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Distribuicao de tipos moleculares de Cryptococcus gatlii
no Brasil: uma revisao bibliografica

Distribution of Cryptococcus gattii molecular types in Brazil:
a hibliographic review

RESUMO

Objetivo: Descrever a distribuicao molecular do Cryptococcus gattii no
Brasil por meio de revisao de estudos publicados até 2016.

Fonte de dados: Revisdo bibliografica de estudos publicados até 2016
no sitio DeCS-BVS com os descritores nos idiomas portugués, Inglés e
espanhol. O critério de incluséo foi: abordar resultados de caracterizacao
molecular de C. gattii no Brasil. Critérios de exclusao: artigos sem texto
completo e artigos sem informacoes moleculares de C. gattii.

Sintese de dados: Inclui-se dez publicacdes entre 2008 e 2016 que con-
tém informacoes sobre a caracterizacdo molecular de C. gattii de isolados
encontrados nas quatro regides do Brasil.

Conclusoes: C. gattii ¢ endémico nas regioes Norte e Nordeste do Brasil,
mas pode ser encontrado em fontes primarias nas demais regides. O
tipo molecular mais predominante foi o VGII, responsavel por cerca
de 80% dos casos. VGII apresentou uma alta variabilidade genética. O
VGII encontrado na regido Nordeste é diferente do encontrado na re-
gido Norte.

Palavras-chave: Cryptococcus gattii; Cryptococcus; Criptococose.
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ABSTRACT
Objective: Describe the distribution of Cryptococcus gattii molecular
types in Brazil by reviewing studies published until 2016.

Source of data: Review of studies published until 2016 in the DeCS-BVS
site in Portuguese, English or Spanish. The inclusion criterion was de-
scription of molecular typing of C. gattii isolates obtained in Brazil.
Manuscripts without full text and without molecular information on C.
gattii were excluded.

Synthesis of the collected data: We have included ten publications
ranging from 2008 to 2016 containing information about the molecu-
lar characterization of C. gattii isolates from the four geographic regions
of Brazil.

Conclusions: C. gattii is endemic in the North and Northeast regions
of Brazil, but can also be found in the other regions. The predominant
molecular type was VGII, accounting for about 80% of the cases. VGII
has very high genetic variability. VGII isolates from the Northeast region

are distinct from those found in the North.

Keywords: Cryptococcus gattii, Cryptococcus, cryptococcosis,

INTRODUGAO

A criptococose ¢ uma micose sistémica emergente
e cosmopolita com alta letalidade, responsa-
vel por cerca de 625 mil mortes por ano em
todo o mundo'. E causada por fungos do géne-
ro Cryptococcus, e atinge mais frequentemente
pacientes imunocomprometidos (HIV/AIDS), mas
também imunocompetentes?®. Esses fungos podem
ser adquiridos na infancia e ficar adormecidos por
décadas até que o sistema imunologico do paciente
sofra supressao e a infeccao prospere’.

Tradicionalmente se consideram de importan-

cia médica somente as espécies C. neoformans e
C. gattii. Essas podem ser diferenciadas por téc-
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nicas microbioldgicas, sorologicas e moleculares.
O método microbiolégico tradicional mais usado
é 0 meio canavanina-glicina-azul de bromotimol
(CGB), meio em que C. gattii degrada creatina em
amonia e leva a alcalinizacdo e mudanca de cor.
Reagentes sorolégicos baseados em anticorpos po-
liclonais de coelho permitem diferenciar as espé-
cies de interesse médico em sorotipos A, D e AD
(C. neoformans) e B e C (C. gattii)*. Essas duas
estratégias tradicionais de classificacao tém limita-
coes severas por ndo diferenciarem entre subtipos
epidemiologica e clinicamente distintos e também
por dependerem de reagentes nao disponiveis mais
comercialmente.
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Ao longo das duas ultimas décadas, foram en-
tao substituidas por métodos moleculares, que
permitem uma caracterizacao muito mais precisa
dos isolados. Dentre eles, quatro apresentam
resultados correspondentes: 1- PCR — fingerprin-
ting (PCR — m13)’; 2- RFLP (restriction fragment
length polymorphism) do gene URA5®; 3- AFLP
(amplified fragment length polymorphism)’; e 4-
MLST (multi-locus sequence typing) para a am-
plificacao dos genes URAS5, CAP59, GPD1, LAC1,
PLBI, e regiao IGS1®.

Hagen et al. (2015)°, a partir de dados de filogenia
molecular, sugeriram que as diferencas genéti-
cas sdo tao importantes que C. neoformans seja
dividida em duas espécies - C. neoformans e C. de-
neoformans - e que C. gattii seja dividida em cinco
espécies - C. gattii, C. bacillisporus, C. deuterogat-
tii, C. tetragattii e C. decagattii. Uma clara defini-
cao filogenética favorecera, ao longo do tempo, que
espécies mais virulentas sejam identificadas mais
rapidamente, melhorando o prognostico e a efica-
cia do tratamento.

Quadro 01
Nomenclaturas moleculares das principais
AFLP! MLST? Sorotipo
AFLP-1 VNI A
AFLP-1Ae 1B VNII A
AFLP-3 A AD
AFLP-2 VNIV D
AFLP-4 VGI B
AFLP-6 VGl B
AFLP-5 VGl B
AFLP-7 VGIV C
AFLP-10 VGIV/VGllic C

espécies

C. neoformans intervariety hybrid

C. neoformans var. neoformans

patogénicas do Cryptococcus.

Espécie (sensu latu)®

género
Espécie (sensu strictu)*
C. neoformans var. grubii C. neoformans
C. neoformans var. grubii C. neoformans

C. deneoformans hybrid

C. deneoformans

Cryptococcus gattii Cryptococcus gattii
. Cryptococcus
Cryptococcus gattii T
Cryptococcus gattii Cryptococcus Bacillisporus
. Cryptococcus
Cryptococcus gattii fetragati
Cryptococcus gattii Cryptococcus decagattii

Adaptado de Hagen et al, (2015)° e Meyer et al, 20117
"Amplified fragment length polymorphism.
2Multilocus sequence typing.

3Definigéo de espécie anterior a proposta por Hagen et al, (2015)°. Sdo consideradas somente duas espécies no complexo C. neoformans / C. gattii.

Para facilitar a compreenséo, neste trabalho,
usaremos a nomenclatura tradicional que mantem
o conceito de duas espécies C. neoformans e C.
gattii e seus tipos moleculares, pelo método MLST
de Meyer et al, (2009)®. Nesta classificacao as duas
espécies definidas mais amplamente (sensu latu)
sao separadas em dois grupos, ambas com quatro
genotipos distintos: C. neoformans: VNI-VNIV; e
C. gattii: VGI-VGIV. E ainda usaremos a subdivisao
do VGII em trés genotipos: VGlla, VGIIb e VGlIc.

A criptococose causada por C. gattii é endé-
mica nas regides Norte e Nordeste do Brasil,
apresentando forte associacio com SNC em adultos
jovens e criancas'!. Casos de C. gattii encontrados
nas demais regides do pais, frequentemente sao
em pessoas oriundas das regides endémicas. Para
o profissional que lida com os pacientes, o diag-

4Definigdo de espécie proposta por Hagen et al, (2015).

nostico da criptococose causada por C. gattii é
desafiador por ocorrer em pessoas frequentemente
imunocompetentes e em faixas etarias distintas do
jovem adulto que normalmente desenvolve crip-
tococose associada a AIDS. Portanto, a caracteriza-
¢do molecular do agente em distintas regides geo-
graficas do Brasil pode favorecer tanto o trabalho
de profissionais que lidam diretamente com os
pacientes quanto a melhoria nas politicas publicas
de satude para o enfrentamento da doenca. Tendo
isso em mente, o objetivo da presente revisao é
sumarizar estudos, publicados até 2016, de carac-
terizacdo molecular de C. gattii no Brasil.

Com. Ciéncias Saude. 2016; 27(2):159-166
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METODOLOGIA

Tratou-se de uma Revisao bibliografica com
pesquisa no sitio DeCS-BVS com os descritores:
criptococose, Cryptococcosis, Critococosis e cryp-
tococcus.

Foram encontrados 6.380 artigos assim distribui-
dos: 376 no LILACS, 5.904 no MEDLINE, 37 no
ADOLEC, 03 no MedCarib e 70 no IBECS. Com a
palavra Brazil/Brasil minimizou-se para 207, e com
mais um refinamento pelo termo Cryptococcus gat-
tii, restaram 30 artigos, dentre eles, 10 artigos con-
tinham as informacdes objeto desta revisao.

Os critérios de exclusao foram: artigos sem texto
completo, artigos sem informacoes moleculares do
Cryptococcus gattii.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Foram utilizadas dez publicacdes entre 2008 e
2016 que contém informacoes sobre a caracteri-
zacao molecular de isolados de C. gattii obtidos no
Brasil, conforme sistematizado no quadro 2.

Quadro 2

Caracterizacdo Molecular de Cryptococcus gattii em

10 estudos realizados no Brasil entre 2008 e 2016.

HIV(-): Cg 19 (65,5%).

- Cg foi o principal agente causador de
meningite nos pacientes HIV-negativos
e ocorreu também em dois pacientes

Santo gglgsnﬂ'f‘::s PCR-fingerprintinge ~ HIV(+): Cg 2 (14,3%); HIV-positivos.
et al. (2008) ™ 2003-2007 URAS- RFLP Cg VGl 3 (5,4%). - Alta frequéncia de meningite criptocdcica em
: Cq VG 25 (44,6%). criangas HIV-negativas.
- VGl foi o principal agente causador em casos
de C. gattii.
- Cg predominou na macro regido norte
443 isolados de URA5 -RFLP & 123 Cg = 84 humanos, 02 - VGII & endémico nesta regido, onde é
Trilles todas as reaides PCR-fingerprinting animais e 37 ambientais responsavel por 89% das infeccdes por Cg e
et al. (2008) "' o g microssatélites fago VGII 21%; VGIIl 4%; VGI 36/37 isolados ambientais no NM.
: M13 3%;VGIV 0. - VGIl na macro-regido sul é 43% das infeccdes
por Cg
220 isolados
ambientais ) : ; o,
Costa SPSE Hospital Jodo de PCR — RFLP do gene Cg VGlIl foi encontrado em gg mlen?n\tﬁ?o em p(r)t('ellt:a LS
(2008) Barros Barretos URAS 0cos de arvores - VT € Lg Vall compa '. aram 0 mesmo
— Belém-PA - nicho em um oco vegetal;
2004-2005
Luvizotto et a g; (j:()-laHdgsdﬁa(l]lie Multiplex-PCR Tecido cerebral e Multiplas lesGes cerebrais e um grande nddulo
i ' : p Com MVA 009 (ATCC pulmonar: pulmonar
(2009) Ensino da UNESP - . .
Aragatuba- SP 24066) 1 Cg VGIV -Primeiro caso de Cg em caprinos no Brasil.
- A deteccéo do tipo Cg VGIl em uma cavidade
Costa 07 amostras de URAS-RFLP de uma érvore na cidade de Belém reforca
madeira e 04 de I - que este tipo molecular merece maior
il " fezes de pombos Gn VNI-VNIV Madira: 10g VG atengdo em outras partes da Amazonia
(2009) em Belém-PA Cg VGI-VGIV brasileira, bem como em outros paises da
América do Sul
URA5 -RFLP, de acordo ; . : ;
etal, Instituto Fernandes ~ 2003. Padrdes de Cg VGl Pode estar havend di inacao d ’
(2010)™® Figueira em 2005 RFLP com estirpes de - 1006 estar havendo uma disseminagao da
R doenga em regioes nao endémicas.

Com. Ciéncias Saude. 2016; 27(2):159-166
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63 isolados do PI,
MA e PA Instituto de

Genotipagem por
analise URA5-RFLP

Cq VGII 24 (38,1%).
Dos 37 HIV(+):

- 37,4% dos pacientes Cg morreram;
- 01 paciente com Cg VGI no Pard, caso raro no
pais, mais comum no Canada e Paises Baixos.

Martins et al. Doengas Tropicais  com cepas de Cg VGl 3 (8,1%) - Cg sAo isolados com frequéncia de ocos de
e ; L - L
(2011) Teresina-Pl referéncia para Cg: Cg VGI 1 (2.7‘.%) arvores no Piaui. Alrbeglao tembas condlgqe§
2008-2010 VG VGl VGl e VGI. Dos 26 HIV(-): necessarias para albergar ambas as espécies.
Cg VGII 21 (80,8%). - A distribuicdo de Cg pode ser muito mais
ampla do que documentado atualmente.
. - - A baixa taxa de Cg obtida em nosso estudo
gggﬁg#g:?édzsc%ia pode ter ocorrido porque esta espécie ndo
71 isolados de mi(r]ﬂssatélite ze fago SEEEDGH ST A7 250 AVt
62 do hospital N13 e da sequéncia ambientais recolhidas a partir de fezes
Souza p , 0d SEq q de pombos e materiais associados com
etal. (2013)" LA e e e ) as érvores de eucalipto de Goiania-GO
: Tropicais de Goias: ~ microssatélite (GACA) Kobavashi et al. 2005 encontrou 41 ’
2009-2010 4 como iniciadores A !

Gnicos nas reagdes de
PCR-fingerprinting

Cryptococcus, os quais todos foram
identificados como C. neoformans var. grubii.
Sorotipo A.

111 isolados da
Colegéo de Fungos

Tipagem molecular.

85 VGII.
47 STs descritos somente
no Brasil.

ST20 (VGlla) foi 0 mais
frequente.

As cepas C. gattii VGIl brasileiras estudadas
apresentam uma alta variabilidade genética,
sendo a maior até agora registrada em estudos
mundias similares;

- 0s subtipos VGlla e VGllb, relacionados a
epidemia em Vancouver, foram identificados
na regido norte do Brasil, mas ndo nas
demais regioes brasileiras, indicando um
perfil regional peculiar, vinculado a Amazonia;

- A subpopulacao de VGIl analisada na regido

T Patogénicos (CFP) (“j”eﬂu?gni?a%ggﬁfsg ST5 (VGllb)foi 0 segundo N, caracteristica do semidrido, mostrou-se
19 do IPEC/FIOCRUZ * mais frequente. distinta da regido N e demais regides
(2013) existente desde A0, it L VGllc ndo foi encontrado brasileiras;
. S0D1 e URAS) e da NP —
1960 0GISOIAM0SSS | s, S no estudo. - A hipotese de que a epidemia de Vancouver
enviados do Piaui ' 26 \/GI ndo foi objeto do é proveniente de uma populacéo altamente
estudo. recombinante de C. gattii VGl originaria
VGIII: no foi encontrado. do Norte do Brasil e, a partir desta regi&o
VGIV: ndo foi encontrado. amaz0nica, linhagens recombinantes teriam
se dispersado para areas temperadas
causando infecgbes em humanos e animais
susceptiveis foi reforcada com os resultados
deste estudo mostrando a presenca dos
subtipos VGlla e VGIIb.
- Elevada variabilidade genética entre
VGII. Todas as regides brasileiras
] ] apresentaram alta diversidade de haplétipos,
lﬁ,:iclzglaedos Tipagem molecular. com a maior encontrada na regido Nordeste
ambientais de Cg MLST de 06 genes 81 MLST. - Acontecem eventos de recombinagio na
VGII. Sendo 145 gﬁgfumﬂa |(3(|)_/-|;F1’59 02 grupos principais de populagdo VGII brasileira explicando a alta
Souto Coleci e FUNOOS g 'a gy ga Lo dversidade.

etal, (2016)%

Patogénicos (CFP)
do IPEC/FIOCRUZ
existente desde
1980 e 42 Sts
publicadas no Brasil
e outros paises

regido IGS. Filogenia
para comparar as
populagdes brasileiras
com os outras
estudadas

VGlla (ST20) e VGllb (ST7).

Apenas 01 VGlic (ST272).

Subtipos mais frequentes:

ST40; ST20 s STH

- VGlla - importante no surto em Vancouver e
VGllb -presente no surto de Vancouver foram
encontrados no norte do Brasil

- A deteccéo de alta diversidade genética
entre VGl pode dar origem a cepas altamente
virulentas nas regioes N e NE do Brasil

- VGII é um pat6geno multi-hospedeiro,
sobrevivendo e se adaptando a novos habitats

Fonte: Quadro construido a partir de informagdes do LILACS.Uma primeira informag&o importante que esses trabalhos mostram é que a distribuigéo geografica de
espécies e tipos moleculares do género Cryptococcus no Brasil € bastante distinta. Nas regides Norte e Nordeste, uma grande proporgéo dos pacientes com criptococose
é infectada por C. gattii, enquanto nas regides Sul e Sudeste a maior parte é de C. neoformans. Dentre os isolados de C. gattii, o tipo molecular mais comum foi o VGIl.
Este tipo corresponde a 76,5% dos 111 isolados de C gattii de todo o Brasil tipados por Souto (2013)"°. Essa proporgdo é ainda maior na macrorregio Norte do Brasil
(89%), ficando em torno de 40% na macrorregido Sul''. Apesar de ser mais frequente nas regides Norte e Nordeste, C gattii também pode ser encontrado mais ao Sul do
Brasil tanto em imigrantes quanto em casos autdctones, sem nenhuma evidéncia de viagem as regioes onde esta espécie é endémica’.

Com. Ciéncias Saude. 2016; 27(2):159-166
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Além de isolados clinicos, varios estudos tam-
bém tiparam molecularmente isolados de C. gat-
tii obtidos de animais e de fontes ambientais.
Baltazar e Ribeiro (2008)?! encontraram dois
isolados de C. gattii em arvores de floresta atlan-
tica no norte do Espirito Santo; Costa (2008)"
analisou 220 isolados ambientais, coletados entre
2004 e 2005 em Belém do Para, encontrando C.
gattii em poeira domiciliar e em ocos de arvores.
Encontrou também, em um mesmo oco de arvore
C. neoformans VNI e C. gattii VGII partilhando do
mesmo nicho. Cogliati (2013)** também encontrou
o compartilhamento de nicho ecolégico entre C.
neoformans e C. gattii em amostras de madeira em
decomposicao e solo. A forte associacao de C. gattii
com drvores e material vegetal em decomposicio
pode ser bastante util para profissionais que lidam
com o diagnéstico clinico da criptococose.

A criptococose ¢ fortemente associada a pandemia
de AIDS, acometendo na maioria das vezes homens
jovens HIV-positivos com contagem de linfocitos
CD* bastante reduzida. A criptococose causada por
C. gattii, entretanto, é bastante diferente clinica-
mente e epidemiologicamente®’. Talvez o exemplo
mais estudado seja o do surto de C. gattii na costa
oeste do Canada e Estados Unidos, com mais de
uma centena de casos registrados ao longo dos
ultimos 15 anos**. Frequentemente esses casos
ocorrem em pessoas imunocompetentes; criancas
e adultos sdo bastante afetados, em contraste com
a distribuicéo etaria de casos de meningoencefalite
por C. neoformans associada a AIDS; manifestacoes
fora do sistema nervoso central, como pneumonia,
também sao bem mais frequentes com C. gattii*.
Estas diferencas dificultam bastante o diagnostico
clinico da criptococose causada por C. gattii.

Com. Ciéncias Saude. 2016; 27(2):159-166

CONCLUSAO

C. gattii é endémico nas regides Norte e Nordeste
do Brasil, mas pode ser encontrado em fontes
primarias nas demais regides. O tipo molecular
mais predominante no Brasil é o VGII, respon-
savel por cerca de 80% dos casos, apresentando
uma alta variabilidade genética. Como C. gattii
frequentemente causa doenca grave em pessoas
aparentemente imunocompetentes e em idades
ndo comumente associadas a alto risco de AIDS,
profissionais de satide devem manter um grau de
suspeicao e solicitar exames diagnosticos especifi-
cos para criptococose em casos de meningoence-
falite e pneumonia mesmo em pacientes em que
a possibilidade de infeccao pelo HIV seja remota.
Gestores de sistemas de satide também devem
levar em consideracao a existéncia deste patoge-
no negligenciado no Brasil, a fim de prover aos
profissionais de laboratérios clinicos e de satde
a infraestrutura necessaria para diagnostico em
tempo adequado e tratamento antiftngico.
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