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Resumo: A Criptococose é uma infeccdo de carater agudo, sub-agudo ou crénico, causada por fungos
leveduriformes encapsulados do género Cryptococcus que possui cerca de 70 espécies, porém a
espécie Cryptococcus neoformans é passivel de causar o quadro patolégico de Criptococose, e em
pacientes imunodeprimidos essa patologia é mais severa principalmente pela viruléncia que a levedura
apresenta, como capsula polissacaridica, producdo de melanina, ureases, fosfolipases e proteinases,
que podem mascarar sua presenca no organismo. O presente trabalho teve como objetivos descrever a
etiopatogenia da Criptococose, seu diagnéstico laboratorial, como também a sua importancia. Uma
vez no organismo as manifestagdes clinicas incluem quadros assintomaticos onde o pulméo é
frequentemente acometido, porém nenhuma sintomatologia é evidenciada principalmente pela agdo do
sistema imunoldgico, pulmonar, neurocriptococose, disseminada e cutanea primaria. O diagndstico
laboratorial da criptococose é realizado a partir de métodos que visam a pesquisa do fungo,
identificacdo de sua espécie e obtencdo de informagdes sobre a patogenicidade. A identificacdo
presuntiva pode ser obtida a partir do estudo em preparagfes em tinta nanquim para as capsulas
polissacaridicas ou a realizacdo de testes rapidos da urease, e quando se trata de tecidos as melhores
formas de diagnostico direto sdo as técnicas histopatoldgicas. No imunodiagnéstico é recomendada a
pesquisa do antigeno polissacaridico capsular (CrAg), fundamentado na reacdo de aglutinagdo. Os
testes imunoenzimaticos apresentam uma alta sensibilidade e especificidade. Técnicas moleculares
como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) estdo sendo utilizadas com o tempo para diagndstico
da Criptococose. Conclui-se que uma vez que o paciente esteja infectado o melhor a se proceder é
realizar os exames laboratoriais com o melhor material possivel para um melhor auxilio nas
abordagens, visando uma rapidez no seu resultado, e consequentemente, tratamento do paciente.
Palavras-chave: Criptococose, AIDS, Cryptococcus neoformans, Diagnéstico Laboratorial.

INTRODUGCAO: A Criptococose é uma infeccdo de caréater agudo, sub-agudo ou crénico,
causada por fungos leveduriformes encapsulados do género Cryptococcus. Por ser uma
doenca contraida originalmente pela via respiratoria o foco geralmente é pulmonar, porém
pode se tornar disseminada, afetando outros Orgdos, principalmente o sistema nervoso
(OLIVEIRA, J. C., 2012).

O género Cryptococcus possui cerca de 70 espécies (KURTZMAN et al., 2011 apud
ARAUJO JUNIOR et al., 2015), porém a espécie Cryptococcus neoformans (Cryptococcus
neoformans var. neoformans e Cryptococcus neoformans var. gattii) é passivel de causar o
quadro patologico de criptococose. Estudos comprovam que o habitat desse fungo
encapsulado é o solo e, principalmente, fezes de pombos. Porém as aves ndo desenvolvem
doenca clinica devido a sua temperatura corporal elevada (40°C) impedindo o crescimento dos
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fungos, pois eles necessitam da temperatura em torno de 37°C, tornando-se assim apenas
reservatorios para o microrganismo (SIDRIM & MOREIRA, 1999).

A Criptococose € considerada uma infeccdo oportunista que pode ser fatal para
pessoas com o0 sistema imunoldgico deprimido, como € o caso de pacientes com a Sindrome
da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS). Esses fungos podem ser transmitidos de um
individuo para outro, porém 0 mesmo nao acontece com pessoas imunocompetentes
(TORTORA, G. J.; FUNKE, B. R.; CASE, C. L., 2012)

O Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV), principalmente do tipo 1, infecta 0 nosso
sistema imunoldgico resultando numa progressiva imunossupressdo na maioria das pessoas
ndo tratadas (COHEN & WALKER, 2001), o que acaba implicando numa maior chance

dessas pessoas se infectarem com agentes microbianos.

Cryptococcus neoformans ¢ uma grande causa de doencas em pessoas HIV-positivas.
De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (2015) existem, anualmente,
cerca de 1 milhdo de casos de meningite criptococica em todo o mundo e que acarretam
aproximadamente 650.000 casos de morte. O maior nimero de relatos em pacientes HIV-
positivos acontece na Africa Subsaariana, onde pode haver mais 6bitos por criptococose do

que por tuberculose.

Por ser uma doenca de carater fatal para pacientes imunodeprimidos é necessario se
fazer acompanhamento ao inicio de sintomas relacionados e principalmente a realizacdo do

diagndstico laboratorial.

De acordo com tais pressupostos o presente trabalho teve como objetivos descrever a

etiopatogenia da Criptococose, seu diagnéstico laboratorial, como também a sua importancia.

METODOLOGIA: Foi realizada uma pesquisa bibliografica em livros, periddicos e artigos
cientificos abordando o tema de Criptococose. As palavras-chave utilizadas para encontrar
esses trabalhos foram “Criptococose, Cryptococcus neoformans, AIDS”. Os livro e trabalhos
encontrados datam do periodo de 1999-2017. Os meios de pesquisa utilizados foram o Scielo,
Periodicos da CAPES, Google Académico e a base de dados do LILACS. Foram incluidos 27
artigos disponiveis online na integra e gratuitamente no idioma de publicacéo inglés, espanhol

e portugués.
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RESULTADOS E DISCUSSAO: Existem cinco sorotipos do C. neoformans (A-D) que
estédo correlacionadas com duas variedades do mesmo, a var. gattii (sorotipos B e C) e var.
neoformans (sorotipos A e D), que posteriormente foi evidenciado que deveria ser dividido
em var. neoformans (D) e var. grubii (A), e ha a variedade hibrida AD entre a var.
neoformans e grubii (RIBAS; BAEZA; RIBEIRO, 2011). Evidéncias indicam que a
contaminagdo por esse fungo oportunista acontece por inalagdo do esporo, porém a doenga
ndo se propaga entre humanos. O fungo germina produzindo leveduras encapsuladas, onde
um hospedeiro imunocompetente pode eliminar a infeccdo sem o uso de tratamentos
(WEBSTER & WEBER, 2007).

A cépsula polissacaridica formada pelo C. neoformans é o fator responsavel pela
viruléncia, pois a mesma mascara 0S componentes antigénicos para que o fungo nao seja

fagocitado pelas células de defesa e possa proliferar nos tecidos (DEACON, 2006).

A melanina é dada como outro fator de viruléncia do C. neoformans, protegendo o
mesmo contra estresses fisicos, oxidantes, causar uma menor susceptibilidade a degradacao
enzimética e morte por peptideos microbicidas, além de ter sido constatado que a mesma o
protege contra agentes antifungicos (IKEDA et al., 2003).

As fosfolipases podem, eventualmente, aumentar a viruléncia ajudando o fungo a
penetrar as barreiras fosfolipidicas para se replicar, por exemplo, em amebas como proposto
em estudos (LEVITZ, 2001). As proteinases atuam destruindo imunoglobulinas, proteinas do
complemento, além de degradar tecidos do hospedeiro (CASADEVALL; PERFECT, 1998
apud CAMPOS; BARONI, 2010). Por sua vez, as ureases sao metaloenzimas que catalisam a
hidrélise de ureia para amoénia e carbamato, resultando no aumento do pH. Por ser uma
enzima de importante viruléncia inibidores da urease e vacinas sdo necessarias para uso
clinico (COX et al., 2000).

Epidemiologia: A Criptococose tem como um dos principais agentes etiologicos
Cryptococcus neoformans, isolado de excrementos de pombos e psitacideos, que acomete o

homem, animais silvestres e domésticos. (QUEIROZ et al., 2008).

No estudo de Reolon e colaboradores (2004) foram investigadas 88 amostras de
excretas de pombos em cinco ambientes diferentes na cidade de Porto Alegre (RS) e 100%
das amostras foram positivas para C. neoformans. Mesmo sendo rara, a criptococose pode ser

fatal para hospedeiros imunocomprometidos e possuindo diversas fontes ambientais, estudos
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epidemioldgicos devem ser indispensaveis para a identificacdo de microfocos desse fungo,
para que se possam adotar medidas preventivas.

De acordo com o Ministério da Saude (2016), no Brasil, do ano 2000 até junho de
2016, foram notificados 634.051 casos de Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS).
Anualmente, uma média de 41,1 mil casos de AIDS foram registrados nos Gltimos cinco anos.

Mundialmente, 957.900 casos de Meningite Criptococica ocorrem por ano
aproximadamente, com maior incidéncia na Africa Subsaariana. Uma forma de modificar tal
quadro é amplificar o acesso aos antirretrovirais para o HIV, para reduzir substancialmente o

risco de infeccdo por C. neoformans (PARK et al., 2009).

Em pacientes com AIDS a reativagdo da infecg¢do latente, ou seja, uma forma “nao-
infecciosa” com periodos intermitentes de reativacdo, causa diversos episodios de Meningite
Criptocdcica apresentando uma meningoencefalite com sintomas de mal-estar, dor de cabeca,
febre e, posteriormente, alteragdes visuais e mentais (JARVIS & HARRISON, 2007).

Manifestacdes clinicas: Ao inalar os esporos o organismo pode desenvolver diversos quadros
clinicos, sendo eles: assintomatico (0 pulméo € frequentemente acometido, porém nenhuma
sintomatologia € evidenciada principalmente pela a¢do do sistema imunoldgico), pulmonar,

neurocriptococose, disseminada e cutanea primaria (SIDRIM & MOREIRA, 1999).

O acometimento dos pulmdes é o segundo mais frequente apds o Sistema Nervoso
Central (SNC). Nesse quadro clinico a febre, tosse com expectoracdo mucoide e sintomas
constitucionais como suor noturno, emagrecimento e fraqueza podem estar presentes, ja
derrame pleural acontece em menos de 10% dos casos. E comum essa doenca manifestar-se
como pneumonia (GRUMACH et al., 2008).

Dependendo do hospedeiro, do indculo e da viruléncia, o patdgeno pode disseminar de
forma aguda ou apds um periodo de laténcia para locais extrapulmonares com maior afinidade
pelo SNC. A meningite criptococdcica deve sempre ser incluida nos diferentes diagnosticos
de meningoencefalite aguda ou cronica, ja que os sintomas ndo séo especificos. Os pacientes
apresentam febre, cefaleia, mal-estar, e status mental alterado por semanas. Outros sintomas
menos evidenciados podem surgir como papiloedema, meningismo, paralisia do nervo
craniano e nivel consciente deprimido (BICANIC & HARRISON, 2004).

Tratando-se de pacientes imunodeprimidos essa manifestagdo neuroldgica ocorre de
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forma aguda, apresentado uma elevacdo da carga fungica e sintomatologia bastante variada,
podendo apresentar poucos sinais e sintomas. Ao portador de HIV que apresentar febre,
cefaleia, deméncia progressiva e confusdo mental € necessario suspeitar de meningite
criptococica (BACKES et al., 2016).

C. neoformans produz melanina durante a infeccdo. A sintese dessa melanina requer
lacase, uma enzima que catalisa a polimerizacdo de pigmentos na presenca de certos
componentes. A sintese intracelular da melanina é transferida para a parede celular tornando o
fungo menos suscetivel a antifingicos, fagocitos, radiacdo ultravioleta e outros. C.
neoformans tem um tropismo pelo cérebro que tem sido correlacionado com a presenca de
altas concentracdes de precursores para atividade da lacase nesse sitio (COLOMBO &
RODRIGUES, 2015).

No caso relatado por Pantoja e colaboradores (2009) o paciente possuia criptococose
disseminada com sintomas inicialmente neurologicos por 4 meses, com subsequentes
manifestacdes pulmonares caracterizadas por dispneia e tosse seca, com sintoma final de uma
massa subcutanea em braco direito. J& no caso reportado por Daher e colaboradores (2015) o
paciente tinha febre diaria, diarreia, perda de peso, vomitos, cefaleia e convulsdes
generalizadas. O teste anti-HIV foi positivo. O paciente foi a ébito menos de 24h apés a
admissdo e a autdpsia revelou criptococose disseminada com envolvimento renal grave,

descrito raramente pela literatura.

Diagnostico Laboratorial: O conhecimento do material a ser utilizado para o diagnéstico é
importante para a triagem inicial, desde o exame direto até a escolha dos meios de cultura. A
suspeita clinica, como os dados clinicos do paciente, possibilita a agilidade dos procedimentos
(PEDROSO & CANDIDO, 2006).

O diagnostico laboratorial da criptococose é realizado a partir de métodos que visam a
pesquisa do fungo, identificacdo de sua espécie e obtencdo de informacbes sobre a
patogenicidade. Tais métodos incluem o exame direto a partir de materiais como escamas,
pelos, pele, unhas, pus, escarro, urina, fezes e outras secre¢es que podem ser feitos a fresco.

Exames histologicos e cultura também sdo utilizados (LIMA et al., 2008).

No estudo realizado por Pinto Junior e colaboradores (2006) a urina revelou ser o
espécime clinico mais importante para o diagndstico da forma disseminada sem o

acometimento meningeo e segundo mais importante com 0 acometimento meningeo, e se
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mostrou de grande utilidade por sua fécil obtencdo e menor risco bioldgico. Recomenda-se
uma coleta matinal de trés dias consecutivos e cultivando-o em meio Agar Manitol Salgado
(MSA), que detecta um numero minimo de colonias de C. neoformans pela cor marrom

escura.

A identificacdo presuntiva pode ser obtida a partir do estudo em preparagdes em tinta
nanquim para as capsulas polissacaridicas ou a realizacdo de testes rapidos da urease, ou
ambos. A identificacdo definitiva pode ser dada a partir das provas bioquimicas. Alguns
indicativos como bom crescimento em placas com &gar sangue incubadas entre 35°C e 37°C,
colonias de aspecto mucoide e auséncia de crescimento em meios contendo cicloeximida

indicam a presenca desse fungo (HENRY, 2008).

Como j4 foi abordado anteriormente, ha duas variedades de C. neoformans que podem
ser diferenciadas no momento do diagnéstico laboratorial permitindo uma agilidade no
processo. O meio Canavanina-glicina-azul de Bromotimol (CGB) permite diferenciar as
variedades desse fungo. A interpretacdo dos resultados se da pela coloracdo do meio positivo,
onde a cor amarela ou amarelo-verde indica C. neoformans var. neoformans e a cor azul de
cobalto indica C. neoformans var. gattii (PEREZ et al., 2003).

Quando se trata de tecidos as melhores formas de diagnéstico direto sdo as técnicas
histopatoldgicas, sendo elas: Hematoxilina-Eosina, seu principio implica numa reagédo
tecidual, porém ndo evidencia as estruturas fungicas; Grocott-methenamine silver, pode ser
chamada de impregnacdo pela prata, é a mais sensivel e cora a parede celular dos fungos,
porém possui um alto custo; Mucicarmin de Mayer realiza a diferenciacdo de Cryptococcus
de outros fungos similares em tamanho e forma corando o envelope celular, mas sua limitacdo
implica na insuficiéncia do diagnostico de Cryptococcus deficiente de capsula; Fontana-
Manson, gue evidencia a parede celular por reacdes com pigmentos da melanina, mas possui,
também, um alto custo (GAZZONI; PEGAS; SEVERO, 2008).

No imunodiagndstico da criptococose é recomendada a pesquisa do antigeno
polissacaridico capsular (CrAg), fundamentado na reacdo de aglutinacdo. Os testes
imunoenzimaticos apresentam uma alta sensibilidade e especificidade, utilizando sistemas
policlonais e monoclonais, porém ainda ndo sdo amplamente utilizadas nos laboratorios
(FERREIRA; AVILA, 2011).

O ensaio imunoenzimatico ndo requer um pré-tratamento da amostra e possui uma
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sensibilidade reduzida para o CrAg dos sorotipos C e D. A aglutinacdo em latex querer um
pré-tratamento da amostra com pronase e possui baixa sensibilidade para o CrAg do sorotipo
C. Ja o ensaio de fluxo lateral ndo requer pré-tratamento da amostra e possui alta sensibilidade
para todos o0s sorotipos. Essa técnica usa a combinacdo de dois anticorpos monoclonais, onde
um é altamente reativo com os sorotipos A, B e C, e 0 segundo é altamente reativo com A e
D. Usados juntos esses anticorpos sdo reativos com o CrAg de todos os sorotipos de
Cryptococcus, caracterizando uma vantagem em relacdo ao ensaio imunoenzimatico e a
aglutinacdo em latex (VIDAL; BOULWARE, 2015).

Técnicas moleculares como a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) estdo sendo
utilizadas com o tempo para diagndstico da criptococose em amostras bioldgicas como liquor,
sangue, secrecdes, biopsias e outros. Para realizar o diagnostico é necessario isolar o acido
nucléico da levedura, amplificar o mesmo por PCR e analisar as bandas da eletroforese em gel
de poliacrilamida ou agarose (BACKES et al., 2016).

Outros métodos moleculares para genotipagem de Cryptococcus incluem marcadores
moleculares que utilizam enzimas de restricdo como os Polimorfismos no Comprimento de
Fragmentos de Restricdio (RFLP) e Polimorfismos no Comprimento de Fragmentos
Amplificados (AFLP) (KELLEY et al., 2014).

No estudo realizado por Paschoal e colaboradores (2004) a técnica de PCR apresentou
maior sensibilidade do que outro teste, como 0 exame direto com tinta da China e a cultura.
Apds a extracdo do DNA, a amostra foi amplificada no termociclador com Taq DNA
polimerase e primers com grande especificidade para os sorotipos A, B, C e D. Por ultimo, a
separacdo pela eletroforese foi feita no gel de poliacrilamida. A técnica foi sensivel o bastante
para detectar 1 célula/mL em amostras de LCR.

Estudos clinico-laboratoriais: Spina-Tensini e colaboradores (2017) analisaram amostras
positivas de Liquido Cefalorraquidiano (LCR) ap0s cultura em meios Sabouraud, Niger e
Brain-Heart Infusion (BHI), onde 96% dos pacientes tinham infec¢do por C. neoformans e
apenas 4% infectados por C. gattii. O género masculino se mostrou mais infectado,

totalizando 76% do estudo e 82% dos pacientes eram portadores do HIV.

No estudo de Moreira e colaboradores (2006) as cepas de C. neoformans foram
evidenciadas a partir de amostras de LCR, sangue, secrecdo traqueal e lesdo cutanea, onde

todas foram analisadas por exame direto com e sem tinta da China e cultivadas em Agar
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Sabouraud. De todos os 96 casos, 89 foram identificados como C. neoformans var
neoformans e 7 como C. neoformans var gattii. 81,3% dos pacientes tinham AIDS, e outros

fatores de risco como LUpus eritematoso sistémico, neoplasias, cirrose hepatica e outros.

Fernandes e colaboradores (2000) coletaram 50 amostras de LCR de pacientes com
AIDS, realizando exame direto com tinta da China e cultivo e Agar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol a temperatura ambiente e incubados a 37°C, das quais 47 foram positivas para o
fungo em questdo. J& em outro estudo acerca de micoses sistémicas em pacientes infectados
pelo HIV de 60 amostras, 30 foram positivas para C. neoformans onde o principal sitio de
isolamento foi o LCR, seguido por pulmdo, sangue, urina, linfonodos e medula dssea
(RIBEIRO et al., 2009). Ambos os estudos comprovam o tropismo do C. neoformans pelo

SNC, uma vez que a maioria das amostras positivas foi de LCR.

CONCLUSOES: A Criptococose é uma infeccdo causada pelo género Cryptococcus capaz
de apresentar uma sintomatologia variavel, como manifestagdes pulmonares ou disseminadas.
Em pacientes imunodeprimidos essa patologia € mais severa, principalmente pela viruléncia
que a levedura apresenta (capsula polissacaridica, producdo de melanina, ureases, fosfolipases

e proteinases) que pode mascarar sua presenga no organismo.

A manifestacdo neuroldgica é bastante comum em pacientes com AIDS que sdo
infectados pelo fungo, podendo os mesmos apresentar febre, cefaleia, mal-estar, confusdo
mental e deméncia. Em casos nédo tratados o obito é evidente. Portanto, se faz necessario a

realizacdo de exames laboratoriais que auxiliam no diagndéstico da Criptococose.

O material a ser analisado direciona qual melhor andlise proceder, como escolher o
melhor meio de cultura. As técnicas histopatoldgicas utilizam colora¢fes que evidenciam a
presenca do fungo em tecidos. As técnicas imunoldgicas necessarias incluem ensaios
imunoenzimaticos, aglutinagdo em latex e ensaios de fluxo lateral, sendo este ultimo mais
recomendado devido a sua alta sensibilidade. O diagnostico molecular necessita da PCR e

marcadores moleculares, porém o mesmo nédo é muito implementado por seu elevado custo.

Conclui-se que uma vez que o paciente esteja com Criptococose o melhor a se
proceder ¢ realizar os exames laboratoriais com o melhor material possivel para um melhor
auxilio nas abordagens, visando uma rapidez no seu resultado, e consequentemente,

tratamento do paciente.
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