

Diferencgas na apresentagdo clinica de criptococose causada por linhagens da var.
neoformans e var. gattii tém sido descritas (FISHER et al., 1993; SPEED & DUNT, 1995).
Em um estudo realizado na Australia, foi observada uma alta mortalidade em infecgdes
causadas pela var. neoformans. Por outro lado, infec¢des causadas pela var. gattii
apresentaram baixa mortalidade mas estas foram usualmente complicadas por sequelas
neurologicas (SPEED & DUNT, 1995). A necessidade de cirurgia e de tratamento
prolongado em pacientes infectados com a var.gattii foi também relatada (FISHER et al.,

1993).

Existem ainda diferengas sorologicas ¢ bioquimicas entre as variedades neoformans
e gattii. As variedades sdo subdivididas em 5 sorotipos, C. neoformans var. neoformans
sorotipos A, D e AD e C. neoformans var. gattii sorotipos B e C, conforme apresentado na
Tabela 1 (CHERNIAK & SUNDSTROM, 1994). As duas variedades diferem na sua
habilidade em assimilar os acidos L-malico, fumarico e succinico (BENNETT et al., 1978)
e no metabolismo de creatinina (KWON-CHUNG, 1991; POLACHECK & KWON-
CHUNG, 1980). As duas variedades assimilam creatinina, mas o EDTA inibe a enzima
urease em C. neoformans var. gatti mas ndo em C. neoformans var. neoformans (KWON-
CHUNG et al., 1987). Linhagens das duas variedades também manisfestam diferengas na
susceptibilidade aos antifungicos. Em geral, as linhagens da var. gattii sdo menos
susceptiveis a flucitosina do que as linhagens da var. neoformans (SHADOMY et al.,
1987).

Andlises filogenéticas construidas com base no seqiienciamento de diversos genes

de C. neoformans verificaram que C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var.
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gattii estavam em clusters monofiléticos separados, sustentando a separagdo em duas

espécies proposta por KWON-CHUNG et al. (2002).

Dois testes de coloragdo em agar distinguem as duas variedades de C. neoformans
com base em diferengas bioquimicas (IROKANULO et al., 1994; KWON-CHUNG et al.,
1982; SALKIN & HURD, 1982). As variedadaes sdo distinguidas pelo crescimento
diferencial em meios de cultivo solidos especificos, incluindo o 4gar canavanina-glicina-
azul de bromotimol e creatinina-dextrose-azul de bromotimol-timina. As amostras
pertencentes a variedade gattii, em sua maioria, sdo capazes de se desenvolverem nos
meios citados, produzindo fortes reagdes de cor nos mesmos. Ao contrario, a variedade
neoformans quando se desenvolve nestes meios ndo ocasiona alteragdo de coloragio.
Muitas linhagens de C. neoformans var. neoformans sido susceptiveis a L-canavanina ¢ a
maioria ndo pode assimilar a glicina como Unica fonte de nitrogénio e carbono (MINN &

KWON-CHUNG, 1986).

Tabela 1: Variedades e sorotipos da espécie C. neoformans

Variedades Sorotipos Referéncias
C. neoformans var. grubii A FRANZOT etal., 1999.
C. neoformans var. neoformans D KWON-CHUNG et al., 1982;

ELLIS & PTEIFFER, 1990.

C. neoformans var. gattii BeC KWON-CHUNG et al 1982; ELLIS &
PTEIFFER, 1990.

KWON-CHUNG & BENNET, 1984,

Hibrido diploide dos sorotipos A AD LENGELER et al., 2000; XU &
eD MITCHEL, 2003; MARRA et al., 2004.
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1.2 Epidemiologia

Atualmente, a grande maioria dos casos de criptococose sintomatica ocorre em
pacientes imunocomprometidos. Isto representa uma mudanca na epidemiologia de
infecgdes criptocdcicas desde 1950, quando os casos eram descritos em individuos
aparentemente sadios. A prevaléncia da infec¢ao por C. neoformans em uma determinada
populacdo parece ser funcdo do numero de individuos imunocomprometidos e sua
exposicdo a levedura (BARRETO de OLIVEIRA et al.,, 2004; CASADEVALL &
PERFECT, 1998; CHEN et al., 2000; DROMER et al., 2004).

C. neoformans ¢ um fungo cosmopolita e casos de criptococose tém sido relatados
em todas as regides do mundo. O fungo ¢ um organismo de vida livre que pode sobreviver
em uma variedade de nichos ambientais e ndo parece ser um comensal humano. A
transmissdo da criptococose entre humanos ¢ raramente documentada (BEYT &
WALTMANN, 1978; GLASER & GARDEN, 1985) e a presenca comum de C.
neoformans no ambiente, indica que a infec¢do humana é provavelmente adquirida de
fontes ambientais. A distribuicdo geografica da criptococose ¢ mundial (CASADEVALL,
1994). Estudos epidemioldgicos em pacientes com AIDS na Tailandia revelam um
predominio do sorotipo A (POONWAN et al., 1997). O isolamento de linhagens do
sorotipo D de pacientes portadores de AIDS também tem sido relatado na Franga,
Alemanha e Estados Unidos (DROMER et al., 1994; DROMER et al., 2004). A infec¢ao
humana com C. neoformans var. neoformans ¢ mais prevalente na Europa e América do
Norte (CHATURVEDI et al., 2005; DROMER et al., 1994, DROMER et al., 2004,
HOANG et al., 2004). Entretanto, a var. neoformans ¢ predominante em pacientes
portadores de AIDS (LEVITZ, 1991). Considerando as infec¢des oportunistas que
acometem pacientes portadores de AIDS, a criptococose € a quarta causa mais freqiiente de
infeccdo (CURRIE et al., 1994). O recente aumento no niimero de pacientes portadores de
AIDS no Brasil tem também indicado um aumento do ntimero de infec¢des causadas por
este fungo patogénico (FRANZOT et al., 1997; NISHIKAWA et al., 2002). De acordo
com dados do Ministério da Saude - Coordenagdo Nacional de DST/AIDS, 4,0% das
infec¢des oportunistas associadas a pacientes com HIV foram causadas por C. neoformans
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002). Tém sido relatadas infeccdes em humanos pelas
espécies Cryptococcus albidus e Cryptococcus laurentii, mas o significado destes isolados
¢ duvidoso (LYNCH et al., 1981).
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A maioria dos isolados clinicos de C. neoformans var. gattii ¢ originaria de regides
tropicais e subtropicais (KWON-CHUNG & BENNETT, 1984). Em algumas partes do
mundo, C. neoformans var. gattii ¢ a variedade predominante em isolados clinicos. Nos
Estados Unidos a maioria dos isolados da var. gattii tem origem no sul da Califérnia
(BENNETT et al., 1977, CHATURVEDI et al., 2005; HAJJEH et al., 1996; KWON-
CHUNG & BENNETT, 1984). Em Papua, Nova Guiné, cinco de seis casos de
criptococose foram causados pela var. gattii (CURRIE et al., 1990). Na Australia, 50% dos
casos de criptococose foram devidos a var. gattii (ELLIS, 1987). Na maioria dos estudos,
linhagens de C. neoformans var. neoformans sdo significativamente mais comuns do que
linhagens de C. neoformans var. gattii (CHEN et al., 2000, KWON-CHUNG &
BENNETT, 1984; MISHRA et al., 1981; RINALDI et al., 1986, ROZENBAUM et al.,
1992). Entretanto, para a interpretacdo de dados relativos a prevaléncia entre as variedades,
¢ importante considerar que C. neoformans var. neoformans tende a infectar pacientes
portadores de AIDS (BOTTONE et al., 1987; RINALDI et al., 1986; SHIMIZU et al.,
1986; SPEED et al., 1993; STEENBERGEN & CASADEVALL, 2000). O alto percentual
de pacientes portadores de AIDS nestes estudos contribui para a predominancia da
variedade neoformans na literatura recente. No Zaire, antes de 1970, quase a totalidade dos
isolados de C. neoformans pertenciam a var. gattii, mas somente a var. neoformans tem
sido isolada em amostras clinicas apds 1970 (SWINNE, 1983; SWINNE et al., 1986). A
causa para a mudanga no tipo de variedade ndo ¢ conhecida (SWINNE et al., 1986), mas
pode refletir um incremento na prevaléncia de casos de criptococose associada a pacientes

portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV).

Em recente estudo no Canada, na cidade de Vancouver, o isolamente de C. gattii
ocasionando um surto de criptococose também pode refletir mudangas na distribuicdo da
prevaléncia das espécies causadoras da infec¢ao, mudando o perfil usualmente conhecido
da var. gattii reconhecidamente causando infec¢des em regides de clima tropical e sub-

tropical (KIDD et al., 2004).

Raros casos de infecgdo por C. neoformans var. gattii tém sido relatados em areas
temperadas (BOTTONE et al., 1986; DROMER et al.,1996; DROMER et al., 1992;
FROMTLING et al., 1982; KOHL et al., 1985; LEHMANN et al., 1984; St-GERMAIN et

al., 1988). A fonte e a rota de infecgdo para casos ocasionais de criptococose, devidos a C.
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neoformans var. gattii, em areas temperadas ¢ desconhecida. Alguns destes casos podem
representar a reativacdo de infec¢des latentes adquiridas em areas tropicais ou subtropicais
(BOTTONE et al., 1986; DROMER et al., 1992; GARCIA-HERMOSO et al., 1999;
LEHMANN et al., 1984; St-GERMAIN et al., 1988). Entretanto, alguns casos podem

refletir fontes ambientais ndo localizadas em areas temperadas.

O conhecimento da ecologia de C. neoformans var. gattii foi impulsionada pela
associa¢ao dessa variedade com arvores de Eucalyptus camaldulensis. Um estudo extenso
em Barossa Valley, Austrélia, revelou uma associagdo especifica entre a descoberta de C.
neoformans var. gattii de material associado com arvores de E. camaldulensis (ELLIS &
PFEIFFER, 1990). Esta variedade também foi encontrada em arvores de E. camaldulensis
em Sao Francisco, Estados Unidos (PFEIFFER & ELLIS, 1991). Estudos subseqiientes
tém documentado a associacdo de linhagens de C. neoformans var. gattii com arvores de
E. tereticornis, as quais possuem uma estreita relagdo com E. camaldulensis (PFEIFFER &
ELLIS, 1992). Linhagens da variedade gattii também foram isoladas na cidade do México
(LICEA et al., 1996). Isolados ambientais de C. neoformans var. gattii tém sido
classificados exclusivamente como sorotipo B (KWON-CHUNG et al., 1992). O sorotipo

C ndo tem sido encontrado no ambiente.

C. neoformans var. gattii foi isolado do ambiente na Australia (ELLIS &
PFEIFFER, 1990; PFEIFFER & ELLIS, 1992; SORREL et al., 1996), Brasil (LAZERA et
al.,1993), Espanha (BARO et al., 1998; BARO et al., 1999), Italia ( GRISEO & GALLO,
1997; MONTAGNA et al., 1997), México (LICEA et al.,1996), Uruguai (GEZUELE et
al.,1993) ¢ Califérnia (PFEIFFER & ELLIS, 1991). As unicas fontes ambientais
consistentes de C. neoformans var. gattii tem sido E. camaldulensis (ELLIS & PFEIFFER,
1990; PFEIFFER & ELLIS, 1992) ¢ E. tereticornis (LICEA et al., 1996). Entretanto, é
possivel que existam outras fontes ambientais de C. neoformans var. gattii. Existe um
relato de isolamento de C. neoformans var. gattii em uma velha casa no Brasil, habitada
por morcegos (LAZERA et al.,1993). O significado deste isolamento ¢ incerto, uma vez
que o sitio continha uma variedade de outros animais e materiais vegetais (LAZERA et al.,
1993). No Uruguai, foi feito o isolamento de C. neoformans var. gattii de um ninho de

vespas Polybia occidentalis (GEZUELE et al., 1993).
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Em diferentes estudos realizados no estado do Rio Grande do Sul com a utilizac¢ao
de amostras ambientais, ndo foi obtido nenhum isolamento de C. neoformans var. gattii de
nove isolados provenientes de amostras de eucaliptos (CASALI et al., 2003). Em outro
estudo do mesmo grupo utilizando excretas de aves, entre 33 amostras ambientais, 5
isolados obtidos foram identificadas como pertencentes a espécie gattii (ABBEG, 2003;

ABEGG et al., 2006).

A associacdo entre C. neoformans var. gattii ¢ E. camaldulensis prové uma
explicagdo plausivel para a epidemiologia de infec¢des de C. neoformans var. gattii: a
distribui¢ao de isolados clinicos da var. gattii proxima de regides geograficas com arvores
de E. camaldulensis no mundo (ELLIS & PFEIFFER, 1990; ELLIS & PFEIFFER, 1992;
PFEIFFER & ELLIS, 1991; PFEIFFER & ELLIS, 1992). Além do mais, a associagdo de
C. neoformans var. gattii com E. camaldulensis pode explicar a alta prevaléncia de
infec¢des com a var. gattii entre aborigenes australianos que vivem em areas rurais onde

estas arvores sdo comuns (ENG et al., 1986).

C. neoformans var. neoformans é encontrado em zonas de clima temperado e
tropical, sendo isolado invariavelmente de solos e excretas de aves (LEVITZ, 1991). O
isolamento de C. neoformans var. neoformans de sitios ambientais tem sido relatado na
Africa (REFAL et al., 1983), Asia (ANSHENG et al., 1993; GUGNAMI et al., 1972; HSU
et al.,, 1994; INWIDTHAYA, 1994; INWIDTHAYA et al., 1989; OSTROWSKI et al.,
1993; PADHYE et al., 1993), Europa (GRISEO et al., 1995; MISHRA et al., 1981),
América do Norte (ABOU-GABAL & ATIA, 1978; KOZEL & HERNERATH, 1984,
POWELL et al., 1972), América do Sul (RUIZ et al., 1989), Caribe (RUIZ et al., 1989) ¢
Ilhas do Pacifico. Infecg¢des clinicas com C. neoformans var. neoformans também tém sido
relatadas em todos os paises de todos os continentes. Nos continentes existem locais com
altas concentra¢des de C. neoformans, resultando em uma alta prevaléncia local de
criptococose. Por exemplo, nos Estados Unidos acredita-se que a criptococose ¢ mais

comum nos estados do sudeste que em estados montanhosos.

O primeiro relato de isolamento ambiental de C. neoformans foi em 1894, o fungo
foi encontrado em suco de péssego. O pé€ssego e seu suco constituem um bom meio para o
crescimento de C. neoformans (STAIB et al.,, 1973). Interessantemente, nenhum

isolamento ambiental adicional foi relatado até 1951, quando foi descrito o isolamento de
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C. neoformans em solo contaminado com excreta de aves (Apudd EMMONS, 1951),
particularmente excretas de pombos (Columbia livia). Desde entdo, dezenas de relatos tém
aparecido descrevendo o isolamento de C. neoformans var. neoformans de excretas de
aves, solos, dgua, frutas e leite (LOPEZ-MARTINEZ & CASTANON-OLIVARES, 1995;
SWINNE-DESGAIN, 1974).

Existem diversos relatos de isolamento de C. neoformans var. neoformans de
arvores ¢ materiais de plantas. C. neoformans tem sido isolado de madeira em
decomposigdo, formando ocos em arvores no Brasil (NISHIKAWA et al., 2002; LAZERA
et al., 1996). C. neoformans tem a enzima lacase (WILLIAMSON, 1994) ¢ a atividade de
fenoloxidase em fungos tem sido associada com a habilidade para degradar a lignina da
madeira (EGGERT et al.,, 1996; LAZERA et al., 1996). Embora a var. gattii scja
classicamente associada com arvores de eucalipto, a var. neoformans também tem sido
ocasionalmente isolada de arvores de cucalipto (DUARTE et al., 1994). Os relatos de
isolamento de C. neoformans de florestas (LAZERA et al., 1993; LAZERA et al., 1996)
podem refletir a habilidade desse fungo em usar madeira em decomposi¢do como um

habitat.

Os relatos relacionando a var. neoformans com Aarvores, juntamente com a
associagdo estabelecida de linhagens da var. gattii com arvores de eucalipto ¢ a estreita
relagdo genética entre as variedades, sugere que C. neoformans var. neoformans pode
também ter um nicho arbéreo que permanece por ser descoberto (ELLIS & PFEIFFER,
1990). Avaliando-se os relatos de isolamento de C. neoformans var. neoformans de
arvores, precisa-se considerar que os pdssaros sao comuns em arvores, € que a
possibilidade de contaminagdo com excretas de aves pode ser uma variavel que causa
confusdo. C. neoformans var. neoformans pode ocasionalmente ser isolada de arvores.
Entretanto, ndo existe uma firme conexdo entre a var. neoformans e qualquer arvore ou
espécie de planta até este momento. Em recente estudo realizado por RIBEIRO et al. no
Rio Grande do Sul foi relatado o isolamento de C. neoformans sorotipo D em amostras de
eucalipto (RIBEIRO et al., 2006). Sendo necessarias mais pesquisas em diferentes nichos

arboreos para esclarecer a relagdo de C. neoformans var. neoformans com fontes arboreas.

O solo ¢ freqiientemente relatado como um sitio ecoldgico para C. neoformans. Em

amostras de solo onde ¢ relatada a presenca de C. neoformans, sio sitios freqiientados por
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passaros ou amostras de solos originarios de aviarios ou sitios potencialmente
contaminados com excretas de aves. Tem sido sugerido que o solo ¢ uma fonte de
contaminagdo para excreta de aves, porque ele prové um rico meio para o crescimento
(ABOU-GABAL & ATIA, 1978). Entretanto, ndo esta claro se C. neoformans em excretas
de aves se originam do solo ou se C. neoformans no solo reflete contaminagdo com excreta
de aves. A relagdo ecologica de colonizagdo de C. neoformans para mamiferos como

morcegos e camundongos ¢ incerta e tem recebido pouca atengao.

Um estudo epidemioldgico no Burundi relatou o isolamento de C. neoformans de
poeira doméstica em 54% de casas recentemente ocupadas de pacientes com criptococose
relacionadas com HIV e 20% de casas selecionadas aleatoriamente (SWINNE et al., 1991).
Resultados similares foram relatados do Zaire, onde foram isolados C. neoformans da
poeira e do ar de casas de pacientes com criptococose relacianadas ao HIV (SWINNE et

al., 1986).

A associagdo de C. neoformans com excreta de aves, particularmente pombos, tem
sido conhecida desde 1950 e tem sido confirmada repetidamente por numerosos
investigadores (ANSHENG et al., 1993; CASTANON-OLIVARES & LOPEZ-
MARTINEZ, 1994; CURRIE et al., 1994). A variedade de C. neoformans encontrada em
excretas de pombos ¢ invariavelmente C. neoformans var. neoformans, sendo virulentas

para camundongos (CHEN et al., 1996; CURRIE et al., 1994, FRIEDMAN et al., 2005).

C. neoformans pode crescer em densidades de 3 a 6 x 10° de organismos por ml de
excretas de pombo Umidas ou dessecadas. As excretas de pombos permitem a
sobrevivéncia de C. neoformans por um longo tempo e os cultivos podem permanecer
vidveis até dois anos quando mantidos em excretas de pombo dessecadas. Linhagens de C.
neoformans quando crescem em excretas de pombos geralmente possuem pequena capsula,
com um didmetro de 1,0 a 5,5 um, compativel com deposi¢ao alveolar (POWELL et al.,

1972).

Excretas de pombos sdo a fonte saprofitica mais comumente associada com C.
neoformans, mas o fungo também tem sido isolado de uma variedade de outras excretas de
aves, incluindo canarios (GRISEO et al., 1995), papagaios (BAWENS et al., 1986;
LOPEZ-MARTINEZ & CASTANON-OLIVARES, 1995; STAIB & SCHULZ-
DIETERICH, 1984), galinhas (SWINNE et al., 1986) e outras espécies (ABEGG et al.,
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2006; GUSTIN & KELLEY, 1971; OSTROWSKI et al, 1993; STAIB &
HAISENHUBER, 1989; STAIB & SCHULZ-DIETERICH, 1984).

O fato de C. neoformans ser altamente prevalente em excrementos de pombos é
provavelmente o resultado de uma notdvel adaptacdo bioquimica que permite sua
sobrevivéncia e crescimento neste nicho ecoldgico. Existem relatos evidenciando que a
associacdo entre C. neoformans e excretas de pombos pode ser devida a habilidade tinica
de C. neoformans em assimilar creatinina como fonte de nitrogénio (STAIB et al., 1976).
Excretas de pombos também contem acido urico e purinas, as quais C. neoformans
também pode assimilar (KELLEY & O’CONNELL, 1993; STAIB et al.,1976). A
assimilacdo de creatinina ¢ uma caracteristica que ndo ¢ comum para a maioria das
leveduras (KELLEY & O’CONNELL, 1993; KWON-CHUNG, 1991; STAIB et al.,1976).
Assim, excretas de pombos podem servir como um meio seletivo para C. neoformans por
causa da sua alta concentracdo de creatinina (KWON-CHUNG, 1991). A enzima
responsavel pelo metabolismo de creatinina ¢ a deiminase que catalisa a conversao em
metil-hidantoina e amonia (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK & KWON-CHUNG,
1980).

E interessante que C. neoformans var. gatti ndo ¢ associada com excretas de aves,
apesar de também ser capaz de assimilar creatinina (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK
& KWON-CHUNG, 1980). Creatinina deiminase ¢ encontrada em ambas as variedades de
C. neoformans (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK & KWON-CHUNG, 1980).
Entretanto, a inabilidade de C. neoformans var. gattii se desenvolver em excretas de aves
pode refletir diferencas na regulacdo desta enzima (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK
& KWON-CHUNG, 1980). A deiminase responsavel pela degradagao de creatinina na var.
neoformans ¢ reprimida por amoénia, enquanto que na var. gattii ndo ocorre esta repressao
(KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK & KWON-CHUNG, 1980). A regulacdo da
deiminase por amodnia na var. neoformans tem sido proposta como auxiliar na conservagao
de energia e substincias metabodlicas necessarias para sobrevivéncia da levedura em

excretas de aves (KWON-CHUNG, 1991; POLACHEK & KWON-CHUNG, 1980).

A sobrevivéncia de C. neoformans em excretas de aves, solos contaminados por
excretas de aves e outras fontes saprofiticas pode ser influenciada por diversos fatores,

incluindo o pH, a umidade, a temperatura, a luz solar e outros fatores bidticos
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(HUBALEK, 1975). C. neoformans pode sobreviver em excretas de pombos por até dois
anos. O aumento na umidade pode favorecer a sobrevivéncia e proliferagao de fungos no
solo em baixas temperaturas (4 a 26°C), mas ndo a 37°C. A luz solar direta pode reduzir
significativamente a sobrevivéncia de C. neoformans no solo ¢ pode contribuir para o fato
que sitios ao ar livre sejam menos pesadamente contaminados que excretas de pombos em
interiores (HUBALEK, 1975). O isolamento da levedura C. neoformans em sitios
ambientais protegidos ¢ mais comum de resultarem em culturas positivas do que locais

expostos a luz solar.

Embora a levedura seja encontrada nas excretas de pombo, o pombo devido a sua
alta temperatura corporal nao ¢ infectado. A associagdo entre C. neoformans e excretas de
pombo tém sido confirmada em diversos estudos (CURRIE et al., 1994; KWON-CHUNG
& BENNET, 1992; RUIZ et al., 1981). Entretanto, somente poucos casos relatados de
criptococose podem ser relacionados a exposicao direta com fezes de pombo, tais como

ocorridas com criadores de pombos (FESSEL, 1993).

Devido a alta concentragdo de C. neoformans em excreta de pombos, a alta
prevaléncia de pombos em muitas areas urbanas, € o risco de infec¢do criptococica em
humanos, existe um consideravel interesse na relacao entre os passaros, suas excretas, € a
criptococose humana (POWELL et al., 1972). C. neoformans tem sido isolado de poeira
em ar condicionado contaminado com excretas de aves, confirmando que a ventilagao
mecanica pode auxiliar a disseminar C. neoformans se as entradas de ar estdo
contaminadas (FRANCISCO et al., 1977). MUCHMORE et al., relataram trés casos de
meningite criptocdcica em um ano em uma pequena comunidade em Oklahoma. Anélises
de excrementos de passaros revelaram C. neoformans no ambiente proximo de cada
paciente, confirmando a especulagdo que a infec¢do ocorreu pela exposi¢do a excrementos

de passaros contaminados.

Em individuos higidos a forma pulmonar de criptococose ¢ a usual. Em pacientes
imunocomprometidos, a infeccdo pulmonar tende a disseminagdo ao cérebro e meninges,
sendo usualmente fatal (DROMER et al., 1994, DROMER et al., 2004; MITCHELL &
PERFECT, 1995). Existem evidéncias de que infec¢do subclinica possa ocorrer apds
exposicdo a pombos e suas excretas, originadas a partir de estudos sorologicos com

alimentadores de passaros. Pela técnica de fixacdo de complemento, foi demonstrado que
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22% de individuos com contato com pombos apresentavam anticorpos contra C.
neoformans, comparado com um grupo controle onde somente 3% apresentaram tais
anticorpos. Também reagdes intradérmicas com preparacdes de antigenos criptocdcios
apresentam uma prevaléncia de 32% entre individuos que alimentam pombos comparados

a taxa de 4% em grupo controle (MITCHELL & PERFECT, 1995).

As evidéncias sugerindo as excretas de pombos como fonte de infec¢ao humana sdo
confirmadas pela identificacdo de mesmas linhagens em excretas de pombos e isolados em
amostras clinicas através de métodos de tipagem de DNA em estudos indepentes (CURRIE
et al., 1994; FRANZOT et al., 1997, YAMAMOTO et al., 1995). A descoberta de
particulas infecciosas de C. neoformans de excretas de pombos com um tamanho
compativel com deposi¢do alveolar (POWELL et al., 1972), a recuperagdo de C.
neoformans do ar sobre sitios contaminados com excretas de aves (SWINNE-DESGAIN,
1975), a viruléncia das linhagens isoladas, e a alta prevaléncia de anticorpos em inquéritos
soroldgicos e testes intradérmicos em criadores de pombos, também trazem subsidios para
sugerir que a origem ambiental da infeccdo seja proveniente destas fontes ambientais
(HAYNES et al., 1995; MEYER et al., 1999; PFALLER, 1995; PFALLER & WENZEL,
1992).

Entretanto, existem muitas questdes ndo respondidas a respeito da ecologia de C.
neoformans e da patogénese da infecgdo humana que podem definitivamente associar entre
linhagens em excretas de pombos e aquelas que causam infec¢do em humanos. Um
exemplo desta dificuldade ¢ a incerteza de que uma infec¢do seja resultante de uma
exposicdo aguda ou reativacdo de uma infeccdo latente, sendo dificil fazer a ligacdo entre
casos de infec¢do e fontes pontuais no ambiente (GARCIA-HERMOSO et al., 1999). E
possivel que linhagens de C. neoformans var. neoformans em excretas de pombos se
originem de uma terceira, ainda nao descoberta, fonte ambiental (ELLIS & PFEIFFER,
1990; SULIVAN et al., 1996; VIVIANI et al., 1997).

1.2.1 Isolamento de C. neoformans do ambiente

Muitos dos estudos inicais para o isolamento a partir de fontes saprofiticas de C.

neoformans contavam com a inoculagdo da amostra em questdo em camundongos, pois 0s
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camundongos sdo altamente suceptiveis a C. neoformans, mas resistentes a outras
leveduras. Estudos posteriores da prevaléncia de C. neoformans no ambiente t€m utilizado

meios seletivos, por razdes Obvias de custo e facilidade de estudo (CURRIE et al., 1994).

Meios de cultivo seletivos sdo necessarios para o isolamento de C. neoformans de
fontes ambientais, e diversos destes meios tém sido descritos (CURRIE et al., 1994;
RANDHAWA et al., 1973; STAIB et al., 1987). O meio utilizado deve atender trés
objetivos: (i) inibir bactérias, (ii) inibir o crescimento de fungos filamentosos, (ii1) permitir
a identificagdo visual de colonias de C. neoformans. Em geral, devido ao lento crescimento
de C. neoformans em relagdo a outros fungos, ¢ importante usar meios seletivos que
permitam o crescimento de C. neoformans enquanto simultaneamente inibam outros
microrganismos. Bactérias podem ser inibidas pela adicdo de antibidticos € com a
utilizagdo de pH do meio em uma faixa acida (pH 4.0 a 5.0). A maioria dos fungos
filamentosos pode ser inibida pela adigao de bifenil ao agar (SHIELDS & AJELLO, 1966)
e incubacdo das placas em temperatura de 37°C, uma temperatura que ndo ¢ permissiva
para a maioria dos fungos filamentosos ndo patogénicos. A identificagdo visual de colonias
de C. neoformans pode ser facilitada pela adi¢ao de substratos apropriados para a produgao
de melanina. Um meio largamente utilizado é o agar creatinina Guizotia abyssinica

(semente de niger) suplementado com bifenil 0,1% (STAIB, 1985).

Fatores bioticos que influenciam a sobrevivéncia de C. neoformans no ambiente
incluem bactérias, amebas e acaros (RUIZ et al., 1982). Pseudomonas aeruginosa e
Bacillus subtilis isolados de excretas de pombos podem inibir C. neoformans (RUIZ et al.,
1982; TEOH-CHAN et al., 1975). Tem sido mostrado que amebas (Acanthamoeba
palestinensis) isoladas de excreta de pombos fagocitam C. neoformans e inibem seu
crescimento “in vitro” (RUIZ et al., 1982). Interessantemente, as pseudohifas de C.
neoformans parecem ser mais resistentes a fagocitose por amebas, sugerindo que estas
formas fingicas podem persistir em sitios habitados por amebas (NEILSON et al., 1978).
Outros fungos podem inibir o crescimento de C. neoformans pela produgdo de toxinas

(BOEKHOUT & SCORZETTI, 1997).

1.3 Manifestacoes Clinicas
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As micoses sistémicas geralmente sdo infec¢des cronicas devido ao lento
crescimento dos fungos, freqlientemente dificeis de serem diagnosticadas e tratadas, sendo
as drogas antiflingicas atualmente utilizadas pouco efetivas em individuos com
comprometimento do sistema imune. Usualmente causadas por fungos que habitam o solo,
a inalagdo de esporos ¢ a rota principal da infeccao que se inicia tipicamente nos pulmoes e
dissemina-se para outros tecidos do corpo (HULL & HEITMAN, 2002).

A manifestagdo clinica da criptococose em pacientes infectados com o HIV pode
variar significativamente em relagdo aos individuos imunocompetentes ou em pacientes
imunocomprometidos devido a outra doenca subjacente. Embora a infecgdo criptocdcica
pulmonar seja diagnosticada menos freqiientemente que a meningite em pacientes com
AIDS, o pulmaio ¢ o sitio primario da infec¢ao (CAMERON et al.,1991; DROMER et al.,
1994; DROMER et al., 2004; KIERTIBURANAKUL et al., 2006).

A pneumonia causada por C. neoformans pode ser assintomatica ou sintomatica,
com ou sem evidéncias de disseminagdo. Nao estad claro se a doenga disseminada
representa uma progressao ou reativagao da doenga pulmonar, porque muitos pacientes nao
tém evidéncias de envolvimento pulmonar no momento do diagnoéstico de doenga
disseminada. Devido aos sinais e sintomas relativamente inespecificos, resultados
radiologicos variaveis, e aumento da freqiiéncia de outras infec¢des oportunisticas, ¢
comum que a pneumonia criptococica nao seja diagnosticada antes da disseminacao
(ABERG & POWDERLY, 1998; SCHOLER, 1985; SPITZER & SPITZER, 1992). Em
estudos retrospectivos, grandes percentuais de pacientes com meningite criptocdcica
tinham evidéncias de criptococose pulmonar (CAMERON et al., 1991; DRIVER et al.,
1995; FRIEDMAN et al., 2005; HOANG et al., 2004). Estes pacientes podem apresentar
tosse, mal estar, pouca producdo de escarro, e pouca febre, podendo ser estas, as
manifestag¢des iniciais da infecgdo por C. neoformans. Na auséncia de uma resposta imune
efetiva do hospedeiro, a infecgdo com C. neoformans pode progredir para a disseminagao ¢
causar doenca frequentemente fatal. A maioria das infec¢des pulmonares devido a C.
neoformans nao ¢ detectada porque a exposi¢ao inicial e a infec¢@o sdo assintomaticas ou
subclinicas (DROMER et al., 1994; KERKERING et al., 1981 MITCHELL & PERFECT,
1995).

A doenga invasiva pulmonar quase sempre ocorre na condicdo de imunossupressao

ou em casos de doencas cronicas. O exame radioldgico de térax revela nodulos ou
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infiltrados em pacientes com infec¢ao pulmonar invasiva. Em pacientes com teste positivo
para a pesquisa de antigenos criptococicos, a avaliagdo de doenca disseminada ¢
mandatdria, sendo também recomendado que todos os pacientes com pneumonia
criptococica sejam examinados para uma possivel meningite por pun¢do lombar
(MITCHELL & PERFECT, 1995).

O sistema nervoso central é o sitio de infeccdo mais comum de criptococose
disseminada. Criptococcemia frequentemente precede a invasdo do SNC e pode persistir
por um periodo de 1 a 16 semanas apesar do tratamento (ROZENBAUM &
GONCALVES, 1994). A invasao do SNC pode ser secundaria a infec¢do hematogénica ou
representar reativagdo da doencga similar a histoplasmose ou tuberculose. O espaco de
tempo entre o aparecimento de sintomas e o diagndstico varia de dias a meses
(ROZENBAUM & GONCALVES, 1994). Em pacientes infectados com HIV, a
manifestagdo clinica da infecg¢ao criptocdcica, particularmente meningite, pode ser subita,
com poucos sinais ou sintomas. Os sintomais mais comuns sdo dores de cabeca, mal-estar,
e febre. Mudangas comportamentais, perda de memoria, e confusdo mental sdo também
comuns. Dentre as infecgdes criptocdcicas, a meningite ¢ a forma mais comum de infec¢ao
em pacientes portadores de HIV (ABERG & POWDERLY, 1998; KOVACS et al., 1985).
Em pacientes com meningite criptocécica, 36 a 68% apresentam culturas positivas de
materiais de sitios extraneurais, usualmente sangue, evidenciando entdo doenca
disseminada.

Anormalidades ao exame de liquor, tais como pleocitose, baixa concentragdo de
glicose, e alta concentragdo de proteinas, sdo encontradas em aproximadamente 40% de
pacientes com AIDS. Uma resposta inflamatoria minima, caracterizada por menos que dez

linfécitos/mm?’

em exame de liquor ¢ encontrada em aproximadamente 55% dos casos
(ROZENBAUM & GONCALVES, 1994). Consistente com relatos prévios de literatura,
26% de pacientes HIV-positivos apresentando meningite criptocdcica apresentam exames
de LCR normais. Entretanto, um exame de LCR aparentemente normal ndo pode excluir a
possibilidade de infeccdo criptococica (DARRAS-JOLY et al., 1996).

A criptococose cutdnea ¢ um sinal de disseminagdo presente em aproximadamente
10% dos pacientes e pode preceder por diversas semanas uma doenga com risco de vida

(MURAKAWA et al., 1996; RICCHI et al., 1991). As lesdes variam grandemente na sua

apresentacdo e podem simular outras entidades dermatoldgicas. As lesdes podem aparecer
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como papulas, vesiculas, placas, abcessos, purpuras, ou ulceras (MURAKAWA et al.,

1996; RICCHI et al., 1991).

1.4 Cryptococcus neoformans e criptococose

O termo criptococose ¢ usado para referir a infeccdo causada pela levedura
encapsulada C. neoformans, um Basidiomiceto que geralmente acomete pacientes
imunocomprometidos, sejam estes devido a terapia imunomoduladora, seja por doengas
que afetam o sistema imune como a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).
Este fungo se apresenta majoritariamente na forma leveduriforme, tendo como principal
habitat o solo ¢ excretas de aves domésticas (BOEKHOUT, 2003; CHATURVEDI et al.,
2005; DROMER et al., 1994, DROMER et al., 2004; HORTA et al., 2002).

C. neoformans, ¢ uma levedura que se caracteriza por apresentar células com
consideravel heterogeneidade em tamanho e forma (redondas ou ovais) e uma eminente
capsula mucinosa evidente em cultura e nos tecidos do hospedeiro, que a distingue de
outras leveduras de importancia médica (CASADEVALL & PERFECT, 1998;
MITCHELL & PERFECT, 1995). A capsula é composta primariamente de polissacarideos,
entretanto pode também conter componentes nao-polissacaridicos tais como enzimas e
proteinas. A cépsula ¢ encontrada imediatamente externa a parede celular e pode variar no
tamanho, dependendo do isolado, ambiente e condi¢des de crescimento. A maioria dos
isolados produz céapsulas maiores in vivo do que in vitro, um fendmeno que pode estar
relacionado a alta tensdo de CO; nos tecidos e/ou fatores nutricionais (CASADEVALL &
PERFECT, 1998; GATES et al., 2004). A presenca do polissacarideo capsular associada a
producdo da enzima fenoloxidase (responsavel pela conversdo de substratos
hidroxibenzdicos, incluindo catecolaminas, em melanina) e a capacidade de crescer em
temperatura de 37°C, sdo importantes fatores envolvidos na viruléncia do C. neoformans
(CASADEVALL & PERFECT, 1998; MITCHELL & PERFECT, 1995).

A natureza polissacaridica da capsula, consistindo principalmente dos
polissacarideos glicuronoxilomanana, galactoxilomanana e manoproteina (FRIES et al.,
1999), permite a classificagdo em trés variedades: C. neoformans var. grubii (sorotipo A),
C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) e C. neoformans var. gattii (sorotipos B e C)
(KATSU et al., 2004; SORREL et al., 1996;). Estudos sugerem que C. neoformans var.



34

grubii (sorotipo A) e C. neoformans var. neoformans (sorotipo D) apresentam distribuigdo
mundial, enquanto que C. neoformans var. gattii (sorotipos B ¢ C) ¢ restrito a regides de
clima tropical e subtropical (KROCKENBERGER et al., 2002; SEATON et al., 1996). Os
representantes relativos aos sorotipos A e D geralmente encontram-se habitando solos e
fezes de aves domésticas - pombos e perus - sendo usualmente os agentes causadores da
criptococose em pacientes imunocomprometidos; ja a var. gattii tem sido associada a
eucaliptos, infectando pacientes desprovidos de complicagdes imunoldgicas (KATSU et
al., 2004; KROCKENBERGER et al., 2002; STEENBERGEN & CASADEVALL, 2000).
Diferencas na apresentagdo clinica de criptococose causada por linhagens da var.
neoformans, var. grubii e var. gattii tém sido descritas (DROMER et al., 2004; SPEED &
DUNT, 1995). Em um estudo realizado na Australia, foi observada uma alta mortalidade
em infec¢des causadas pela var. neoformans. Por outro lado, infec¢des causadas pela var.
gattii apresentaram baixa mortalidade mas estas foram usualmente complicadas por
sequelas neurologicas (CHATURVEDI et al., 2005; DROMER et al., 2004; SPEED &
DUNT, 1995). A necessidade de cirurgia e de tratamento prolongado em pacientes

infectados com a var.gattii foi também relatada por FISHER et al. (1993).

Existem ainda diferengas sorologicas e bioquimicas entre as variedades grubii,
neoformans e gattii. As variedades sdo subdivididas em 5 sorotipos, C. neoformans var.
grubii sorotipo A, C. neoformans var. neoformans sorotipo D e¢ um hibrido AD e C.
neoformans var. gattii sorotipos B ¢ C (CHERNIAK & SUNDSTROM, 1994). As
variedades diferem na sua habilidade em assimilar os acidos L-malico, fumarico e
succinico (BENNET et al., 1978) e no metabolismo de creatinina (KWON-CHUNG et al.,
1982). As trés variedades assimilam creatinina, mas o EDTA inibe a enzima urease em C.
neoformans var. gattii mas ndo em C. neoformans var. neoformans (KWON-CHUNG et
al., 1982). Linhagens das distintas variedades também manisfestam diferengas na
susceptibilidade a drogas antifingicas (SHADOMY et al., 1987). Em geral, as linhagens
da var. gattii sdo menos susceptiveis a flucitosina do que as linhagens das var. grubii e
neoformans (SHADOMY et al., 1987). Recente descrigao de hibrido BD, C. neoformans e
C. gattii obtido de isolados de paciente com criptococose apresentou cepa andmala
conforme andlise de seqiiéncias que indicaram a presenga de dois gendtipos, as cepas

foram classificadas sorologicamente como sendo um hibrido BD (BOVERS et al., 2006).
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Muitas linhagens de C. neoformans var. neoformans sdo susceptiveis a L-
canavanina e a maioria ndo pode assimilar a glicina como unica fonte de nitrogénio e

carbono (KWON-CHUNG et al., 1982).

A reprodugdo sexual em C. neoformans foi observada somente em laboratorio, e
seu papel na patogénese ¢ incerto. O estado teleomorfico ou sexuado do C. neoformans ¢
denominado Filobasidiella neoformans, um basidiomiceto pertencente a Familia
Filobasidiaceae. Sob condigdes laboratoriais F. neoformans pode ser obtida através do
cruzamento de duas linhagens compativeis da levedura, a e o, com producdo de micélio
dicaridtico e grampos de conexao tipicos dos basidiomicetos. Basidios sdo entdo gerados
na extremidade das hifas onde ocorre meiose com producdo de basidiosporos (WICKES et
al., 1996). As variedades C. neoformans var. neoformans e C. neoformans var. gattii séo
similares na forma leveduriforme, ou estado anamérfico. Contudo, diferencas fenotipicas
distintas s3o evidentes no estado teleomorfico: os basidiosporos da variedade neoformans
sdo esféricos, elipticos oblongos ou cilindricos, com paredes rugosas, enquanto que
aqueles da variedade gattii sdo baciliformes e com parede lisa (CASADEVALL &
PERFECT, 1998). WICKES et al. (1996) demostraram a capacidade de C. neoformans
produzir hifas e basidiosporos na auséncia de cruzamento, ou seja, em fase vegetativa. Esta
descoberta indicou que um basidiosporo assexual produzido durante uma frutificagdao
haploide ¢ a particula responsavel pela infeccdo. O hospedeiro humano seria colonizado
pelo C. neoformans através da inalacdo de basidiosporos produzidos assexuadamente, os
quais sao menores, facilmente aerossolizados e mais resistentes a dessecacdo quando

comparados as células leveduriformes (HULL & HEITMAN, 2002; WICKES et al., 1996).
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1.5 Diagnoéstico e aspectos imunologicos

O diagnéstico da criptococose requer avaliacdo clinica e isolamento do agente
etiolégico com a identificacdo de suas caracteristicas ambientais, morfologicas e
bioquimicas. No entanto, o diagnostico da infecgdo em sua fase inicial ¢ dificil em
decorréncia desta fase usualmente ser assintomdtica (CASADEVALL & PERFECT,
1998). Os métodos laboratoriais de diagnosticos da criptococose consistem no exame
microscopico do espécime clinico empregando tinta da India (evidenciagdo da capsula) ou
preparacdes histoldgicas; na detecgdo de antigeno criptocdcico pela aglutinagdo em latex e
no isolamento de C. neoformans por cultivo. Contudo, alguns problemas de sensibilidade e
especificidade apresentados na microscopia direta e na deteccdo de antigenos tornam o
isolamento de C. neoformans por cultivo a metodologia padrdo no diagnodstico de C.
neoformans (BARAFANGER et al.,, 2004; CASADEVALL & PERFECT, 1998;
RICHARDSON & WARNOCK, 1993)

O exame de C. neoformans por microscopia Optica comum revela células de
levedura de tamanho variavel, com diametro médio de 4 a 6 um, usualmente ovais ou
redondas, com um duplo contorno que as tornam altamente refrateis e que se reproduzem
por brotamento. A capsula de C. neoformans normalmente nio ¢ visivel por microscopia
optica em suspensdes aquosas. O método mais comum para sua visualizacdo ¢ o exame de
suspensdes diluidas em tinta da India, onde as particulas da tinta sio excluidas pela
capsula, a qual aparece como uma zona clara ao redor da célula da levedura (ZERPA et al.,
1996). A céapsula também pode ser visualizada pela adi¢dao de anticorpos especificos contra
os polissacarideos capsulares (CLEARE et al., 1994; PIDCOE & KAUFMANN, 1968) ou
por microscopia eletronica (SAKAGUCHI, 1993). As trés técnicas de coloragdo mais
utilizadas para evidenciagdo desta levedura sdo, (i) preparagio com tinta da India, (ii)
impregnacao com sais de prata e, (iii) coloragdo com hematoxilina e eosina (ABERG &
POWDERLY, 1998). O isolamento de C. neoformans de sitios anatdbmicos normalmente
estéreis € a prova conclusiva no diagnostico da doenca criptococica. Também tem sido
aceito que o diagndstico pode ser baseado na presenca de antigeno polissacaridico capsular
no soro ou liquor (CASADEVALL & PERFECT, 1998; GOLDMAN et al., 1994). O
método para detectar o antigeno criptocdcico em fluidos corporais foi primeiro relatado
por BLOOMFIELD et al. (1963) usando um teste de aglutinagdo de particulas de latex

recobertas com anticorpos frente a estes antigenos. Um refinamento deste teste foi a
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utilizacdo da enzima pronase para da amostra e posterior aquecimento para minimizar
resultados falsos negativos e falsos positivos, tornando o teste mais sensivel, especifico e
ndo invasivo para o diagnostico da criptococose (CASADEVALL & PERFECT, 1998;
TANNER et al., 1994).

Lesdes da criptococose podem ser encontradas como achados incidentais em
autdpsias de individuos assintomaticos (BAKER, 1976; SCHOLER, 1985) consistindo
usualmente de uma ou mais lesdes granulomatosas, quiescentes localizadas no parénquima
pulmonar ou linfonodos pulmonares. A antigenemia também tem sido encontrada em
individuos assintomaticos, levando ao desenvolvimento de criptococose clinica se a terapia
antifingica ndo for instituida (FELDMESSER et al., 1996; NUNEZ et al., 2000).
Evidéncias moleculares apontam para a existéncia de doenga subclinica em individuos com
lesdes quiescentes, podendo existir a evolucdo para doenga clinica a partir de uma
imunossupressao subseqiiente (GARCIA-HERMOSO et al., 1999).

A presenca de antigeno criptococico em amostras de soro implica em invasdo
tecidual (FELDMESSER et al., 1996). Embora o significado de baixos titulos de antigenos
em pacientes ndo esteja claro, existem casos bem documentados de criptococose pulmonar
com titulos com valores entre 2 e 4 (NUNEZ et al., 2000); titulos com valores superiores a
8 sdo indicativos de doenga ativa (MITCHELL & PERFECT, 1995). Em locais com alta
incidéncia de meningite criptococica entre pacientes com AIDS, e por essa razdo com a
suspeita de alta concentragdo ambiental de C. neoformans, a pesquisa de antigeno
criptocdcico no soro ¢ um método tutil na triagem da detec¢do precoce de criptococose,
entretanto este teste ndo facilita a precoce identificacdo de criptococose em areas de baixa
concentragao ambiental de C. neoformans (HOFFMAN et al., 1991; NEGRONI et al.,
1995; McFADDEN et al., 2004).

A criptococose ¢ associada com uma diminui¢do da resposta imune mediada por
c¢lulas (LORTHOLARY et al., 2002; MITCHELL & PERFECT, 1995; NEUVILLE et al.,
2000). Pacientes com AIDS, transplantados, portadores de doengas linfoproliferativas e
pacientes recebendo terapia imunossupressora apresentam alto risco para adquirirem a
infeccdo, diferentemente de individuos imunocompetentes. Estudos histopatologicos de
criptococose experimental em roedores e coelhos indicam que a inflamagdo granulomatosa

apresenta um papel critico, contribuindo para o éxito das defesas do hospedeiro contra a
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levedura C. neoformans (GOLDMAN et al., 1994; MURPHY, 1992; PERFECT et al.,
1980).

Durante a década passada diversos experimentos laboratoriais mostraram que a
imunidade humoral também pode ser importante para as defesas do hospedeiro contra C.
neoformans (CASADEVALL, 1995; CASADEVALL et al, 1998; PIROFSKI &
CASADEVALL, 1996). A maioria destes estudos que avaliam a resposta de anticorpos
contra C. neoformans tem focado o polissacarideo capsular e antigenos da parede celular,
sendo encontrados alguns anticorpos monoclonais protetores contra a criptococose murina
(DESHAW & PIROFSKI, 1995; KELLER et al., 1994; ZHANG et al., 1997,
VECCHIARELLI, 2005). Em contraste, poucos estudos t€ém investigado a resposta de
anticorpos contra antigenos protéicos (CASADEVALL & PERFECT, 1998; HAMILTON
etal.,, 1997; KAKEYA et al., 1997).

Evidéncias sorologicas sugerem que as infec¢des por C. neoformans sdo comuns
entre individuos imunocompetentes, incluindo criancas, mas que a doenca ¢ rara (DIXON,
2002; GOLDMAN et al., 2001; RAMSAY, 2001). E improvavel que isto ocorra devido a
falta de exposi¢do ao fungo durante a infincia, de acordo com David Goldman e seus
colegas do Albert Einstein College of Medicine (New York, NY, USA). Estes estudos sao
consistentes com os estudos conduzidos por ABADI & PIROFSKI (1999), que
encontraram anticorpos reativos contra o polissacarideo capsular no soro de criancas que

ndo apresentavam criptococose clinica.

O tempo decorrido entre a aquisi¢do da infec¢do e o desenvolvimento da
criptococose clinica tem sido um topico para considerdveis discussdes e representa uma
falha em nosso conhecimento da patogénese da doenca (CASADEVALL et al., 2003). As
reativagdes de lesdes focais quiescentes tém sido consideradas comuns, baseando-se em
informagdes epidemioldgicas e em achados de necropsia (GARCIA-HERMOSO et al.,
1999; SORREL et al., 1996). Sorrel e colaboradores (1996) mostraram que a infecgdo de
alguns individuos examinados neste estudo foi adquirida do ambiente, chegando a esta
conclusdo baseados nos perfis de RAPD de isolados clinicos e ambientais. Mais
recentemente, GARCIA-HERMOSO et al., (1999) mostraram que isolados de C.
neoformans var. grubii originarios de um grupo de pacientes na Franca, haviam sido

adquiridos diversos anos antes do desenvolvimento da doenca clinica.
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Estudos sorologicos fornecem os elementos para a fundamentagao e a compreensao
da epidemiologia e patogénese de muitas doengas infecciosas. Muitos estudos tém
analisado os perfis de anticorpos séricos humanos que sdo reativos contra o polissacarideo
capsular glicuronoxilomanana. Uma das principais conclusdes destes estudos ¢ a de que
humanos apresentam anticorpos pré-existentes, reativos contra o polissacarideo
glicuronoxilomanana, e estes anticorpos sdo encontrados em individuos HIV positivos,
uma populagdo suscetivel a criptococose € em individuos HIV negativos, uma populacgao
relativamente resistente. Conclusdes definitivas sobre estes estudos sorologicos podem ser
dificeis, em decorréncia da presenga de reatividade cruzada com outros polissacarideos
fingicos, e que a resposta contra este principal polissacarideo ¢ classicamente pequena em
termos de producédo de anticorpos (CASADEVALL et al., 2002; DESHAW & PIROFSKI,
1995; HOUPT et al., 1994; ZHANG et al., 1997).

Existe a necessidade do desenvolvimento de ferramentas sorologicas para
investigar problemas na epidemiologia e patogénese de infeccdes pela levedura C.
neoformans (CASADEVALL & PIROFSKI, 2005; KATSU et al, 2003; MANSUR et al.,
2006; STEENBERGEN & CASADEVALL, 2003). Estudos sobre a soroprevaléncia de
micoses sistémicas sdo raramente realizados, mas também podem revelar areas de
transmissdo de fungos, detectando casos de doenga e individuos infectados assintomaticos
que desenvolvem e mantém anticorpos em titulos mensuraveis. No entanto, em razao do
pequeno numero de isolamentos obtidos, permanecem desconhecidos, em grandes
extensoes do territorio brasileiro, os locais onde os fungos fazem o ciclo de vida saprofitica

e onde poderiam infectar o homem (MARTINEZ et al., 2002).

A caracterizacdo da resposta de anticorpos frente a proteinas da levedura C. neoformans em
humanos ¢ importante porque pode apresentar indicios para a patogénese da infeccdo e assim, auxiliar a
identificagdo de antigenos reconhecidos pelo sistema imune. Existem evidéncias conclusivas demonstrando
que a imunidade mediada por anticorpos pode influenciar o curso da infec¢do em beneficio do hospedeiro
humano (BIONDO et al., 2005; CASADEVALL et al., 2002; CHEN et al., 1999; LAMURA et al., 2000;
SUBRAMANIAN et al., 2005; VECCHIARELLLI, 2005).

2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivo Geral

Analisar a prevaléncia de anticorpos IgG frente a proteinas de Cryptococcus

neoformans entre pacientes com criptococose ¢ em individuos sadios com distintos graus

de exposicdo a este fungo.

2.2 Objetivos Especificos:

Analisar extratos de proteinas obtidas da levedura C. neoformans;
Pesquisar o polissacarideo capsular de C. neoformans em amostras clinicas;

Utilizar a técnica ELISA para a quantificacdo de anticorpos frente a proteinas da

levedura C. neoformans;

Aplicar a técnica de Western blot para a identificagdo de antigenos criptococicos

envolvidos na resposta imunologica;

Comparar resultados entre as metodologias utilizadas: pesquisa de polissacarideo

capsular, ELISA e Western blot.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Isolados e condic¢oes de cultivo

Foram utilizadas as seguintes amostras, dois isolados de C. neoformans: a cepa
ATCC 32045 sorotipo A, um isolado clinico recente sorotipo A (C 101), pertencente a
cole¢do da prof* Marilene H. Vainstein do Laboratorio de Fungos de Importancia Médica e
Biotecnolégica do Centro de Biotecnologia da UFRGS, ¢ a cepa de Candida albicans
ATCC 18804 obtida da micoteca da Fundagao Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro. Todos os
fungos foram cultivados em agar Sabouraud dextrose (Difco Laboratories, Detroit, Mich.)

e conservados em glicerol a 50% a -20°C.

3.2 Extratos de proteinas fungicas

Foi usado neste estudo um extrato antigénico total de C. neoformans. Para o
preparo deste extrato, C. neoformans foi cultivado por 24 horas a 30°C em caldo
Sabouraud dextrose. Os volumes dos cultivos foram usualmente de 50 mL e a
concentragdo inicial de células foi de aproximadamente 10*mL. As células foram
coletadas por centrifugacdo (12000 x g, 10 a 15 minutos a 4°C) e o sedimento de células
foi lavado duas vezes com agua destilada gelada estéril e ressuspenso em tampao de lise
gelado contendo 1 uM de pepstatina A, 2 mM de fenilmetilsulfonilfluoreto (PMSF), 10
mM Tris-HCL (pH 7,5) e 5 mM EDTA. A amostra foi dividida em dois tubos de
microcentrifuga, cada um contendo 1,2 mL de suspensdo de células; 0,6 g. de pérolas de
vidro (0,15 a 0,20 mm de diametro) foram adicionadas em cada tubo e as células foram
rompidas por agitacdo em vortex trés vezes por 1 minuto a 4°C. Para a ruptura das células
o volume total de suspensdo de células-pérolas foi de 2 a 2,5 mL. Os restos celulares foram
removidos por centrifugagdo (3000 x g, 2 minutos, 4°C) e o sobrenadante, representando o
extrato celular total, foi transferido para tubos do tipo eppendorf e conservado a -20°C. As
concentragdes protéicas resultantes foram determinadas pelo método de Bradford,
utilizando o kit “Bio-Rad Protein Assay”, conforme as instru¢des do fabricante (Bio-Rad,
Hercules, Calif.). Extratos protéicos das células de C. albicans foram preparados como
descrito acima para as células de C. neoformans.

3.3 Teste imunoenzimatico ELISA.
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Microplacas de titulagdo foram sensibilizadas por adsor¢do fisica com o antigeno
protéico total de C. neoformans diluido em solu¢do tamponada carbonato-bicarbonato
(Na,COs 0,02 M; NaHCO; 0,03 M; pH 9,6) na concentragdo de 1 pg de proteinas por
unidade de suporte e incubadas “overnight” a 4°C. Logo apo6s, os pogos das microplacas
sensibilizadas foram lavados trés vezes com solugdo salina tamponada com fosfatos, (PBS
0,0IM contendo 0,05% de Tween-20®, pH 7,4 [PBS-Tween]) com incubag¢do a
temperatura ambiente por cinco minutos. Ligacdes nao-especificas foram bloqueadas por
incubagao das placas por 60 min. a 37°C com 1% de soro-albumina bovina (BSA) diluido
em PBS-Tween. As placas foram novamente lavadas trés vezes com PBS-Tween com
incubagdo a temperatura ambiente por 5 minutos. A cada poco sensibilizado foram
adicionados 0,ImL das amostras de soro diluidas 1:200 em PBS-Tween + 1% BSA,
incubando por 60 minutos a 37°C. Apos 5 lavagens, de 5 minutos cada, com PBS-Tween,
adicionou-se 0,ImL de conjugado anti-IgG humana-peroxidase (Pharmacia) na dilui¢ao
1:7500 em PBS-Tween + 1% BSA. Apds um novo ciclo de incubacdo e lavagens (quatro
lavagens com PBS-Tween e uma ultima com PBS 1X) foi adicionado em cada pog¢o 0,ImL
de solucao cromogena (Orto-fenilenodiamino 0,2 mg/mL) — OPD em 0,01 M de tampao
citrato de sodio pH 5,0 e 0,005% de perdxido de hidrogénio, como substrato para a enzima.
Nesta etapa, a incubacao foi de 15 minutos, a temperatura ambiente e ao abrigo da luz. A
reacdo enzimatica foi interrompida com a adicdo de 0,1 mL de H,SO4 1 N. Os controles
negativos consistiram de pocos contendo apenas PBS-Tween + 1% BSA. A reatividade foi
avaliada espectrofotometricamente através das leituras de densidade otica (OD) em

comprimento de onda de 490 nm (CHEN et al., 1999).

3.4 Eletroforese em SDS-PAGE

Os géis de poliacrilamida foram preparados em uma concentragdo final de
acrilamida de 12 %. Foi adicionado as amostras um tampdo de carregamento para
condi¢des redutoras (pela presenca de B-mercaptoetanol). Apos serem fervidas por 5
minutos, as amostras foram imediatamente colocadas em banho de gelo e entdo aplicadas

nos géis: C. neoformans 250 pg/mL; C. albicans 300 pg/mL.
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A primeira etapa da migracdo consistiu de um gel de empilhamento a 4 % de
acrilamida seguido do gel de corrida, o qual nunca ¢ inferior a 10 cm em comprimento. O
tampao utilizado foi Tris-Glicina 1X e a amperagem mantida a 10 mAmp durante a
migracao pelo gel de empilhamento e entre 15 mAmp e 20 mAmp durante a migracao pelo
gel de separacao. Ao fim da migragao o gel foi corado com Azul de Coomassie, por 10
minutos e lavado com acido acético glacial 7 %, ou submetido a transferéncia das proteinas

para uma membrana de nitrocelulose (TOWBIN et al., 1979).

3.5 Transferéncia de proteinas para membrana de nitrocelulose

Apobs o término da migracdo das amostras no gel de poliacrilamida o mesmo foi
colocado em contato direto com uma membrana de nitrocelulose de mesmo tamanho,
sendo ambos envolvidos por papéis-filtro. Tanto os papéis-filtro como a nitrocelulose
foram previamente umedecidos em tampao de transferéncia. Este “sanduiche” foi entdo

submetido, em tampao de transferéncia, a uma voltagem de 70V por 1 hora.

3.6 Ensaio Imunoenzimatico

Ap0s a transferéncia das proteinas, a nitrocelulose foi cortada em tiras de 0,5 cm,
sendo todas imediatamente numeradas, com a exce¢ao de uma tira, a qual ¢ submetida a
coloracdo com negro de amido. As tiras foram inicialmente lavadas por 30 minutos com
TBS-T 1X (NaCl 137mM, Tris-HCl 20mM, Tween 20 0,05% pH 7,6) e a seguir
bloqueadas por 2 horas com solucdo blotto 5 %(leite em p6 desnatado 5% diluido em TBS-
T 1X). As tiras foram entdo incubadas por mais 2 horas a temperatura ambiente (ou
durante a noite a 4 °C) com os diferentes soros ou com blotto 5 %, no caso dos controles
negativos, os quais foram diluidos para um volume final de 2 ml em blotto 5 %. As tiras
foram posteriormente lavadas 3 vezes com blotto 5 %, por 10 minutos cada uma, e
incubadas por 1 hora com o conjugado anti-IgG Humano diluido em blotto 5 % (volume
final de 2 ml). As tiras foram por fim lavadas 2 vezes com blotto 1 % e 2 vezes com TBS-
T 1X, com lavagens também de 10 minutos cada. A revelagao foi realizada com a adigdo
da solucdo de revelagdo, a qual segue a seguinte propor¢ao:

¢ 5 mg de DAB (3,3-Diaminobenzidina);

¢ 30 mL de TBS-T 1X;
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e 150 pL de 4dgua oxigenada 100 volumes (30 %);

¢ 1 mL de cloreto de cobalto 1 %.
Obs.: foram utilizados 2 mL de solugdo de revelacdo para cada tira e a interrup¢do da
reacdo ocorreu com a adi¢do de agua destilada contendo azida sédica 0,001 %. Todas as
lavagens e incubagdes foram realizadas a temperatura ambiente (com a excecdo de
algumas incubagdes dos soros feitas a 4 °C durante a noite, conforme citado acima) com

agitacdo constante.

3.7 Populagio estudada

Neste estudo de soroprevaléncia foram utilizadas amostras de soro de 26 pacientes
com meningite criptococica, pertencentes a soroteca do servigo de Micologia Clinica do
Hospital Universitario da cidade de Santa Maria — Rio Grande do Sul, da Universidade
Federal de Santa Maria-RS. Foram utilizadas 24 amostras de soro origindrias de
trabalhadores de laboratérios de pesquisa, clinicamente sadios, que manipulam a levedura
C. neoformans ¢ 48 amostras de pacientes pediatricos (ndo-criptocococicos) que foram
atendidos no ambulatorio do Hospital Trombudo, no municipio de Vale do Sol e tiveram
seu excesso de sangue coletado utilizado para esta investigacdo de soroprevaléncia. Este
estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da Universidade Federal de Santa Maria, onde os
participantes que concordaram em fazer parte deste estudo assinaram um termo de

consentimento antes da coleta de material para a analise sorologica.

3.8 Pesquisa de polissacarideo capsular no soro

O sistema Latex-Crypto Antigen Detection System (Immuno Mycologics, Inc.,
Norman, OK, USA) foi utilizado para a pesquisa de polissacarideo capsular nas amostras
de soro dos pacientes, estudados. Este sistema baseia-se em particulas de latex
sensibilizadas com anticorpos contra antigenos polissacaridicos da cépsula de C.
neoformans que, quando entram em contato com amostras que contém estes antigenos,
produzem aglutinagdo. Este teste detecta aproximadamente 3,2 ng/mL de antigenos
capsulares em liquor ou soro. O material biologico (soro) foi tratado por 30 minutos a 56°C
com a enzima Pronase para remover o fator reumatdide e, dessa forma, aumentar a

especificidade do teste, em conformidade com as instrugdes do fabricante.
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3.9 Estudos de adsorcao

Para avaliar a especificidade da reatividade dos anticorpos presentes nos soros,
foram realizados experimentos de adsor¢do com extratos protéicos de C. neoformans e C.
albicans (CHEN et al., 1999). A adsorg¢ao foi feita misturando 5 pL. de soro com 150 pg de
extrato protéico total de C. albicans - concentragdo 1:200 (75 pg no caso do extrato
protéico de C. neoformans) em um volume total de 25 pL, seguido pela incubagdo por 90
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, a reatividade dos soros foi avaliada pela

técnica de ELISA e Western blot.

3.10 Tratamento com periodato de Sédio

Os extratos antigénicos eram submetidos a SDS-PAGE 12% e, ao final, transferidos
para uma membrana de nitrocelulose. A membrana contendo o antigeno imobilizado era
tratada com 50 mM de m-periodato de sddio em tampao acetato de sédio 0,1 M, pH 4,5 a
25°C por 1 hora, lavada com PBS, e incubada com 50 mM de boroidrato de sdédio em PBS
a 25°C por 30 minutos ao abrigo da luz (SILVEIRA et al., 2001), lavada em PBS e a seguir

submetida ao protocolo de Western blot.

3.11 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com o uso do programa para anélise de dados
S.P.S.S. Versao 6.0 para Windows, sendo comparadas as leituras da densidade otica dos
diferentes grupos (criancas, trabalhadores de laboratério e pacientes com meningite
criptococdcia) através do uso do teste U de Mann-Whitney, com valores de P<0,05 foram
considerados significativos. As bandas de proteinas das analises por Western blot foram
comparadas pelo teste de Mann-Whitney. O teste de Spearman foi utilizado para comparar

as leituras OD de ELISA com o numero de bandas detectadas nas amostras de soro.



46

4. RESULTADOS

Este estudo teve como objetivo a andlise da resposta imune humoral humana frente
a proteinas da levedura Cryptococcus neoformans. Além do estudo da prevaléncia ¢ a
especificidade dos anticorpos presentes nas amostras clinicas, foi realizada a quantifica¢ao
dos titulos de Imunoglobulina G (IgG total) através da utilizagdo do método ELISA.

A Figura 4 apresenta um gel de SDS-PAGE a 12% de diferentes extratos de
proteinas de C. neoformans, mostrando a ampla faixa de proteinas usadas neste estudo para
a avaliacdo da resposta imunologica. Um pool dos diferentes extratos protéicos foi
utilizado nos ensaios de avaliagdo da resposta imune humoral através da metodologia de

Western blot.

66kDa —»
45kDa —

30kDa —

20kDa —

FIGURA 4: Analise das proteinas de Cryptococcus neoformans por eletroforese em SDS-PAGE a
12% corado com Azul de Coomassie: M, marcador de massa molecular; canaletas 1 ¢ 2; extrato
protéico de isolado clinico de C. neoformans (250 pg/mL); canaletas 3 e 4: extrato protéico de
cepa ATCC sorotipo A de C. neoformans (250 pg/mL); canaletas 5 e 6 extrato protéico de C.
albicans (300 pg/mL).

Os dados epidemiolédgicos disponiveis dos pacientes com meningite criptococica
sdo apresentados na Tabela 2, juntamente com os titulos da pesquisa do polissacarideo
capsular pela técnica de latex. A faixa etaria dos 26 pacientes, sendo 18 do sexo masculino
e 8 do sexo feminino, foi de 22 a 68 anos. Dois pacientes com meningite criptocdcica, um
do sexo masculino e outro do sexo feminino ndo eram portadores do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), mesmo assim apresentavam comprometimento do

sistema imune. Os resultados dos testes da pesquisa do polissacarideo capsular pela técnica
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do latex foram comparaveis aos resultados dos cultivos fungicos, possibilitando a
caracteriza¢do do grupo de pacientes com meningite criptocdcica, que apresentaram o teste
de latex positivo, em relagdo aos demais grupos que compde este estudo de
soroprevaléncia, criangas e trabalhadores de laboratério com resultados negativos nesta
pesquisa. Para a avaliagdo do estado imunitario dos pacientes com meningite criptococica
foi utilizada a contagem de linfocitos CD4, onde todos os pacientes que fazem parte deste

estudo apresentaram como resultados contagens inferiores a 100 células/mm?.
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TABELA 2: Fonte e caracteristicas dos soros de pacientes com criptococose utilizados

neste estudo

Paciente n° Sexo Idade Status HIV Titulo latex
1 Masculino 41 Positivo 512
2 Masculino 23 Positivo 256
3 Masculino 30 Positivo 32
4 Masculino 29 Positivo 64
5 Feminino 35 Positivo 64
6 Masculino 39 Positivo 64
7 Masculino 31 Positivo 32
8 Feminino 34 Positivo 64
9 Masculino 36 Positivo 8

10 Feminino 32 Positivo 1024
11 Masculino 34 Positivo 256
12 Masculino 49 Positivo 64
13 Feminino 42 Positivo 64
14 Masculino 29 Positivo 256
15 Masculino 31 Positivo 256
16 Feminino 22 Positivo 32
17 Masculino 34 Positivo 256
18 Feminino 68 Negativo 16
19 Feminino 25 Positivo 8
20 Masculino 29 Positivo 64
21 Masculino 37 Positivo 64
22 Masculino 33 Positivo 256
23 Masculino 32 Positivo 32
24 Masculino 63 Negativo 16
25 Feminino 31 Positivo 128
26 Masculino 32 Positivo 64
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As andlises por ELISA de IgG total sérica, utilizando o extrato protéico de isolado
clinico recente de C. neoformans sorotipo A, sdo apresentadas na Figura 5. Dentre os trés
grupos que compde este estudo, os resultados das andlises de ELISA da densidade 6tica
(OD) do grupo de pacientes com meningite criptococica apresentaram os valores mais
elevados em comparagdo com os grupos de trabalhadores de laboratorio e criangas que nao
apresentaram diferencas significativas nas respectivas faixas de leituras de OD (P>0,05).

As médias de leituras de densidade otica (OD) de anticorpos de classe IgG total
para os trés grupos que fizeram parte deste estudo com a utilizagdo de extrato protéico de
isolado clinico recente de C. neoformans sorotipo A foram: pacientes 0,4080 + 0,1558;

trabalhadores em laboratorio 0,1696 = 0,0296 e criangas 0,1278 + 0,0272 (Fig. 5).
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FIGURA 5: Analise por ELISA de IgG total sérica de 26 pacientes adultos, 24
trabalhadores em laboratdrio e 48 criangas, frente a extrato de proteinas de isolado clinico
de C. neoformans sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas indicam os
quartis inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da
mediana; linhas verticais indicam o limite superior e inferior. Densidades oticas (OD)
medidas a 492 nm.

Os resultados das analises através da técnica de ELISA, de IgG total sérica das
amostras, das leituras de densidade otica, utilizando o extrato protéico de C. neoformans
ATCC 32045 sorotipo A, similarmente aos resultados obtidos com extrato protéico de
isolado clinico recente, situaram-se no caso dos pacientes com meningite criptococica em
faixas de valores significativamente superiores as leituras de densidade optica (OD) dos
demais grupos participantes neste estudo de soroprevaléncia, trabalhadores de laboratorio e

criangas, conforme mostrado na Figura 6 (P<0,05).
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De maneira similar aos resultados encontrados com a utilizacao do extrato protéico
de C. neoformans de isolado clinico sorotipo A, para o extrato protéico com a utilizagdo da
cepa de C. neoformans ATCC 32045 sorotipo A os valores de OD foram distintos nos trés
grupos. As médias de leituras de densidade otica (OD) de anticorpos de classe IgG total
para os trés grupos que fizeram parte deste estudo com a utilizagdo de extrato protéico de
cepa ATCC de C. neoformans sorotipo A foram: pacientes 0,3375 + 0,1296; trabalhadores
em laboratorio 0,1578 + 0,0244 e criancas 0,1153 £+ 0,0203 (Fig. 6).
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FIGURA 6: Andlise por ELISA de IgG total sérica de 26 pacientes adultos, 24
trabalhadores em laboratorio e 48 criangas, frente a extrato de proteinas de C. neoformans
ATCC 32045 sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas indicam os quartis
inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da mediana;
linhas verticais indicam limite superior e inferior. Densidades oticas (OD) medidas a 492
nm.

A comparagdo dos resultados da técnica de ELISA das analises de IgG sérica das
96 amostras que compdem este estudo para os diferentes extratos utilizados neste estudo ¢
apresentada na Figura 7, onde s3o mostradas as respostas das analises dos trés grupos com
as respectivas faixas de valores de densidade otica de IgG sérica total medidas em 492 nm.
As médias das leituras de OD de pacientes com a utilizagdo dos dois tipos de extratos

protéicos foram significativamente maiores que os dois grupos controles usados neste

estudo (P<0,05).

ne
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FIGURA 7: Analise por ELISA de IgG sérica de 26 pacientes adultos, 24 trabalhadores
em laboratdrio e 48 criangas, frente a extrato de proteinas de C. neoformans de isolado
clinico sorotipo A e ATCC 32045 sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas
indicam quartis inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da
mediana; linhas verticais indicam limite superior e inferior. Densidades oticas (OD)
medidas a 492 nm.

As analises por ELISA de IgG total sérica, comparativas das respostas de densidade
oOtica dos soros de 26 pacientes com meningite criptocdcica nos mostram que os valores de
OD, utilizando extrato protéico de isolado clinico recente, apresentaram valores mais
elevados que os resultados encontrados com o extrato ATCC sorotipo A. Estes resultados

foram considerados significativos (P<0.05), conforme apresentado na Figura 8.
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FIGURA 8: Andlises de leituras de densidade otica (OD) de IgG sérica de 26 pacientes
adultos, frente a extratos de proteinas de C. neoformans de isolado clinico sorotipo A e
ATCC 32045 sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas indicam quartis
inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da mediana;
linhas verticais indicam os limites superior e inferior, respectivamente.

As andlises comparativas através da técnica de ELISA de IgG total sérica das
respostas de densidade Otica do total de amostras de soros dos 98 individuos que
compdem este estudo nos mostram que os valores de OD, utilizando os dois tipos de
extratos protéicos apresentaram diferengas significativas nos resultados encontrados (P =

0,0437), conforme mostrado na Figura 9.
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FIGURA 9: Anadlises de leituras de densidade otica (OD) de IgG sérica da amostra
estudada frente a extratos de proteinas de C. neoformans de isolado clinico sorotipo A e
ATCC 32045 sorotipo A. Os limites inferiores e superiores das caixas indicam quartis
inferior e superior, respectivamente; linha horizontal escura indica valor da mediana;
linhas verticais indicam limites superior e inferior.

A comparagdo dos valores de OD para a cepa ATCC e o isolado clinico recente
mostrou que o reconhecimento pelos soros foi significativamente maior com a utilizagao
do isolado clinico sorotipo A que com a cepa ATCC sorotipo A (P= 0,0437). A
comparagdo das leituras de OD com a utilizacdo da técnica de ELISA no grupo de
pacientes também mostrou diferencas significativas entre os dois extratos protéicos (P=
0,0012). Quando comparamos as leituras de densidade oOtica por ELISA do grupo de
criangas entre os extratos protéicos ATCC sorotipo A e isolado clinico recente sorotipo A
os resultados também mostraram diferencas significativas em termos de reconhecimentos
(P=0,0008). Analises comparativas com o grupo de adultos entre os dois tipos de extratos

protéicos também mostraram diferengas significativas (P<0,05).
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Em relagdo a faixa etaria, os grupos de adultos controles e pacientes apresentaram
leituras de OD significativamente maiores que o grupo de criangas com a utilizagdo dos
dois tipos de extratos protéicos usados (P<0,05).

As leituras de densidade otica de anticorpos frente aos extratos protéicos nao
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao sexo nos diferentes grupos que
fizeram parte deste estudo (P=0,503 e P= 0,610 para as cepas ATCC e isolado clinico,
respectivamente). Os valores de P no grupo de pacientes foram respectivamente de 1,000 e
0,8026 para as cepas ATCC e isolado clinico sorotipo A. Para os grupos de controle de
trabalhadores e criancas, os valores de P foram 0,1440 e 0,9505 para o extrato protéico
ATCC, ¢ 0,3401 e 0,3465 para o extrato de isolado clinico, respectivamente.

A avaliacdo da reatividade cruzada foi realizada através da incubag¢dao dos soros
com extrato protéico de C. neoformans (ATCC e clinico) ocorrendo a redugdo na
reatividade dos mesmos frente aos dois extratos protéicos avaliados. No caso da incubagao
com extrato protéico de C. albicans a reatividade nao foi abolida.

A analise por Western blot com a utilizagdo de extrato protéico da cepa ATCC
sorotipo A como extrato antigénico total permitiu a identificacdo de diversos antigenos
protéicos com massa molecular aproximada de 25, 34, 38, 50, 60, 70, 80, 95, 100 ¢ 110

kDa, conforme analise por Western blot mostrada na Figura 10.
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FIGURA 10: Analise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro
de pacientes com criptococose na diluicdo 1:100, frente a extrato protéico total de C.
neoformans ATCC 32045 sorotipo A. O extrato antigénico foi fracionado por SDS-PAGE
12% e apds transferido para membrana de nitrocelulose. Os niimeros acima das tiras
identificam as amostras de soro utilizadas.



55

A analise por Western blot da imunorreatividade de soro de pacientes com
criptococose, com a utilizagdo de extrato protéico de cepa clinica da levedura C.
neoformans sorotipo A como extrato antigénico total, permitiu a identificagdo de diversos
antigenos protéicos com massa molecular aproximada de 25, 34, 38, 50, 60, 70, 80, 95, 100

e 110 kDa, conforme mostrado na Figura 11.
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FIGURA 11: Analise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro
de pacientes com criptococose na diluigdao 1:100, frente a extrato protéico total de isolado
clinico de C. neoformans sorotipo A. O extrato antigénico foi fracionado por SDS-PAGE
12% e apds transferido para membrana de nitrocelulose. Os niimeros acima das tiras
identificam as amostras de soro utilizadas.

Para a avaliac¢do de reatividade cruzada com a utilizag¢do da técnica de Western blot
foi feita a utilizagdo de extrato protéico total da levedura C. albicans e C. neoformans
sendo pré-incubado com algumas amostras de soros de pacientes com criptococose. Os
experimentos de adsor¢do, com extratos protéicos de C. neoformans e C. albicans, foram
realizados misturando 5 pL de soro com 150 ug de extrato protéico total de C. albicans -
concentragao 1:200 (75 pg no caso do extrato protéico de C. neoformans) em um volume
total de 25 pL, seguido pela incubagdo por 90 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, a reatividade dos soros foi avaliada por Western blot. Conforme mostrado
na Figura 12, a reatividade dos anticorpos usualmente reconhecidos presente nos soros dos
pacientes com criptococose nao foi abolida, demonstrando a especificidade dos anticorpos
identificados. A pré-incubagdo dos soros com o antigeno criptocdcico diminuiu, mas ndo

eliminou a reatividade dos soros dos pacientes.
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FIGURA 12: Analise por Western blot com a utilizagdo de extrato protéico total de C.
neoformans ATCC 32045 sorotipo A. Reatividade de anticorpos de classe IgG do soro de
pacientes com criptococose na diluicao 1:100, adsorvidos com extrato protéico total da
levedura C. albicans. O extrato antigénico foi fracionado por SDS-PAGE 12% e apods
transferido para membrana de nitrocelulose. Os niimeros acima das tiras identificam as
amostras de soro utilizadas.

A partir de analise por Western blot da imunoreatividade de soro de trabalhadores
em laboratorio onde a levedura C. neoformans ¢ manipulada, com a utilizagdo de extrato
protéico de cepa clinica da levedura C. neoformans como extrato antigénico total, foi
possivel a identificagao de diversos antigenos protéicos com massa molecular aproximada

de 25, 34, 38, 50, 70, 80, 90, 95, 100 e 110 kDa, conforme mostrado na figura 13.
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FIGURA 13: Analise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro
de trabalhadores em laboratorio na diluigdao 1:100, frente a extrato protéico total de isolado
clinico de C. neoformans sorotipo A. O extrato antigénico foi fracionado por SDS-PAGE
12% e apds transferido para membrana de nitrocelulose. Os niimeros acima das tiras
identificam as amostras de soro utilizadas.
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A utiliza¢do de extrato protéico total de isolado clinico da levedura C. neoformans
como extrato antigénico total foi utilizada para a avaliagdo por Western blot da reatividade
de amostras de criancas de diferentes faixas etarias. A Figura 14 mostra a auséncia de

reconhecimento dos antigenos presentes na membrana.
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FIGURA 14: Analise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro
de criancas na dilui¢ao 1:100, frente a extrato protéico total de isolado clinico de C.
neoformans sorotipo A. O extrato antigénico foi fracionado por SDS-PAGE 12% e apos
transferido para membrana de nitrocelulose. Os niimeros acima das tiras identificam as
amostras de soro utilizadas.

Para a avaliacdo dos reconhecimentos de antigenos de ambos extratos usados neste
estudo serem de origem protéica foi realizado o tratamento com Periodato de so6dio dos

antigenos nas membranas de nitrocelulose conforme mostrado na Figura 15.
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FIGURA 15: Analise por Western blot da reatividade de anticorpos de classe IgG de soro
de pacientes na diluicdo 1:100, frente a extrato protéico total de isolado clinico de C.
neoformans sorotipo A apos tratamento com periodato de sodio. O extrato antigénico foi
fracionado por SDS-PAGE 12% e depois de transferido para membrana de nitrocelulose.
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A reatividade dos soros dos diferentes grupos foi avaliada comparando-se os
reconhecimentos do nimero de proteinas nos diferentes grupos identificadas nas analises
por Western blot. As amostras de soro de individuos que apresentaram reconhecimento de
6 a 10 proteinas foram consideradas como reagindo com muitas proteinas, soros que
reconheceram de 3 a 5 proteinas foram considerados como reagindo com algumas
proteinas e soros que reconheceram entre 0 e 2 proteinas foram considerados como
reagindo com poucas ou nenhuma proteina. A tabela 3 apresenta a percentagem de

reatividade dos diferentes grupos que fzeram parte deste estudo.

TABELA 3: Percentagem de reatividade dos soros frente aos diferentes extratos de C.
neoformans.

GRUPO n? EXTRATO ATCC EXTRATO CLINICO
M° A° p¢ M° A° p¢
Pacientes 26 462(12) 23 (6) 30,8 (8) 50 (13) 192(5)  30.8(8)
Trabalhadores 24 25 (6) 16,7(4) 583 (14) 25 (6) 12,5(3)  62,5(15)
Criangas 48 0 (0) 0 (0) 100 (48) 0 (0) 0(0) 100 (48)

4 Ntmero de individuos no grupo.
P Reatividade com muitas, 6 a 10 proteinas.
°Reatividade com algumas, 3 a 5 proteinas.

9 Reatividade com poucas ou nenhuma, 0 a 2 proteinas.

As respostas individuais de reconhecimento em termos percentuais de anticorpos
frente aos antigenos protéicos dos dois tipos de extrato utilizados neste estudo, extrato
ATCC e extrato de isolado clinico recente de C. neoformans sorotipo A, sdo apresentadas

nas tabelas 4 e 5 respectivamente.



TABELA 4: Percentagem de pacientes, trabalhadores e criangas com reatividade contra
proteinas de extrato protéico total de C. neoformans ATCC 32045 sorotipo A

GRUPOS n® % DE INDIVIDUOS COM ANTICORPOS CONTRA ANTIGENOS DE
PROTEINAS COM MASSA MOLECULAR APROXIMADA EM kDa:

25 34 38 50 60 70 80 95 100 110

PACIENTES 26 69 65 65 57 50 61 46 42 42 42
TRABALHADORES 24 26 30 23 26 30 38 38 34 30 34
CRIANCAS 48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4 Ntmero de individuos no grupo.

TABELA 5: Percentagem de pacientes, trabalhadores e criangas com reatividade contra
proteinas de extrato protéico de isolado clinico de C. neoformans sorotipo A

GRUPOS n® % DE INDIVIDUOS COM ANTICORPOS CONTRA ANTIGENOS DE
PROTEINAS COM MASSA MOLECULAR APROXIMADA EM kDa:

25 34 38 50 60 70 80 95 100 110

PACIENTES 26 65 53 42 50 65 61 53 53 50 50
TRABALHADORES 24 38 38 23 23 26 38 34 34 34 34
CRIANCAS 48 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

4 Ntimero de individuos no grupo.

As Figuras 16 e 17 apresentam as correlagdes realizadas com o teste de Spearman
entre os resultados das leituras de densidade otica de IgG total sérica dos testes ELISA e os
antigenos reconhecidos em nimero de bandas de proteinas detectadas pela técnica de

Western blot.
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FIGURA 16: Correlagdo entre leituras de ELISA e nimero de bandas detectadas no soro
de pacientes com criptococose contra o extrato protéico ATCC (r=0.501).
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FIGURA 17: Correlagdo entre leituras de ELISA e nimero de bandas detectadas no soro
de pacientes com criptococose contra o extrato protéico C101 (r = 0.334).
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5. DISCUSSAO

A infecgdo causada pela levedura C. neoformans ¢ doenga cada vez mais
diagnosticada na pratica clinica, sendo comumente observada em individuos
imunocomprometidos. Nos pacientes avaliados neste estudo, a imunodeficiéncia associada
a AIDS foi o fator de risco prevalente em 24 dos 26 pacientes com menigite criptocdcica,
correspondendo a um percentual de 92,30% do total de pacientes com meningite
criptocdcica que fizeram parte deste estudo. A meningite criptococica associada a AIDS ¢
o principal fator predisponente para este tipo de infeccdo de acordo com a maioria dos
estudos epidemiologicos desta infecgdo fungica (DROMER et al., 2004; FRIEDMAN et
al., 2005; HOANG et al., 2004).

Neste estudo de soroprevaléncia foi padronizado um protocolo para a extragao de
proteinas totais de C. neoformans, sendo este extrato antigénico total composto por uma
ampla faixa de proteinas que sdo evidenciadas na analise por eletroforese em gel SDS-
PAGE a 12%.

A deteccdo do polissacarideo criptocdcico no soro dos pacientes, com a utilizagao
do teste de aglutinacdo em latex, fornece uma evidéncia direta de infeccdo por C.
neoformans, embora as rea¢des do fator reumatdide possam causar um resultado falso
positivo nestas avaliagdes, o que pode ser contornado pelo uso da enzima pronase, que
elimina esta possibilidade (CASADEVALL & PERFECT, 1998; GOLDMAN et al., 2001;
TANNER et al., 1994).

A confirmagdo da suspeita clinica da meningite criptococica pode ser realizada
através da pesquisa do polissacarideo capsular pela técnica de Latex, inclusive existindo
proposta para que andlises de cultivos fingicos de amostras clinicas sejam descontinuadas
e o diagnostico seja embasado na pesquisa do antigeno polissacaridico capsular da
levedura C. neoformans juntamente com o uso de meios de cultivo bacterianos
(BARAFANGER et al., 2004). A quantificagdo do antigeno criptococico no soro ¢ liquor
pode também ser utilizada para avaliar a resposta clinica frente ao tratamento com
antifungicos, onde uma diminuicdo nos titulos pode ser correlacionada com melhora
clinica do paciente (McFADDEN et al., 2004).

Nossos resultados de pesquisa de polissacarideo capsular foram comparaveis aos

resultados encontrados nos cultivos das amostras clinicas do liquor dos pacientes com
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meningite criptocdcica, onde obtivemos concordincia de 100% com os resultados dos
cultivos fingicos que sdo considerados o Padrdo ouro para o diagnostico da criptococose
(CASADEVALL & PERFECT, 1998). Assim como em outros estudos, em relacdo ao
comparativo dos resultados da pesquisa de polissacarideo capsular e as pesquisas de
anticorpos ndo encontramos uma correlagao positiva, onde os maiores titulos de Latex nao
corresponderam as maiores leituras de quantificacdo de anticorpos pelas leituras de
absorbancia pela metodologia de ELISA, fato que pode ser explicado pelo estado
imunitario dos pacientes no momento das coletas sendo refletido em baixos niveis de
anticorpos mesmo com altos titulos de antigenos polissacarideos presentes nas amostras de
soro dos pacientes (HAMILTON et al., 1997, LORTHOLARY et al., 2002; SEATON et
al., 1996, SUBRAMANIAN et al., 2005).

A quantifica¢do do polissacarideo capsular no soro dos pacientes, por aglutinacao
em latex, pode apresentar uma instabilidade em relagdo a imunorreatividade do
polissacarideo capsular presente no soro humano, que com o passar do tempo pode passar
a ndo ser mais detectado (McFADDEN et al., 2004). A instabilidade do polissacarideo
capsular no soro ndo ¢ um problema no sistema de andlise com a utiliza¢do da técnica
ELISA que, por ser muito mais sensivel e especifico que o teste de agutinagdo em latex, ¢
utilizado como um método confirmatoério.

Outro aspecto importante do nosso estudo reside no fato de ser o primeiro trabalho
que analisa o comportamento soroepidemioldgico de resposta de anticorpos frente aos
principais antigenos protéicos identificados e faz um comparativo das respostas de
aglutinag@o em Latex com as pesquisas de anticorpos frente as proteinas de C. neoformans
utilizando as metodologias de ELISA e¢ Western blot (CHEN et al., 1999; HAMILTON et
al., 1997, LORTHOLARY et al., 2002). Este ¢ o primeiro estudo brasileiro que enfoca
estes aspectos epidemioldgicos da pesquisa de anticorpos na criptococose, um dos poucos
realizados fora dos principais centros de estudo da criptococose como Australia, Estados
Unidos, Franca e Italia, todos paises desenvolvidos também nesta &rea de
soroepidemiologia de doengas infecciosas, sendo uma importante contribuicdo para o
conhecimento da epidemiologia da infeccao criptococica.

Aspectos epidemiologicos importantes na infeccdo criptococica, sexo e idade
aliados a imunodeficiéncia causada pela AIDS, também aqui foram corroborados em

relagdo a outros estudos epidemiologicos. A infec¢do pelo HIV como principal fator de
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risco para a aquisi¢do da criptococose foi responsavel por mais de 90% dos casos descritos
em nosso estudo, pricipalmente em adultos e do sexo masculino, 100% e 69,23%
respectivamente. A freqiiéncia de portadores de meningite criptococica foi
significativamente maior entre os pacientes do que entre os grupos controle (P<0,005)
(DROMER et al., 2004; FRIEDMAN et al., 2005; SUBRAMANIAN et al., 2005).

Em relacdo ao sexo, em concordancia com nosso estudo, a predominancia da
infeccdo no sexo masculino que também ocorre em outras micoses, parece bastante clara,
onde diversos estudos ja demonstraram a influéncia dos hormonios femininos no curso da
infecgdo (HAMILTON et al., 1997; LORTHOLARY et al., 2002; SUBRAMANIAN et al.,
2005).

Outro aspecto epidemioldgico importante na aquisicdo da criptococose € ja
ressaltado anteriormente é a idade. Em nosso estudo os adultos, em concordancia com
outros estudos epidemioldgicos, foram os grupos mais sucetiveis a infeccdo em
comparagdo com os demais grupos que fizeram parte deste estudo, criangas e trabalhadores
de laboratorio que manipulam a levedura C. neoformans. Dados semelhantes foram obtidos
em diversos inquéritos soroldgicos como na Franga, Itdlia, Estados Unidos e Australia.
Estes estudos sugerem que quanto maior a possibilidade de contato com o fungo que tem
ampla distribuicdo na natureza (ubiqiio), maior a possibilidade de adquirirmos a infecg¢ao,
mesmo em criangas que com o passar do tempo e assim que elas comec¢am a andar tornam-
se mais expostas ao contato e passiveis de adquirirem a infeccdo (HAMILTON et al.,
1997; KIERTIBURANAKUL et al., 2006; SEATON et al., 1996, SUBRAMANIAM et
al., 2005).

A utilizagdo do método de ELISA possibilitou verificar diferengas significativas
com os valores de densidade 6tica (OD) das leituras de IgG sérica total entre os trés grupos
que fizeram parte deste estudo: pacientes, trabalhadores em laboratério e criangas, tanto
frente ao extrato de proteinas de C. neoformans de isolado clinico sorotipo A, quanto de
ATCC 32045 sorotipo A.

As andlises comparativas das respostas de densidade oOtica dos soros de 26
pacientes com meningite criptococica nos mostraram que os valores de ELISA, utilizando
extrato protéico de isolado clinico recente de C. neoformans sorotipo A, apresentaram
niveis de reconhecimento de IgG sérica total mais elevados que os encontrados com o

extrato ATCC sorotipo A, sendo estes resultados considerados significativos (P<0.05),
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reconhecimentos significativamente maiores que podem ser explicados pelas diferengas
genotipicas ja demonstradas em outros estudos entre isolados de diferentes regides: a cepa
ATCC ¢ americana, enquanto o isolado clinico pertencente a nossa colecao de fungos foi
obtido no estado do Rio Grande do Sul (CASALI et al., 2003; HORTA et al. 2002).

A comparagdo entre os niveis de reconhecimentos de leituras de densidade otica de
IgG sérica total das respostas de ELISA dos soros dos 98 individuos envolvidos neste
estudo com os dois diferentes extratos antigénicos nos mostraram que os valores de
leituras dos niveis de IgG correspondentes as faixas de OD também apresentaram
diferencas significativas quando comparados os dois tipos de extratos protéicos
(P=0,0437).

Os comparativos das analises de anticorpos de IgG sérica total de ambos extratos,
cepa ATCC sorotipo A e isolado clinico recente, encontrados com a utilizagdo da técnica
de ELISA nao demonstraram a influéncia do sexo ou da faixa etdria na prevaléncia da
infeccdo criptocdceica na populagdo estudada (P>0,05). A maior incidéncia da infec¢do no
sexo masculino e na idade adulta, aspectos epidemiologicos ja apontados anteriormente em
outros estudos com uma prevaléncia maior no sexo masculino devido a maior exposi¢ao
aos antigenos criptococicos ndo foi confirmada provavelmente em decorréncia que os
niveis de anticorpos uma vez formados que foram detectados ndo sofrem a influéncia do
sexo ou de hormonios femininos (LORTHOLARY et al., 2002; SEATON et al., 1996;
SUBRAMANIAN et al., 2005). Por outro lado, grande parte de nossas amostras
pediatricas foram oriundas de criancas de idades variando de 1 a 5 anos, uma faixa etaria
onde provavelmente ainda ndo ocorreu uma grande exposi¢cdo ambiental ao fungo,
principalmente como ocorre em pequenas comunidades no interior, em locais afastados
dos grandes centros.

Foi observado em inquéritos soroepidemiologicos anteriores, a presenca de
anticorpos reativos pré-existentes frente ao polissacarideo capsular da levedura C.
neoformans, sendo estes anticorpos encontrados tanto em pacientes HIV+, quanto HIV-,
ou seja, tanto numa populacdo que € suscetivel a criptococose, bem como em uma que ¢
relativamente resistente (CASADEVALL et al., 2002; PITZURRA et al., 2003;
SUBRAMANIAN et al., 2005). Conclusdes definitivas sobre estes estudos sorologicos
podem ser dificeis, em decorréncia da presenca de reatividade cruzada com outros

polissacarideos flingicos, e que a resposta contra este principal polissacarideo ¢
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classicamente pequena em termos de producdo de anticorpos (CASADEVALL et al.,
2002; DESHAW & PIROFSKI, 1995; HOUPT et al., 1994; ZHANG et al., 1997).

A grande maioria dos estudos que avaliam a resposta imune humoral humana frente
a levedura C. neoformans, avaliam a resposta de anticorpos frente ao polissacarideo
capsular, apresentando resultados altamente variados, dependendo do tipo de ensaio
empregado (SEATON et al., 1996). Em contraste, poucos estudos t€ém investigado a
resposta de anticorpos contra antigenos protéicos (CASADEVALL & PERFECT, 1998;
HAMILTON et al., 1997; KAKEYA et al., 1997). Com a constatagdo da presenca de
reatividade cruzada de anticorpos contra outros antigenos polissacaridicos, a utilizacao da
medida dos niveis de anticorpos IgG contra antigenos protéicos torna-se uma abordagem
alternativa necessaria.

Nossa estratégia de utilizagdo da combinagdo da técnica de ELISA e Western blot
de pesquisar anticorpos frente a proteinas da levedura C. neoformans como maneira de
avaliar o estado imunitidrio em relacdo ao desenvolvimento da criptococose buscou
também evitar a presenca de anticorpos pré-existente frente aos antigenos polissacaridicos
que sdo causadores de reatividade cruzada entre diferentes microrganismos.

Nossos resultados dos niveis de IgG total sérica avaliados pela técnica de ELISA
com leitura em espectrofotdmetro em 492 nm possibilitaram a diferenciacdo entre os
diferentes grupos de paciente e controles que fizeram parte deste estudo, o que tornou
viavel a partir dessa analise comparativa, a utilizagdo de extrato protéico de isolados
regionais para a avaliagao do estado imunitario frente ao desenvolvimento da criptococose,
bem como para sua utilizacdo como uma ferramenta auxiliar para diagnosticos clinicos e
para a utilizacdo em inquéritos soroepidemioldgicos que avaliam a resposta imunoldgica
frente a proteinas da levedura C. neoformans.

Embora nossos achados possam ser interpretados por representar anticorpos de
reatividade cruzada, diversas linhas de evidéncias sugerem que as respostas de anticorpos
observadas sao resultado da exposi¢do a levedura C. neoformans. Primeiro, a pré-
incubagdo do soro com extrato de C. neoformans reduziu a resposta de reconhecimentos
avaliados com a utilizagdo da técnica de ELISA. Segundo, a pré-incubac¢ao do soro com
extrato de C. albicans nao reduziu os niveis de reconhecimento de anticorpos de IgG sérica
total através da técnica de ELISA. Finalmente, a distribui¢ao de anticorpos em relacao aos

distintos grupos que fizeram parte deste estudo foi diferente, conforme observacdo na
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elevacdo dos titulos de anticorpos de acordo com o aumento da exposicao ambiental e da
idade (HAMILTON et al., 1997; GOLDMAN et al., 2001; SEATON et al., 1996; ZHANG
etal., 1997).

Nossos achados também sugerem que as criangas, em areas urbanas, apresentam
anticorpos reativos contra antigenos protéicos de C. neoformans com a utilizagdo da
técnica de ELISA. Estes achados sdo consistentes com infec¢do persistente ou recidiva por
C. neoformans (ABADI & PIROFSKI, 1999; RAMSAY, 2001). Um estudo prospectivo ¢é
necessario para definir os sintomas associados com a infec¢do primdria criptococica em
criancas. A infeccao primaria pulmonar pode ser assintomadtica ou produzir sintomas que
podem ser confundidos com infec¢des virais e entdo ndo ser reconhecida clinicamente,
similar a outras infec¢des causadas por micoses endémicas (GOLDMAN et al., 2001;
SUBRAMANIAM, 2005).

A utilizagao da técnica de Western blot possibilitou a identificagdo de diferengas
nas respostas individuais entre os pacientes com criptococose, tanto frente ao extrato de
proteinas de C. neoformans de isolado clinico sorotipo A, quanto da cepa de C.
neoformans ATCC 32045 sorotipo A. As diferencas em relacdo aos antigenos
reconhecidos podem estar relacionadas as cepas avaliadas, ao estado imunitirio no
momento em que foram realizadas as coletas de amostras para este inquérito
soroepidemioldgico e inclusive em relacdo ao meio de cultivo utilizado para a obtengao
dos extratos protéicos que podem influenciar nos antigenos usadas para a avaliagdo da
resposta de anticorpos nos grupos de pacientes e controles. A utilizacdo de caldo
Sabouraud como meio para a preparagao dos extratos antigénicos ¢ implicada em termos
de produgdo de bandas de proteinas em um pequeno numero de reconhecimentos
(HAMILTON et al., 1997; LORTHOLARY et al. 2002; SUBRAMANIAM et al., 2005).
Diferencas genotipicas podem significar a expressao de um padrao de proteinas diferentes
que possam significar um menor reconhecimento em termos de resposta de anticorpos
como nos nossos resultados encontrados neste comparativo entre uma cepa ATCC e um
isolado clinico recente.

Em concordancia com outros estudos, as analises comparativas das respostas de
prevaléncia de anticorpos no soro dos pacientes com meningite criptocdcica nos mostram
que os antigenos reconhecidos apresentaram uma variagao de reconhecimentos, mesmo

que os principais antigenos reconhecidos tenham sido semelhentes. Diferencas em termos
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de reconhecimentos dos antigenos também pode ser decorréncia dos niveis de exposicao
ambiental ao fungo e ao tempo das coletas das amostras analisadas (HORTA et al., 2002;
SANTANGELO et al., 2005; SUBRAMANIAM et al., 2005).

A avaliagdo da resposta imunoldgica também deve levar em conta além dos fatores
relacionados a levedura C. neoformans utilizada na produgdo dos antigenos protéicos como
também aos aspectos relacionados ao hospedeiro, como a severidade da infec¢do que
durante a fase aguda ¢ diferente da fase cronica e que pode levar a diferentes respostas em
termos de producdo de anticorpos (NEUVILLE et al., 2000). A resposta imunoldgica
celular também ird diferir em relagdo ao orgdo afetado seja como infeccdo primaria
pulmonar ou doenca sistémica disseminada como no caso da meningite criptococica aqui
descrita em nosso estudo.

A massa molecular aproximada dos principais antigenos reconhecidos ¢
correspondente a algumas das proteinas ja anteriormente descritas como envolvidas no
processo de infec¢do e na sua importidncia em termos de reconhecimento imunoldgico
apontando para uma resposta que pode ser considerada protetora. A resposta humoral
contra duas manoproteinas reconhecidas pelo sistema imunoldgico e produzidas pela
levedura C. neoformans com massa molecular de 80 ¢ 105 kDa ¢ produzida em individuos
sadios e a falta da produgdo destes anticorpos pode estar relacionada a incapacidade de
montar ou manter uma resposta imunologica ou refletir um defeito especifico
predisponente a criptococose (PITZURRA et al., 2003).

Os principais constituintes de sobrenadantes de cultivos de C. neoformans tém sido
caracterizados como glicuronoxilomananas, galactoxilomananas e manoproteinas. A
identificacdo de uma deacetilase criptococica, com massa molecular de 25 kDa, que
produz resposta imune protetora e pode ter um importante papel na sintese da parede
celular também ¢ reconhecida como possivel alvo de quimioterapia antifliingica, por
apresentar importante papel na biossintes de componentes da parede celular fungica
(BIONDO et al., 2005; BIONDO et al., 20006).

Membros da familia de proteinas HSP 70, com massa molecular 77 kDa, podem
mediar efeitos protetores em criptococose murina sendo uma das principais moléculas alvo
da resposta imune humoral da infec¢@o criptococica pulmonar murina ( KAKEYA et al.,
1997). No6s estudamos sitematicamente proteinas secretadas ou liberadas de C.

neoformans. Observamos multiplas proteinas cuja expressdo pode variar com as condigdes
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de cultivo e com as cepas utilizadas. Em condigdes padronizadas esta expressdao foi
reprodutivel de experimento para experimento e que estas proteinas reconhecidas sdo
candidatas para futuros estudos de fatores de viruléncia e antigenos que elicitam resposta
imunolégica (KAKEYA et al., 1997; BIONDO et al., 2005).

Glicoproteinas com massa molecular de 34 e 38 kDa produzidas como
exoantigenos pela levedura C. neoformans apresentam potencial uso no sorodiagndstico da
infeccdo. Proteinas com massa molecular semelhante foram por nos também identificadas
como um dos principais antigenos reconhecidos pelo sistema imune do grupo de pacientes
com meningite criptococica € o grupo controle de trabalhadores de laboratério que
manipulam a levedura C. neoformans (HAMILTON et al., 1997).

A reatividade cruzada também foi avaliada com a utilizagao da técnica de Western
blot. Embora nossos achados possam ser interpretados por representar anticorpos de
reatividade cruzada, algumas linhas de evidéncias sugerem que as respostas de anticorpos
observadas sdo resultados da exposicdo a levedura C. neoformans. Primeiro, a pré-
incubagdo do soro com extrato de C. neoformans aboliu a resposta de reconhecimento das
proteinas criptococicas em analises com a utilizacdo da técnica de Western blot. Segundo,
a pré-incubag¢do dos soros com o extrato total de C. albicans nio reduziu a intensidade dos
reconhecimentos obtidos através das analises por Western blot. Finalmente, a distribuigao
de proteinas reconhecidas por anticorpos de classe IgG em relagdo aos pacientes pode ser
influenciada também de acordo com o aumento da exposi¢do ambiental e da idade dos
pacientes que compde a nossa amostra (GOLDMAN et al., 2001; ZHANG et al., 1997).

As andlises comparativas das respostas de prevaléncia e especificidade de
anticorpos de classe IgG no soro dos pacientes com meningite criptocdcica nos mostram
que os antigenos reconhecidos podem apresentar uma ampla variabilidade de individuo
para individuo. Esta variabilidade pode ser influenciada inclusive como decorréncia do
estado imunitario no momento da coleta das amostras dos soros dos pacientes que
participaram deste inquérito de soroprevaléncia. A utilizacdo de diferentes extratos
protéicos, um extrato protéico originario de cepa ATCC de C. neoformans e um extrato
protéico oriundo de isolado clinico recente pertencente a nossa colecao de fungos de
importancia médica, também possibilita que os resultados encontrados neste estudo
apresentem diferencas nos padrdes de reconhecimento dos anticorpos entre os diferentes

individuos que fizeram parte deste estudo (CASALI et al., 2003; HORTA et al., 2002).
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Nossos resultados das analises de soros de criancas indicaram uma falta de
reconhecimento de antigenos criptococicos com a utilizagdo da técnica de Western blot em
relagdo a reatividade de anticorpos de classe IgG frente a proteinas criptocdcicas. Esta
discordancia com relacdo a outros estudos pode refletir diferencas nas metodologias usadas
nestes estudos ou inclusive diferengas individuais na exposi¢do a levedura C. neoformans
em diferentes paises e regides (GOLDMAN et al., 2001).

O tratamento da membrana de nitrocelulose com periodato de sodio, apds a
transferéncia das proteinas do gel de SDS-PAGE a 12% nao alterou a capacidade do
reconhecimento dos antigenos pelos anticorpos presentes nas amostras soro que fizeram
parte deste estudo. Estes resultados, apresentados na Figura 15, indicam que os epitopos
reconhecidos sdo protéicos e nao glicidicos, no entanto, ndo excluindo a possibilidade de
que os antigenos sejam glicoproteinas (HAMILTON et al., 1997).

A comparagdo entre os resultados obtidos com a utilizagao da técnica ELISA e a
técnica de Western blot apresentaram uma melhor qualidade de correlagcdo para ambos os
extratos, ATCC e amostra clinica C 101 de nossa colecao de fungos, conforme mostrado
com a analise estatistica apresentada nas Figuras 16 e 17.

A identificagdo dos principais antigenos da levedura C. neoformans reconhecidos
pelo sistema imune ¢ de relevincia para a escolha de possiveis candidatos para a
elaboragdo de vacinas porque concentrados de sobrenadantes da levedura ja mostraram ser
imunoprotetores em estudos prévios (BIONDO et al., 2006; DATTA & PIROFSKI, 2006;
MAGLIANTI et al, 2005).

O campo das doencas infecciosas necessita de novas abordagens na terapia
antimicrobiana (MARTINEZ et al., 2005). A utilizacdo de anticorpos isotopicos tem
obtido suscesso com certos tipos de cancer. Investigagdes preclinicas e clinicas
recentemente publicadas tem mostrado que anticorpos isotopicos microrganismo-
especificos localizam sitios teciduais de infec¢des bacterianas e fungicas (DADACHOVA
& CASADEVALL, 2005; DADACHOVA & CASADEVALL, 2006; MITCHELL, 2006).

Este estudo examinou a prevaléncia e distribuicdo de anticorpos de classe IgG, em
diferentes grupos populacionais, frente a antigenos protéicos da levedura C. neoformans
com a utilizagdo das técnicas de ELISA e Western blot. Os antigenos usados compreendem
um grande nimero de proteinas, sendo esta a primeira vez que esta técnica juntamente com

a analise por Western blot, ¢ utilizada com a finalidade de quantificar a resposta de IgG
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total e com a posterior identificagdo dos principais antigenos reconhecidos pelo sistema
imune.

Este estudo demonstra a necessidade da realizagao de mais inquéritos sorologicos,
com analises em diferentes regides e grupos populacionais distintos, para que seja possivel
investigar problemas na epidemiologia e patogénese das infecgdes por C. neoformans. Os
principais antigenos identificados neste estudo podem também ser de grande relevancia
para a elaboracdo de testes diagnoésticos, na identificagdo de possiveis alvos para a
elaboracdo de vacinas e na avaliacdo do estado imunitario em relagdo ao desenvolvimento
da criptococose.

Nossos resultados apresentados neste estudo mostram pela primeira vez que a
deteccdo e a quantificacdo de anticorpos frente aos antigenos protéicos da levedura C.
neoformans com a utilizagdo combinada das técnicas de Western blot e ELISA sdo
métodos sensiveis para o diagnostico da criptococose, abrindo uma nova possibilidade
onde os métodos convencionais possam apresentar limitagdes. A avaliagdo da reatividade
de anticorpos frente a antigenos protéicos de C. neoformans em pacientes com meningite
meningococica também pode se tornar uma ferramenta util para avaliar populagdes em

areas endémicas e em inquéritos soroepidemiologicos.
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ABSTRACT

In this work we studied the susceptibility to heat and antifungal agents of the first strains of environmental
Cryptococcus neaformans var negformans (serotype D) 1solated 1n the state of Rio Grande do Sul. Brazil In
order to achieve a rigorous analysis, we emploved the methodology recommended by NCCLS, Yeast Nitrogen
Base (YNB) proposed by Ghannoum er a/ (YNB-1), Antibiotic medium 3 (AM3) indicated by others. YNB
adjusted to the NCCLS methodology (YNB-2) and Etest. Qur results indicate that all strains were susceptible
to amphotericin B (0.0625—0.5 pg/mL), fluconazole (0.125 - 8.0 pg/mL). straconazole (0.031 —0.25 pg/ml) and
flucvtosine (0.1253 — 4.0 ug/mL). The C. neoformans serotype D strains were more susceptible to heat (47°C/

30 min) than C. negformans serotype A

Key words: Cryptococcus neoformans, heat susceptibility, antifungal agents

INTRODUCTION

Cryptococcus neoformans, an encapsulated veast. 1s the
etiological agent of human cryptococcosis. In Brazil, 4.5% of all
opportunistic infections in AIDS patients have been reported
as being caused by C. negformans (23). Based on physiological
and serological differences. C. neaformans had been divided in
two varieties: C. negformans var. negformans (serotypes A, D,
AD) and C. neaformans var. gattii (serotypes B and C). On the
basis of genetic differences it was proposed that C. neoformans
var. neaformans be further subdivided 1n two vareties: C.
negformans var. grubii (serotype A) and C. neoformans var.
neaformans (serotype D) (12).

The prevalence of the varieties and serotypes from either
clinical or environmental sites differs in accordance with
geographical localization. Environmental isolates of C.
neoformans var. grubii from pigeons droppings indicate that

serotype A 1s more common than serotvpe D 1n all nations,
except Italy, Denmark and Switzerland (8) and have been
recovered from approximately 99% of all patients in most
countries (6,8,12). The serotype C 1s rarer than the other
serotypes and has never been isolated from the environment.
The majority of the few clinical isolates of serotype C have
been found 1 southern California (8). The serotype B was
initially isolated from Eucalyptus camaldulensis and E.
tereticornis in Australia and more recently it has been 1solated
from other trees and immunocompromised (non- AIDS) patients
in tropical and subtropical areas (8). In Rio Grande do Sul, C.
neaformans var. grubii (serotype A) has been recovered from
AIDS patients and pigeons excreta (1.6,14). The prevalence of
C. negformans var. negformans (serotype D) among clinical
1solates has ranged from 0 to 100% depending on the region
of the world. In Brazil, the prevalence of serotype D is very
low (29). and 1n the state of Rio Grande do Sul there were no

*Corresponding Author. Mailing address: Departamento de Microbiclogia e Parasitelogia, CCS, Universidade Federal de Santa Maria. 97119-000.
Santa Maria, RS, Brasil. Telefax: (+5555)220-8206. E-mail: hartzsa@ccs. ufsm.br
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records of clinical C. neoformans var. negformans (serotype
D) isolates.

Recently Ribeiro (28) isolated nine C. negformans var.
neoformans (serotype D) strains from 99 samples of Eucalyprus
spp. As pointed out by Martinez er al. (21). the thermal sensibility
of C. negformans var. neaformans (serotype D) 1s a consistent
explanation for the geographic differences between serotype A
and D, and for the dermatotropism and rhinotropism observed.
The purpose of this investigation was to assess the susceptibility
of the first environmental C. negformans var. negformarns (serotype
D) 1solates 1n Rio Grande do Sul, to heat and to a panel of antifungal
agents commeonly used in the treatment of infections. Because
results of susceptibility tests based on M27-A2 methodology
have been questioned due to factors such as suboptimal growth
in RPMI 1640 mediun and narrow amphotericin B MIC ranges
(13.20). we decided to compare amphotericin B MICs obtained
with RPMI 1640 mediom to assays performed usmng Yeast Nitrogen
Base proposed by Ghannoum er al. (YNB-1)(13), Anubiotic
medium 3 (AM3) and Yeast Nitrogen Base supplemented medium
adjusted to the M27-A2 methodology. which we named YNB-2
and the Etest method.

MATERIALSAND METHODS

Isolates

Porto Alegre, the capital city of the South Brazilian state Rio
Grande do Sul 1s situated at 30°S latitude and 51° W longitude.
The city 1s 10 m above the sea level with an average temperature
of 22°C and an annual rainfall of 1118 mm. Ninety-nine samples
were collected from different Eucalypius species (Table 1).
Twenty other environmental strains of C. negformans serotype
A 1solated from pigeon excreta from Porto Alegre, Santa Cruz

Table 1. Onigin of the environmental isolates of Cryptococcus
neaformans (serotype D) isolated from Eucalyptus spp i Rio
Grande do Sul, Brazil.

Location Number of Number of samples
samples collectad identified as
C. neoformans
Barra do Ribeiro 33 0
Camagqui 8 0
Tjd 3 0
Novo Hamburgo 2 2
Porto Alegre 7 3
Séo Leopoldo 2 2
Sio Lourengo do Sul 4 0
Sertdo Santana 7 0
Soledade 3 0
Total 9 g

]
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do Sul and Santa Maria (14). were also included in the analysis
of heat susceptibility. All 1solates were identified as C.
neoformans by positive Niger seed agar response, as well as
urease test, ability to grow at 35°C and a negative nitrogen test.
The profiles of carbon compound assimilation were also
determined (4). Canavanine-glycine-bromothymol blue agar
medium, assimilation of D-proline and D-tryptophan were used
for differentiation of the two varieties (9) and serotyping was
performed by a slide agglutination test (Crypto Check; Iatron
Co; Japan).

Susceptibility to heat (21)

A 1-ml aliquot of cells suspended at a density of 107 cells per
ml mn distilled water was incubated at 47°C in water bath during
30 min. After incubation 20 L of the cells suspension was
plated onto Sabouraud dextrose agar and incubated for 48h at
30°C. The survival percentage was determined by comparison
to non-heat-treated control samples plated onto Sabouraud
dextrose agar.

Antifungal susceptibilitv tests

The antifungal agents used were amphotericin B (Sigma),
fluconazole (Pfizer), itraconazole (Jansen) and flucytosine
(Sigma).

Test media were: RPMI 1640 (American Biorganics Inc.).
indicated by the National Commuttee for Laboratory Standards
(NCCLS) as reference, and Yeast Nitrogen base (Difco) were
prepared according to manufacturer instructions. After
reconstitution, both media were supplemented with glucose to
obtain a final concentration of 0.5% in YINB (13) and 2% m RPMI
1640 (24). Both RPMI 1640 medium and YNB were buffered to
pH 7.0 with 3-(N-morpholine) propanesulphonic acid (MOPS;
Sigma. St. Louis, Mo, USA) to a final concentration of 165mM
(NCCLS). Antibiotic medmum 3 (AM3) (BBL) was supplemented
with glucose to a final concentration of 2%; the buffering capacity
was increased by adding 1g of dipotassium monophosphate per
liter and 1g of monopotassium monophosphate per liter and pH
was adjusted to 7.0 with NaOH (20). All three media were filter
sterilized by using 0.22-pm membrane (Millipore).

The MICs of the tested agents were determined for each
isolate in accordance with National Committee Laboratory
Standards (WCCLS) macrodilution guidelines (24). The tubes
were mcubated at 35°C and were read after 48h of mcubation.
The MIC of amphotericin B in RPMI 1640, YNB and AM3 was
defined as the lowest concentration of drug that resulted in
complete mnhibition of visible growth. The tests were performed
using two techniques with YNB: YNB-1 as indicated by
Ghannoum ef al. (13) and YNB-2 which use the same broth. but
using the M27-A2 method (NCCLS). The MIC of azoles and
flucytosine in RPMI 1640 were determined according to M27-A
method (24). The data were reported as MIC ranges and MICs
at which 50% and 90% of these 1solates were inhibited. Quality



control testing was performed in accordance with NCCLS
document M27-A2. Candida frusei ATCC 6258 and Candida
parapsilosis ATCC 22019 (24) were used as quality control for
the susceptibility tests.

Etest

To prepare the agar plates, the double-strength, filter-sterilized
RPMI 1640 with 2% glucose was buffered with potassium
phosphate at pH 7.0 and combined with an equal volume of
heat-sterilized double-strength agar to yield the correct final
concentration of medium m a 1.5% agar gel. The moculum
suspensions of C. neoformans strains matching the turbidity of
McFarland #1 standard were swabbed onto the surface of the
agar plate and allowed to dry for 15 min before the addition of
the Etest strip (22). One Etest antimicrobial gradient strip was
placed 1n each Petrs dish. The plates were mcubated for 48 and
72h, and the MIC was the point at which the zone of complete
inhibition intersected the strip. Etest antimicrobial gradient (AB
Biodisk, Solna. Sweden) strips containing amphotericin B,
fluconazole. itraconazole and flucytosine were employed (32).

RESULTS

All1solates of C. negformans var. neaformans (serotype D)
grew well m RPMI 1640 broth. YNB-1, YNB-2. Antibiotic medmim
3 and RPMI-1640 agar, allowing MICs to be determined after
72h incubation.

Table 2 summarizes the in vitro susceptibilities of the nine
cultures tested by NCCLS method. The results are reported as
MIC ranges. MIC:0s (50% of strains were inhibited) and MICaas
(90% of strains were inhibited). A broad range of MICs was
observed with fluconazole and flucytosine: more narrow MIC
ranges were showed with amphotericin B and itraconazole.
Table 3 summarizes the in vifro susceptibilities of the isolates
to amphotericin B, as determined by NCCLS recommended
medium, and other media suggested in the literature. All media

Table 2. Susceptibility of Cryptococcus neaformans serotype
D to antifungal agents using the M27-A2 method.

Antifungal MIC* (pg/ml)

Agents Range 50% 90%  GeolMP
AmphotericmB 0062505 0125 0255 0145
Fluconazole 0.12>-80 10 40 146
Itraconazole 0031025 0125 0125 0.099
Flucytosine 012540 05 20 0.793

*MICs for 50% and 90% of isolates tested; "geometric mean.
C. krusei ATCC 6258 and C. parapsilosis ATCC 22019 were used as
quality control.
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employed showed similar MIC ranges, but YNB-1 showed
slightly higher results. The MIC;;and MICg, were the same for
RPMI-1640, AM3 and YNB-2, but again higher for YNB-1. Based
on the M27-A2 technique breakpoints, all the isolates were
considered to be sensitive to the antifungal agents tested.

The MICs obtained by Etest are shown on Table 4.
Itraconazole MICs are narrower in range, but amphotericin B,
fluconazole and flucytosine had broad range of MICs. Based
on MICsq, or MIC;g,. all the 1solates were considered to be
sensitive to the antifungal agents tested.

Among the 9 serotype D stramns tested, 3 (55.3%) did not
survive heat treatment and 4 (44.5%) showed percent survival
varying between 22 and 76% when compared to the number of
colonies 1n an equivalent suspension of cells not exposed to
heat. When the 20 serotype A stramns were assaved. only 3
(139) did not grow on Sabouraud Dextrose agar after the thermal
treatment; the range of percent survival was from 16 to 86%.
The average percent survival of serotype D was 23.2%. while
for serotype A 1t was 48%.

Table 3. Comparison of in vitro susceptibility of Crypfococcus
neaformans serotype D strains to amphotericin B using in
different media and assay types.

Assay MIC* (ug/ml)

types* Range 50%"  90%° GeolD
RPMI 0.0625-0.5 0.125 25 0134
AM3 0.0625-0.5 0.125 025 0.156
YNB-1 0.125-10 025 05 0269
YNB2 0.0625-0.5 0.125 025 0.170
E-test 0.0625-0.5 0.125 0.5 0157

[ee text for details; *50% and <90%, MICs for 50% and 90% of
1solates tested, respectively; “GeoM; geometric mean.

Table 4. Susceptibility of Cryptrococcus neaformans serotype
D isolates to antifungal agents determined by using the Etest
method.

Antifungal MIC* (pg/ml)

Agents Range 50% 90% GeoM?
Amphotericn B 0062505 0125 05 0.157
Fluconazole 02580 20 40 1851
Ttraconazole 0031025 0125 025 0157
Flucytosine 012540 10 20 0857

*See text for detauls; *50% and *90%, MICs for 50% and 90% of
1solates tested, respectively: 4GeolM; geometric mean.
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DISCUSSION

An understanding of the epidemiology of cryptococcosis
may provide a rational framework for the design of prevention
guidelines and more effective therapies. We believe that
attempts to correlate specific environmental exposures to
cryptococcal stramns of known susceptibility profile may help
to address some questions (14).

Based on these epidemiological statements. it 1s important to
emphasize that cryptococcosis therapy may become even more
difficult due the emergence of antifingal resistance. Amphotericin
B (17.19), fluconazole (3,25.26.27), and flucytosine resistance
have been well documented (30). Cross-resistance to both azole-
types and amphotericin B has also been described (16).

In addition, recent articles reporting primary (intrinsic)
resistance of C. neoformans var. negformans (serotype D) to
flucytosine (18) and. the 1solation of fluconazole-resistant C.
neoformans from an immunocompetent patient, without prior
exposure to azoles (23), emphasizes the importance of carrying
out susceptibility tests before beginning of therapy. This study
reports the susceptibility testing of the first C. neoformans
serotype D isolated from Eucalyptus spp. trees in Rio Grande
do Sul state, emploving additional methods for more accurate
delineation of susceptibility profiles to antifungal agents.

The results of susceptibility tests to antifungal agents
reported here are similar to those reported by others authors
(7.15). However, some aspects deserve attention. In 2001, we
have compared the susceptibility of clinical and environmental
C. negformans 1solated in southern Brazil and observed that
clinical isolates were less susceptible to fluconazole than
environmental isolates, all of them of serotype A (1). Here,
environmental strains showed a very similar pattern for
amphotericin B and azoles, being all strains sensitive. One of the
reasons to the absence of azole resistance might be the source of
strains, which may have not had previous contact with azoles.
The contrary has been reported in Italy, where clinical serotyvpe
Disprevalent. Tortorano et al. (31) showed that serotype A clinical
strains were less susceptible to fluconazole than serotype D
clinical isolates. This issue may deserve more attention.

The reference M27-A2 method based on RPMI 1640 medum
has been used to test C. negformans 1solates (1,2.10,20). In spite
of this indication, some previous reports suggested that RPMI
1640 medium did not support suitable growth of C. negformans.
In the present study. we have found that this medium,
supplemented with 2% glucose, provided adequate growth of all
strains tested; glucose supplementation 1s an alternative
mentionated in the M27-A2 method (24). Due to reported concerns
regarding amphotericin B resistance. in this study we have tested
Antibiotic medium 3 (AM3), as indicated by Lozano-Chiu ef al.
(20). Yeast Nitrogen Base. as recommended by Ghannoum et al.
(13), and also the same medium with changes in inoculum size and
endpoint determination (YINB-2). The results presented have
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shown that the pattern of susceptibility to amphotericin B obtamned
with YNB-2, RPMI-1640 medium and AM3 was closely similar,
with overlap of MIC ranges. YNB-1 resulted i a broader MIC
range, though amphotericin B resistant strains were not detected.
These results are sumilar to those already obtained from clinical
strains of C. negformans serotype A using the same media (2).

The MICs to flucytosine were low and so, based on
established breakpoints, all strains were considerad to be sensitive
to this dmug. This finding must be mterpreted with caution,
because approximately 2% of C. negformans 1solates are resistant
to flucytosine prior to treatment (30). So. we must consider that
the number of 1solates studied was scarce, and DINA studies
have shown that Brazilian C. neoformans 1solates appeared to be
less heterogenous than those isolated from other regions (11).

The Etest method performed on glucese-supplemented
RPMI 1640 agar is an excellent method of discrimination between
susceptible and resistant strains of C. negformans (20.22,32).
The susceptibility pattern obtained by Etest demonstrated a
narrow range MICs to amphotericin B, and MICs; and MICy
one log dilution higher than the NCCLS method. For all
antifungal agents studied, we have observed no significant
changes on MICs by this method. This is in accordance with
previous studies, that found complete or a high level of
agreement between Etest and NCCLS method (5,22,32). The
Etest has been considered an excellent method to distinguish
amphotericin-B-resistant yeasts; it is reproducible, much simpler
to set up than broth dilution methods and less labour-mntensive.
Thus. it has been recommended for routine use with
amphotericin B and flucytosine (32).

Recently. Martinez ef a/. (21) analysed the heat susceptibility
of 19 strains from each serotype group and observed a wide
variation: C. neoformans serotyvpe D strains being more
susceptible. Our finds are in accordance with this study and
corroborate what Dromer ef al. (8) pointed out in that the
differences in the prevalence of serotype A and D of C.
neaformans may reflect climatic tolerances. The 1solation of C.
negformans var. neoformans (serotype D) mn Rio Grande do Sul
(28). the southernmost and coolest state of Brazil, reflects the
characteristics referred above, and might explain the rarity of
this serotvpe in other areas of Brazil with sub-tropical and
tropical climates. However, few studies were conducted and
data are still scarce m this area (29).

RESUMO

Susceptibilidade de Cryprococcus neeformans var.
neeformans (sorotipo D) isolados de Encalyptus spp.,
no Rio Grande do Sul (Brasil), frente ao calor e a
agentes antifungicos

Este estudo foi realizado com os primeiros isolados
ambientais de C. neaformans sorotipe D, obtidos no Rio Grande



do Sul. Objetivando-se avaliar a susceptibilidade a agentes
antifingicos de forma mais rigorosa, utilizou-se a técnica de
referéncia proposta pelo NCCLS, Caldo Yeast Nitrogen Base
(YNB) proposto por Ghannoum et al.. Antibiotic medum 3, caldo
YNB adequado a metodologia do NCCLS e o E-test. Os
resultados mdicaram que todos os 1solados foram sensiveis a
anfotericina B (0,0625 -0.5 nug/mL). fluconazol (0,125 —4.0 pg/
ml), itraconazol (0,031 —0,25 pg/ml) e fluorocitosina (0,125-4.0
ng/mL) através das técnicas empregadas. Nos testes de
termotolerdncia (47°C/30 min), observou-se que as culturas de
C. neaformans sorotipo D sdo mais sensiveis do que as de C.
neaformans sorotipo A

Palavras-chave: Crptococcus neoformans, susceptibilidade.
antifingicos
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BRIEF COMMUNICATION

CARBOHYDRATE ASSIMILATION PROFILES OF BRAZILIAN Candida dubliniensis
ISOLATES BASED ON ID 32C SYSTEM

Sydney Hartz ALVES(1), Jorge A. HORTA {2}, Eveline . MILAN(3), Liliane A. SCHEID(1), Marilene H. VAINSTEIN(2), Janio M. SANTURIO(1) & Arnalde L. COLOMBO{4)

SUMMARY

The purpose of the present study was to evaluate the identification of 19 Brazilian C. dubliniensis based on the hiochemical
profile exhibited when tested by the commercial identification kit ID 32C (bioMerieux). Thirteen of the isolates were rigorously
identified as C. dubliniensis and the remaining isolates (six) were considered as having a doubtful profile but the software also
suggested that there was 83.6% of chances for them to be C. dubliniensis. As well as pointed by the literature the identification
obtained by phenotypic tests should be considered presumptive for C. dubliniensis due to variability of this new species.

KEYWORDS: Candida dubliniensis; 1D 32C: Phenotypic identification.

INTRODUCTION

Candida dubliniensis is a newly described species of Candida,
which was first reported by SULLIVAN ef al. in 1995%. Despite C.
dubliniensis has been recovered from several body sites in many human
populations, it is most often isolated from the oral cavities of patients
infected with the Human Immunodeficiency Virus. This new yeast is
found all over the world#1%43181822 gnd i similar to C. albicans in a
number of ways including morphology and metabolism, being
considered as an opportunistic yeast pathogen but also recognized as a
minor constituent of the normal human oral microbial flora*®.

A multicenter surveillance study conducted in Brazil by MILAN
et al."” showed a 2.8% prevalence rate of HIV-infected/AIDS adult
patients harboring C. dubliniensis in their oral cavities. In contrast
with patients from the north-hemisphere countries where this particular
species may be recovered from 27% of asymptomatic HIV-positive
patients and 32% of AIDS patients with oral candidiasis®, different
studies from South America suggest that C. dubliniensis is more rarely
fou]-ldllo.lli.ls_

C. dubliniensis is phylogenetically related to C. albicans and the
distinction between C. dubliniensis and C. albicans remains a challenge
for clinical microbiology laboratories. The importance of the correct
identification seems to be meaningful for epidemiological proposals
and therapeutic interventions. The majority of C. dubliniensis isolates
show susceptibility to currently used antifungal drugs'?, but it has been

demonstrated that they may rapidly develop a stable resistance to
fluconazole upon in vitro exposure'.

Various phenotype screening tests have been used to discriminate
those organisms, including the colony color on CHROMagar Candida,
growth temperature test at 42/45 °CY, sugar assimilation tests and, -
glucosidase activity'™. In addition, C. dubliniensis strains may be
recognized by their ability to produce abundant chlamydospores often
observed in triplets or in contiguous pairs®, to coaggregate in vifro
with Fusobacterium nucleatum?®, to produce rough colonies and
chlamydospores on Staib agar™ and also by its intolerance to 6.5%
sodium chloride broth® and inability to produce an opacity halo at Tween
80 agar'®. It is important to highlight that no single phenotype test has
proven to be highly effective and the use of genotypic tests may be
necessary for definitive identification purposes™-22, Considering that
molecular methods are relatively time consuming and expensive there
is a need for clinical laboratories to have phenotype tests as reliable as
the carbohydrate assimilation profiles.

The present study was undertaken to evaluate the biochemical
profile exhibited by nineteen Brazilian C. dubliniensis isolates formerly
identified by genotyping methods, when tested by the commercial
identification kit ID 32C (bioMerieux). This kit provides an evaluation
for the assimilation of 30 carbon sources and for the growth of yeasts
in the presence of cyclohexemide. The assays were performed according
to the manufacturer’s instructions. It consists of 32 cupules, each
containing a dehydrated carbohydrate substrate. A semi-solid,
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Table 1
Differences of carbohydrate assimilation profiles reported by using ID 32C system when testing 19 Brazilian C. dubliniensis strains

Substrates which showed discrepant assimilation

Number of isolates

Brazilian C. dubliniensis isolates (Cd)

Palatinose

Trehalose
2-keto-gluconate
DL-Lactate
Galactose

Sorbitol
N-acetylglucosamine

b D ]

Cdl . Cd2; Cd8 . CdY; Cd10; Cdl4; Cdl5
Cd5

Cdl15:. Cdl9

Cd5

Cdo

Cdle

Cd4

chemically defined, minimal medinm was inoculated with a suspension
of the yeast organism to be tested. After 24-48 hours of incubation,
growth in each cupule was detected by visual reading. Identification
was obtained using the identification software (bioMerieux).

After 48 h of incubation, the ID 32 C system was able to rigorously
identify and classify great part of the isolates as positive (13) for C.
dubliniensis at three different levels: excellent (seven), very good (five)
and as good (one). Almost all the remaining isolates (six) were
considered as having a doubtful profile but the software also suggest
that there is 83.6% of chances for them to be C. dubliniensis. It should
be pointed here that in laboratory routine the percentage of 83.6%
would be an important indication of the species and should be taken
into account.

Some assimilation profiles were not consistent among the strains
of C. dubliniensis tested once they exhibited variation of results among
different isolates tested. The lower agreement rate was found with
results generated by palatinose, 2-keto-gluconate, N-acetylglucosamine,
lactate, trehalose, galactose and sorbitol (Table 1). Best discrimination
and consistence of results were obtained with o-methyl-D-glucoside
(MDG) and xylose (XYL) that were not assimilated by 100% of the
isolates tested. Lactate (LAT) and trehalose (TRE) were assimilated
by one isolate. Our results were slightly different from those reported
by PINCUS er al.”® in which 30% of the isolates assimilated trehalose
(TRE) and no one of the isolates assimilated lactate (LAT). When
SULLIVAN et al.® described C. dubliniensis as a new species, they
reported that this organism was not able to assimilate xylose (XYL)
and o-methyl-D-glucoside (MDG). However, some positive reactions
with this subtract were described previously by testing some strains of
C. dubliniensis with commercial kits as the Vitek system™?.

The results obtained in the present study are in accordance with
the results reported by other authors®?. The major identification
problem related to the ID32 system was the discrepancy of results
generated by some reactions causing misidentification of C.
dubliniensis. It has been reported that variations in the density of the
inoculum may produce false-positive or false-negative results requiring
the adjustment of the inoculum to the proper density’. Otherwise, one
could speculate that different strains of C. dubliniensis may exhibit
some differences in their metabolic pathways like that involving
trehalose and N-acetylglucosamine®. The variant phenotypes could
also arise from the process of high-frequency switching to adapt to the
host environment, like almost observed with C. albicans'.
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In conclusion, despite the promising results obtained with the ID
32C system, this method exhibited some limitations in the identification
of C. dubliniensis. Since variability has been reported in the literature,
the results obtained by phenotypic tests should be considered presumptive
for C. dubliniensis and one or more confirmatory tests should be
employed. Therefore, we do not recommend the use of ID 32C system
as the only screening test for the identification of C. dubliniensis.

RESUMO

Identificaciio de Candida dubliniensis isoladas no Brasil, através
do método comercial 1D 32C

Dezenove culturas de C. dubliniensis isoladas no Brasil, previamente
identificadas através de métodos genotipicos, foram avaliadas pelo kit
comercial 1D 32C (bioMerieux). Treze culturas foram identificadas como
C. dubliniensis, mas as demais (seis) evidenciaram perfil duvidoso,
embora o software do sistema sugerisse 83,6% de chances das mesmas
pertencerem 4 espécie C. dubliniensis. A literatura tem registrado grande
variabilidade fenotipica com esta espécie e, por isto, as identificagdes
obtidas com este sistema deverfio ser consideradas como presuntivas.
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