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ainda mais pelo tema.

Seguindo o entusiasmo da Dra. Cassia Miranda de Godoy, médica
infectologista do HDT, ingressei na Rede Criptococose Brasil (RCB), visando aprender
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Brasil, a RCB foi constituida em 2011, na Fiocruz (RJ), com o objetivo de agregar um
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sobre criptococose, cooperagdo em projetos de pesquisa, formagdo académica e
melhoria nos servicos de saude. A RCB atualmente conta com a adesdo de
profissionais de saude e pesquisadores de universidades, institutos de pesquisa,
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S&o Paulo, Parana, Santa Catarina, Goias, Mato Grosso do Sul, Bahia, Ceara, Piaui,
Minas Gerais, Roraima e Distrito Federal.

O subprojeto CRAG “Detecgdo de antigenemia criptocécica em Aids”, despertou
meu interesse. O mesmo é desenvolvido em diferentes centros no Brasil e busca o
diagnostico precoce e deteccdo de antigenemia criptococica em Aids, utilizando uma
técnica imunocromatografica inovadora, de facil armazenamento e realizagao,
denominada Lateral Flow Assay (LFA). A opgao de um diagndstico precoce, rapido e
gue pudesse alterar a realidade vivenciada — de diagnéstico tardio e complicagcbes —
foi o fator decisivo para que eu aceitasse participar do Projeto CRAG em Goiéania. O
mesmo teve inicio em 2015, com prazo inicial de recrutamento de dois anos. Foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HDT em abril de 2015. Inicialmente o
financiamento dos kits diagndsticos foi realizado pela Fundagdao Osvaldo Cruz (RJ).
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incentivou-me a ingressar como professora efetiva do IPTSP UFG em abril de 2018.

Espero contribuir para a melhoria do atendimento, diagndstico e manejo de
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rastreamento com teste antigénico criptocécico na rotina do Sistema Unico de Saude.

Por fim, esta dissertacao de conclusdo de mestrado foi elaborada em modelo
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RESUMO

Introdugao: A criptococose é uma infec¢cdo oportunistica grave, causada pelos
complexos de espécies Cryptococcus (Cryptococcus neoformans e Cryptococcus
gattii). Acomete individuos imunocomprometidos, incluindo aqueles com Aids. A
detecgdo do antigeno criptocécico (CrAg) na populagdo portadora de HIV com
contagem de CD4 <100 ou <200 células / mL tem sido recomendada pela Organizagao
Mundial da Saude desde 2011 Objetivos: Estimar a prevaléncia e avaliar fatores
associados com a positividade de antigenemia criptocdcica em pessoas com Aids em
Goias, regido Centro-Oeste. Metodologia: Estudo transversal, que avaliou adultos
portadores de HIV, com contagem de linfécitos T CD4 <200 céls/mL, sem historia
prévia de criptococose, independente do uso de terapia antirretroviral (TARV), tempo
de diagndstico ou sintomas, atendidos em hospital de referéncia em doengas
infecciosas em Goiania, Goias, de junho de 2015 a julho de 2018. Foram investigadas
caracteristicas demograficas, clinicas e laboratoriais por meio de entrevista com os
participantes e revisao de prontuarios. O teste CrAg foi realizado pela técnica Lateral
Flow Assay (Immuno-Mycologics Inc®, Norman, Oklahoma). Estimou-se a
prevaléncia de antigenemia criptocécica com Intervalo de Confianca de 95% (IC95%).
Foram utilizados Teste Qui-quadrado ou Teste exato de Fisher para comparar
variaveis categoricas e Teste T para variaveis continuas. O nivel de significancia foi
estabelecido em p<0,05. Resultados: 214 individuos participaram do estudo, dos
quais 72% eram homens. A idade dos participantes variou de 18 a 78 anos (mediana
de 40 anos), 47% tinham diagndstico recente de HIV (€12 meses), 88,8% (n= 190)
com uso préevio de TARV, dos quais 51,4% (n=110) em uso regular de TARV nos
ultimos trés meses. A carga viral era indetectavel em 25/214. Os valores de CD4
variaram de 1 a 199 céls/mL (mediana de 47 céls/mL). A prevaléncia global de CrAg
foi 7,9% (IC95% 4,7-12,4), sendo 7,5% (12/159) no grupo com CD4 <100 céls/mL e
9,1% (5/55) no grupo com CD4 101 a 199 céls/mL. N&o houve diferencas
estatisticamente significantes entre caracteristicas socio demograficas, clinicas ou
laboratoriais para predicdo de positividade do CrAg (p >0,05). Conclusao: A
prevaléncia de criptococose na Regido Centro-Oeste, estimada por método antigénico
em populagdo HIV com CD4 <200 céls/mL ¢ alta, considerando-se o ponto de corte
para custo efetividade da rotina de rastreamento com CrAg. Nao foram identificados
fatores clinicos ou laboratoriais que possam auxiliar na predicdo de positividade, o que
corrobora aimplementagao do rastreamento global de CrAg em regides semelhantes.

Palavras-chave: Prevaléncia; Criptococose; Aids; Meningite Criptocdcica;
Imunocromatografia; Antigenos Fungicos.
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ABSTRACT

Introduction: Cryptococcosis is a severe opportunistic infection caused by
Cryptococcus species complexes (Cryptococcus neoformans and Cryptococcus
gattii). It targets immunocompromised individuals, including those with AIDS.
Cryptococcal antigen (CrAg) detection in HIV population with CD4 counts <100 or <200
cells/mL has been recommended by the World Health Organization since 2011 in areas
with CrAg prevalence >3%. Objectives: To estimate the prevalence and to evaluate
associated factors to CrAg positivity in AIDS population in Goias, Midwest of Brazil.
Methodology: A cross-sectional study, which evaluated HIV-infected adults, with a
CD4 T-cell count <200 cells/mL, without previous history of cryptococcosis, regardless
of the use of antiretroviral therapy (ART), time of diagnosis or symptoms, attended at
an infectious diseases reference hospital in Goiania, Goias, from June 2015 to July
2018. Demographic, clinical and laboratory characteristics were investigated through
interviews with the participants and review of medical records. The serum CrAg test
was performed by the Lateral Flow Assay technique (Immuno-Mycologics Inc®,
Norman, Oklahoma). The prevalence of cryptococcal antigenemia with confidence
interval of 95% (95%CI) was estimated. Chi-square test or Fisher's exact test were
used to compare categorical variables and T-test for continuous variables. The level of
significance was set at p <0.05. Results: Of the 214 individuals recruited, 72% were
men ranging in age from 18 to 78 years (median, 40 years). HIV diagnosis was recent
in 47% (<12 months) and 88.8% (n=190) were antiretroviral experienced, of which
51.4% (n=110) were taking this regularly in the previous 3 months. Viral load was
undetectable in 25/214. CD4 values ranged from 1 to 199 cells/mL (median, 47
cells/mL). The overall prevalence of CrAgwas 7.9% (95%CI 4.7-12.4); 7.5% (12/159)
in those with CD4 <100 cells/mL and 9.1% (5/55) in those with CD4 101 to 199
cellsi/mL. There were no statistically significant differences between
sociodemographic, clinical or laboratory characteristics to predict CrAg positivity (p>
0.05). Conclusion: The prevalence of cryptococcal antigenemia in an HIV population
with CD4 <200 cells/mL from Midwest Brazil is high, above the cut-off point for the
cost-effectiveness of CrAg screening. No clinical or laboratory factors could predict
positivity, corroborating the need for universal screening for CrAg in severely
immunosuppressed individuals infected with HIV in similar regions.

Key words: Prevalence; Cryptococcosis; AIDS; Cryptococcal Meningitis;
Immunochromatography; Fungal Antigens.
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1 INTRODUGAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 Contextualizagao

Cryptococcus spp. sao fungos encapsulados, basidiomicotas, de distribuigao
cosmopolita (PERFECT, 2015). Apesar de existirem mais de 30 espécies do género
Cryptococcus, as duas espécies principais, responsaveis pela grande maioria das
infecgdes em humanos, fazem parte dos chamados complexos de espécies
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti. Estas espécies foram previamente
classificadas em trés variedades: C. neoformans var. neoformans, C. neoformans var.
grubii e C. neoformans var. gattii (CHAYAKULKEEREE; PERFECT, 2006).

Conforme descricdo do Consenso Brasileiro em Criptococose (GRUPO DO
CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008), esta micose abrange duas entidades
distintas do ponto de vista clinico e epidemiolégico:

“ a criptococose oportunista, cosmopolita, associada a condigbes de
imunodepressao celular causada predominantemente por Cryptococcus

neoformans;

- a criptococose primaria, de hospedeiro aparentemente imunocompetente,
endémica em areas tropicais e subtropicais, causada predominantemente por

Cryptococcus gattil”.

O Cryptococcus emergiu como um importante patégeno oportunista apds o
aumento de populagdes imunodeprimidas (PERFECT, 2015). A criptococose acomete
principalmente pessoas com comprometimento da imunidade celular, como os
portadores de neoplasias hematoldgicas, receptores de transplantes de 6rgaos
sélidos, usuarios cronicos de corticosteroides ou quem recebe outro tipo de
imunossupressao (MITCHELL; PERFECT, 1995). Apds o surgimento da aids, a sua
incidéncia aumentou dramaticamente, tendo sido descrito que a infeccédo pelo Virus
da Imunodeficiéncia Humana (HIV) estava associada a mais de 80% dos casos de
criptococose (PERFECT, CASADEVALL, 2002), chegando a 95% em um estudo
brasileiro retrospectivo realizado no Rio Grande do Sul (LEAL et al., 2008).

Na era previa a terapia antirretroviral (TARV) altamente ativa (HAART - Highly
Active Antiretroviral Treatment), a infeccdo criptocdcica tornou-se uma importante
infecgdo oportunistica e uma das principais causas de morte em pessoas infectadas

pelo HIV, a medida que as contagens de linfécitos T CD4 (LT CD4) caiam abaixo de
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100 céls/mL (PERFECT, CASADEVALL, 2002). Embora o aumento do uso de HAART
tenha sido associado a uma menor incidéncia de casos de criptococose em paises
desenvolvidos (DROMER et al.,, 2004), a sua incidéncia e mortalidade ainda s&o
extremamente altas em certas areas, em especial na Africa (BAMBA et al., 2012;
DZOYEM et al.,, 2012; ALEMU et al., 2013). Uma mudanga nas caracteristicas de
individuos com meningite criptocécica vem ocorrendo, visto que, apesar da
disponibilidade da testagem e do tratamento antirretroviral, os pacientes ainda se
apresentam tardiamente, se recusam a tratar ou encontram-se em falha terapéutica
(JARVIS; HARRISON, 2016; RHEIN et al., 2016; SCRIVEN; LALLOO; MEINTJES,
2016).

A Organizagdo Mundial da Saude (OMS), desde 2011, tem recomendado o uso
da detecgdo de antigenos de Cryptococcus em individuos infectados pelo HIV que
apresentem CD4 baixo e que sejam assintomaticos do ponto de vista neurolégico
(WHO, 2011; RAJASINGHAM; MEYA; BOULWARE, 2012). Esta estratégia foi
inicialmente recomendada para regidées com prevaléncia de criptococose maior que
3%, permitindo identificar precocemente individuos com doenga criptocdcica, até
mesmo em estagio subclinico (WHO, 2011, 2018).

Estudos tém demonstrado que esta estratégia € custoefetiva em diversos
cenarios (KAPLAN et al., 2015), inclusive no Brasil (VIDAL et al., 2016), incluindo
locais que apresentem prevaléncia tao baixa quanto 0,6% (JARVIS et al., 2013), muito
menor que o valor inicialmente sugerido como ponto de corte pela OMS.

Até o presente momento, existem poucos estudos sobre a prevaléncia dessa
doenca no Brasil. Em sua maioria, os estudos brasileiros sao: de revisao
(PAPPALARDO; MELHEM, 2003), séries de casos (PAPPALARDO; PASCHOAL;
MELHEM, 2007), observacionais (LEAL et al., 2008; LINDENBERG et al., 2008;
SOUZA et al, 2013; AGUIAR et al,, 2017; NUNES et al., 2018), de avaliagdes
ambientais (NISHIKAWA et al., 2003), de avaliagdo molecular ou sorotipagem
(LACAZ; RODRIGUES, 1983; HORTA et al., 2002; OHKUSU et al., 2002; BARRETO
DE OLIVEIRA et al., 2004; IGREJA et al., 2004; MARTINS et al., 2007; TRILLES et
al., 2008), de suscetibilidade antifungica (SOUZA et al., 2005; MORALES, 2009) e de
dados provenientes do Sistema de Informagcdo do Ministério da Saude (MS)
(SOARES, 2015). Ao serem consideradas informagdes sobre a prevaléncia de

antigenemia criptocécica no Brasil, os dados sao ainda mais escassos, sendo apenas

Introdugéo 2



um da Regido Centro-Oeste, variando de 2,6% (COSTA et al., 2013) a 13,9% (NEGRI
et al., 2017).

1.2 Histérico e Taxonomia de Cryptococcus spp.

Os fungos atualmente classificados como pertencentes ao género
Cryptococcus foram descritos pela primeira vez por Francesco Sanfelice em 1884, na
ltalia, em amostra ambiental de suco de péssego. Ele nomeou a levedura de
Saccharomyces neoformans, por causa de sua forma rara em colénia. A primeira
descrigado como um patdégeno humano foi realizada no mesmo ano, pelo patologista
Otto Busse e o cirurgiao Abraham Buschke, quando isolaram uma levedura
semelhante a Saccharomyces de um tumor sarcomatoso presente em tibia de uma
mulher jovem (ANTINORI, 2013; KWON-CHUNG et al., 2014).

Em 1914, Versé descreveu seu reconhecido neurotropismo em um caso de
meningoencefalite. Em 1916, Stoddard e Cutler descreveram a patogénese da
infecgdo no sistema nervoso central (SNC), relatando pela primeira vez a presenga da
capsula polissacaridica, que € uma estrutura propria desta levedura (KWON-CHUNG
et al., 2014). O Cryptococcus ja recebeu varios nomes: Saccharomyces neoformans,
Cryptococcus hominis e Torula histolytica. No Brasil, as primeiras descrigbes de
criptococose em isolados clinicos foram realizadas por Carlos da Silva Lacazem 1941
e por Floriano de Almeida em 1944 (REIS-FILHO et al.,, 1985; PAPPALARDO;
MELHEM, 2003; PERFECT, 2015).

Por varias décadas, as variantes de C. neoformans foram agrupadas em cinco
sorotipos, baseados em sua estrutura capsular (A, B, C, D e AD). Posteriormente, foi
proposto que existiiam duas variedades: Cryptococcus neoformans var. neoformans
(sorotipo D) e Cryptococcus neoformans var. grubii (sorotipo A) e outra espécie,
Cryptococcus gattii (sorotipo B e C) (KWON-CHUNG, 1976; PERFECT,
CASADEVALL, 2002; KWON-CHUNG et al., 2014).

O estudo pioneiro de Lacaz e Rodrigues (1983), sobre sorotipagem de
Cryptococcus no Brasil, mostrou que a maioria (64%) das 25 amostras bioldgicas
pertenciam a variedade C. neoformans sorotipo A, seguido de B e D. A espécie C.
gattii € endémica no nordeste do Brasil, sendo responsavel por 71% dos casos nesta
regido (LACAZ; RODRIGUES, 1983).

Em 2005, estudos filogenéticos demonstraram distingdo e divergéncia entre as

variedades gattii e neoformans, com novas propostas de nomenclatura, por
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constituirem grupos monofiléticos distintos (BOEKHOUT et al., 2001). A classificagéo
baseada em marcadores moleculares discrimina oito tipos moleculares (ou gendétipos)
predominantes. Assim, Cryptococcus neoformans corresponde a quatro gendtipos:
VNI, VNI, VNIl e VNIV com sorotipos A, AD ou D; e Cryptococcus gattii corresponde
aoutros quatro genétipos: VGI, VGII, VGIIl e VGIV com sorotipos B ou C (BOEKHOUT
et al., 2001; TRILLES et al., 2008; KWON-CHUNG et al., 2014).

Em geral, os tipos moleculares mais comumente encontrados no Brasil sdo VNI
(64%) e VGII (21%), seguido por VNIl (5%), VGIIl (4%), VGI e VNIV (3% cada) e VNIl
(<1%), sendo VGII mais comum na regido Norte-Nordeste e VNI na regido Sul-
Sudeste (TRILLES et al., 2008).

Ha relatos ocasionais de infec¢gdes por diversas espécies nao-neoformans,
como Cryptococcus laurentii. Entretanto, para que se defina a casualidade entre a
doenga por outras espécies de Cryptococcus spp., SAo0 necessarias comprovagao
histopatoldgica rigorosa e o crescimento em cultura (PERFECT, 2015).

Recentemente, foi proposto que C. neoformans fosse dividido em duas
espécies separadas (C. neoformans e C. deneoformans) e C. gattii em outras cinco
espécies, com base em uma andlise filogenética de 115 isolados. De acordo com
Hagen et al. (2015), as espécies recém-delimitadas diferem em aspectos de
patogenicidade, prevaléncia para grupos de pacientes, bem como aspectos
bioquimicos e fisioldgicos, como suscetibilidade a antifungicos, podendo ser
diferenciadas pela técnica de MALDITOF (Matrix Associated Laser Desorption-
lonization - Time of Flight) (HAGEN et al., 2015; KWON-CHUNG et al., 2017). Kwon-
Chung et al. (2017), entretanto, recomendam manter o uso da denominac&o
“‘complexo de espécies Cryptococcus neoformans” e “complexo de espécies C. gattii”
por ser uma estratégia que reconhece a diversidade genética sem criar confusdo. Isto
porqué, de acordo com este grupo, ndo ha diferengas biolégicas entre os clados e
inexiste um consenso de que a sequéncia genética sozinha pudesse delinear uma
espécie ou criar novas. Portanto, a classificacao historicamente utilizada ainda seria
valida para descrever as diferengas em epidemiologia, patogénese e caracteristicas
clinicas (KWON-CHUNG et al., 2017). A Figura 1 descreve as mudangas de

nomenclatura do complexo Cryptococcus e as classificagdes referidas.
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Figura 1 - Mudangcas em nomenclatura de Cryptococcus spp. e proposta atual.

RFLP - Restriction Fragment Length Polymorphism; AFLP - Amplified fragment length polymorphism fingerprinting; MLST - Multi-locus sequence typing.

Fonte: Adaptado de (HAGEN et al., 2015; KWON-CHUNG et al., 2017)
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1.3 Ecologia e Ciclo de Vida de Cryptococcus spp.

Os fungos dos complexos Cryptococcus sao saprofitos na natureza, sendo os
do complexo C. neoformans primariamente encontrados associados com excretas de
certas aves, como pombos e em cavidades de arvores em decomposicdo
(PAPPALARDO; MELHEM, 2003). Os do complexo C. gattii foram associados
primeiramente a Eucalyptus, em areas tropicais e subtropicais (LAZERA et al., 1996).
Entretanto, o surto reportado em Vancouver mostrou que sua distribuicdo e ecologia
estdo mudando, com habilidade em associar-se a uma variedade de arvores, incluindo
abetos e carvalhos (GALANIS et al., 2010; MAY et al., 2016).

Cryptococcus spp. apresenta-se como duas formas distintas, em sua fase
assexuada e sexuada. A estrutura primaria, isolada em culturas durante a doenga
clinica, € o estagio assexuado, na forma de leveduras encapsuladas, que se
reproduzem por brotamento simples. O estagio sexuado foi observado apenas em
laboratério. Contudo, a recombinacdo sexual aparentemente ocorre na natureza,
podendo ser um importante fator de evolugéo e aptidao patolégica de cepas (KWON-
CHUNG, 1976; PERFECT, 2015).

As formas leveduriformes podem existir em um ou dois tipos pareados
designados de a e alfa. Coculturas das leveduras de cada tipo, pareados em certos
meios de cultura, podem resultar em conjugacgéo entre os tipos alfa e a, resultando na
formacao de teleomorfos (formas sexuadas), que consistem em hifas dicariéticas. Em
1976, KWON-CHUNG, descreveu e caracterizou o estagio sexual do Cryptococcus e
os seus teleomorfos foram chamados Filobasidiella neoformans (sorotipos Ae D) e
Filobasidiella bacillispora (sorotipo B e C). Entretanto, esta denominagéo distinta foi
abandonada a partir de 2013 e somente Cryptococcus € usado como nomenclatura
atual (KWON-CHUNG, 1976; KWON-CHUNG et al., 2014).

Ainfeccdo criptocdcica é adquirida pela inalagcao de leveduras desidratadas ou
de basididsporos, que alcangam as vias aéreas distais e vao se depositar nos alvéolos
pulmonares (GALANIS et al., 2010). Apdés a inalagdo, a maioria das pessoas
apresenta uma infecgcao assintomatica ou subclinica, podendo permanecer latente e
reativar anos mais tarde, seja em imunodeprimidos seja em imunocompetentes
(Figura 2). Eventualmente, a infec¢cao pode ser adquirida diretamente por trauma ou
transplante (PERFECT, CASADEVALL, 2002).
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A infeccdo pulmonar primaria é, na maior parte das vezes, assintomatica ou
oligossintomatica. A resposta imune do hospedeiro, representada especialmente por
linfocitos T auxiliares, pode eliminar a presenga do fungo. Alevedura pode permanecer
em forma latente dentro de fagolisossomos dos macréfagos alveolares, em linfonodos
toracicos ou em granulomas. Quando a imunidade é comprometida, a levedura pode
se reproduzir, alcangar a corrente sanguinea e atingir o SNC, o principal 6rgao de
predilecdo em hospedeiros susceptiveis (PERFECT, 2015; MAZIARZ; PERFECT,
2016).

Dispersdo de leveduras
desidratadas ou

Alojamento nos
basididsporos

Inalagdo para alvéolos

dentro dos
pulmdes

Arvores, solo
(Eucalytus sp.)

Figura 2 - Modo de transmissdao do complexo Cryptococcus.

Fonte: Traduzido e adaptado de (RAKSHA; SINGH, 2013).

O fungo adentra o liquido cefalorraquidiano (LCR) através do endotélio
microvascular da barreira hematoencefalica, utilizando alguns mecanismos como: o
cavalo de Trdia, ao se esconder dentro de células mononucleares; ou por vias de
migragdo trans celular e paracelular (LIN; HEITMAN, 2006; SABIITI, MAY, 2012;
FRANCO-PAREDES et al., 2015).

Possiveis explicagbes para o neurotropismo de espécies de Cryptococcus spp.
baseiam-se em aspectos anatdmicos e funcionais em humanos. O SNC, e
particularmente os espacgos perivasculares (espagos de Virchow-Robin), podem servir
de nicho para esses fungos. Além disso, parece haver receptores neuronais

especificos que atraem este agente. Uma vez no SNC, o Cryptococcus spp. utilizaria
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0s substratos neuronais, como 0s neurotransmissores (dopamina ou adrenalina), para
a sintese da melanina, um componente da parede celular que aumenta a protegao
contra o estresse oxidativo e a fagocitose, promovendo o crescimento e a
sobrevivéncia do fungo (LIN; HEITMAN, 2006; FRANCO-PAREDES et al., 2015).

Em geral, em avalia¢des histoldgicas revelam o carater meningoencefalico da
infecgdo, evidenciando o envolvimento de meninges e parénquima cerebral, incluindo
abscessos e pseudocistos (COLOMBO; RODRIGUES, 2015).

1.4 Aspectos Clinicos, Laboratoriais e Complicagdes da Infecgao Criptocécica

As apresentacgdes clinicas da infecg¢ao criptocdocica sao diversas, variando entre
colonizagdo do trato respiratério, presenca de antigeno criptocécico (CrAg) sérico
positivo sem repercussdo clinica ou a forma disseminada da doenga. Ela pode
acometer qualquer orgdo, sendo as principais apresentagcbes: pulmonar,
meningoencefalica, hematogénica, cutdnea, ocular, prostatica e 6ssea (MITCHELL;
PERFECT, 1995; CDC; NIH; HVV MEDICINE ASSOCIATION, 2018).

Embora a infecgédo se inicie nos puimdes, a meningite € a manifestagdo mais
frequentemente encontrada dentre todos os individuos acometidos, incluindo os
portadores de HIV. A infeccdo € mais propriamente caracterizada como
meningoencefalite visto que o parénquima cerebral é quase sempre envolvido em
exames histolégicos. As formas ndo-meningeas s&o proporcionalmente mais
frequentes entre individuos nao infectados pelo HV (SLOAN; PARRIS, 2014; BOWEN
et al., 2016).

A meningoencefalite criptocécica representa 70% a 90% dos casos de doenca
criptocdcica em pacientes com HIV, sendo uma infeccdo ameacgadora a vida.
Apresenta alta morbidade e mortalidade, contando com 15% de todas as mortes por
aids globalmente (RAJASINGHAM et al., 2017; WHO, 2018). Nesta populagéo, sao
mais frequentes a criptocococemia (hemocultura positiva), a apresentacéo
meningoencefalica, o aumento da pressao intracranial e a presenca de maiores titulos
antigénicos (JARVIS et al., 2014).

Os sintomas da neurocriptococose geralmente se iniciam de forma indolente,
durante um periodo de duas a quatro semanas, podendo ocorrer por meses antes do
diagnéstico. Os mais comuns sao febre, fraqueza, cefaleia, letargia, alteracdo de

personalidade e perda de memodria. Rigidez de nuca, fotofobia e vdmito s&o vistos em
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um quarto a um terco dos pacientes, ocasionalmente evoluindo para coma e morte
fuminante em dias. Perda visual e auditiva também sao relatadas. Outros sintomas
podem sugerir doenga disseminada associada, como tosse, dispneia e lesbes
cutaneas semelhantes a molusco contagioso (PERFECT, 2015; BOWEN et al., 2016).

Uma alta suspeicdo de meningite criptococica em individuos com LT CDA4
menor que 100 céls/mL, que apresentam febre isolada e cefaleia € importante. A
avaliagao inicial deve incluir anamnese detalhada, exame neuroldgico, pesquisa de
CrAg sérico e pungdo lombar com analise do liquor (PERFECT et al., 2010; WHO,
2018).

A puncédo lombar deve ser realizada em todos aqueles com sintomas
neurolégicos ou CrAg sérico positivo, auxiliando na confirmagao do diagnéstico e na
deteccdo de hipertensdo intracraniana. O aumento da pressdo intracraniana pode
estar presente ao diagndstico e o nivel da hipertensdao associa-se com mortalidade. O
manejo agressivo da hipertensao intracraniana, pode reduzir complicagdes e obitos
(PERFECT et al., 2010; BRIZENDINE; BADDLEY; PAPPAS, 2013; VIDAL et al., 2013;
JARVIS et al., 2014; CDC; NIH; HIV MEDICINE ASSOCIATION, 2018).

O mecanismo que causa aumento da pressao intracraniana em individuos com
criptococose no SNC nao é completamente compreendido. Acredita-se que pode
dever-se ao aumento da permeabilidade vascular e ao edema cerebral resultante da
inflamacédo induzida por citocinas. Ou ainda resultar da deterioragcdo da fungcéao
reabsortiva das vilosidades aracnoideanas, secundaria ao acumulo do fungo e de
polissacarideos capsulares, resultando em ma circulagédo do LCR (PETER, 2005).

Muito embora a hidrocefalia comunicante pode estar presente, uma puncao
lombar geralmente pode ser executada sem complicagdes significativas para a grande
maioria dos individuos. Uma tomografia computadorizada de créanio deve ser
solicitada como avaliagao radiolégica inicial. Entre aqueles com pressao intracraniana
persistentemente elevada, o momento para a realizacdo de uma derivacéao
permanente, seja ela ventriculoperitoneal ou ventriculoatrial, deve ser discutido.
Quando indicada, deve ser realizada apds o inicio da terapia antifungica eficaz
(PETER, 2005; PERFECT, 2015).

A avaliacdo liquérica em portadores de HIV classicamente demonstra baixa
contagem de leucdcitos, com predominio mononuclear; a proteina pode ser pouco

aumentada e a concentragdo de glicose comumente é baixa. Aproximadamente 25-

Introdugédo 9



30% dos pacientes com cultura comprovando neurocriptococose tem perfil liquérico
normal (HAJJEH etal., 1999).

Pacientes aparentemente imunocompetentes — ndao portadores de HIV, nao
transplantados e sem uso de medicagdes imunossupressoras — apresentam maior
pleocitose liquorica, maior proteinorraquia, hipoglicorraquia mais acentuada, o que
representa uma resposta inflamatéria mais intensa. Esta populagdo tem, em geral,
tempo mais prolongado de sintomas e maior mortalidade, se comparados a populagao
HIV e transplantados, possivelmente pela baixa suspeicédo clinica (BRIZENDINE;
BADDLEY; PAPPAS, 2013).

Fatores de risco independentemente relacionados a mortalidade por
meningoencefalite criptocécica em individuos HIV positivos incluem: alta carga
fungica, baixa taxa de depuragdo fungica, estado mental alterado, escassez de
pleocitose de leucdcitos no LCR, imagens cerebrais anormais, pressao intracraniana
elevada a admissao, persisténcia da hipertenséo intracraniana, infeccdo disseminada
e longa duragdo dos sintomas prévios ao diagnostico (VIDAL et al., 2012; JARVIS et
al., 2014). A presenga de criptococcemia e a pressao liquorica inicial maior que 25
cmH20 também foram identificados como preditores de mortalidade em uma coorte
retrospectiva composta por PVHA, transplantados de 6rgéos sélidos e outros fatores
de imunossupressao (BRIZENDINE; BADDLEY: PAPPAS, 2013).

O momento de inicio do tratamento antirretroviral deve considerar a vantagem
potencial de recuperacédo imune precoce € o risco de desenvolver uma Sindrome de
Reconstituicdo Imune (SIRI), com suas complicagdes. Acredita-se que esta sindrome
resulte de resposta imune celular especifica exagerada, com liberacédo intensa de
citocinas pré-inflamatorias (CHANG et al., 2013). A SIRI pode apresentar-se como um
agravamento de uma infecgdo conhecida (SIRI "paradoxal") ou infecgéo pré-existente
néo reconhecida (SIRI “oculta") no cenario de melhora da fun¢do imunolégica. Em
geral os sintomas sao sugestivos de doenca em atividade, com cefaleia, febre, sinais
meningeos e aumento da pressao intracraniana, porém as culturas sdo na maior parte
das vezes negativas, embora leveduras podem estar presentes em esfregacos
(GRUPO DO CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008).

Os principais fatores de risco para SIRI paradoxal em meningite criptocécica
sdo relacionados a doenga criptocécica mais grave, incluindo fungemia, uma
contagem de LT CD4 muito baixa, a falta de TARV prévia, a falta de esterilizagao

liqudrica na segunda semana de tratamento, a introducdo da HAART durante a parte
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inicial da terapia de indugc&o, a queda rapida da carga viral em resposta a TARV,
elevados titulos de CrAg e uma escassez de inflamagao liquérica (por exemplo,

leucéceitos <25 células/uL), no momento do diagndstico (CHANG et al., 2013).
1.5 Diagnéstico Laboratorial da Criptococose

O diagndstico laboratorial é constituido principalmente de: pesquisa direta do
agente em fluido bioldgico, pesquisa de antigeno capsular criptococico, cultivo e
exame anatomopatolégico (CHAMMARD et al., 2018).

1.5.1 Pesquisa direta

Ha trés testes que podem ser utilizados para a identificacdo rapida de
Cryptococcus spp.: visualizagdo de leveduras encapsuladas em preparados de tinta
da China; teste de urease positivo e atividade de lacase, evidenciando a capacidade
de conversao de compostos difenolicos em melanina (PERFECT, 2015).

A tinta nanquim, tinta da China ou nigrosina, € um pigmento utilizado como
contraste durante a visualizagdo direta, pois ndo penetra a capsula do Cryptococcus.
Um centrifugado de liquor € misturado a uma gota de tinta da China e examinado ao
microscopio, demonstrando estruturas arredondadas, leveduriformes, encapsuladas.
O fungo destaca-se contra o fundo negro proporcionado pela tinta e é visto como a
esfera central e a parte periférica € a capsula mucopolissacaridica, com espessura
comparavel ao diametro do parasita (Figura 3).

A pesquisa em tinta da China é um exame Util e rapido, sendo positiva em
58,9% nos individuos HIV negativos e 78,0% a 91,5% nos com aids (ANTINORI,
2013). Todavia, € um exame dependente da experiéncia do microbiologista. Existem
relatos na literatura de falso negativo em até 20-30% dos resultados em infecgdes por
C. neoformans ou C. gattii com capsula deficiente ou devido a baixa carga fungica do
agente no liquor, principalmente nos casos iniciais, quando o diagnodstico é
fundamental (GRUPO DO CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; PERFECT et
al., 2010; WHO, 2018).
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Figura 3 - Cryptococcus neoformans no liquor com tinta da China, revelando a
capsula clara, em contraste com o pigmento negro

Fonte: UNICAMP (2018).

As leveduras de Cryptococcus spp. podem ser identificadas em espécimes
histopatolégicos usando algumas coloragdes: Grocott-Gomori (metenamina de prata),
acido periédico de Schiff (PAS), o mucicarmim - que tinge a capsula com coloragéo
vermelha - e a coloragdo de Fontana-Massom, que revela as leveduras que contém
melanina como marrom-avermelhadas (RAKSHA; SINGH, 2013).

1.5.2 Cultura

A cultura do liquor é considerada padrdo ouro para diagnostico de
neurocriptococose, pois a mesma se apresenta positiva em 50 a 89% nos individuos
HIV negativos e 90% a 100% nos com aids. Hemoculturas s&o positivas em 47 a 70%
dos casos em HIV positivos e 21% em nao infectados pelo HV (GRUPO DO
CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE, 2008; ANTINORI, 2013). Fungos do complexo
Cryptococcus spp. crescem na maior parte dos meios de cultura rotineiramente
utilizados em laboratério: agar-sangue, agar Sabouraud-dextrose e agar infusao de
cérebro-coragao. A temperatura otima para crescimento é entre 30 e 35°C e a
termotolerancia maxima € de 40°C. Colbnias de C. neoformans aparecem entre 48 a
72 horas apos semeadura, como coldnias opacas de coloracdo branco a creme,
mucoides, com alguns milimetros de diametro (Figura 3) (GRUPO DO CONSENSO
EM CRIPTOCOCOSE, 2008; RAKSHA; SINGH, 2013).

Meios seletivos contendo cicloheximida inibem o crescimento desta levedura e
devem ser evitados. Em meios que identificam melanina, as colénias mudam de

coloragdo marrom para preto. E em meio de cultura contendo canavanina, glicina e
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azul de bromotimol (CGB), a espécie C. gattii torna o meio azul por assimilar a glicina
como fonte de carbono, formando amoénia e alcalinizando o meio (Figura 4). Para
hemoculturas, o método de lisecentrifugagcdo pode ser utilizado para melhorar o
isolamento (MITCHELL; PERFECT, 1995; GRUPO DO CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008; RAKSHA; SINGH, 2013).

Em geral, na rotina dos servicos de micologia, as amostras com suspeita de
infeccdo fungica sdo semeadas em agar Sabouraud-dextrose. Apds isolamento da
levedura, sao realizadas provas de identificacdo constituidas de: visualizagdo da
capsula em tinta da China, assimilagao de agucares e detecgao das enzimas urease
(adgar ureia) e fenoloxidase (agar semente de Niger). A diferenciagdo entre C.

neoformans e C. gattii é feita em duplicata por quimiotipagem, através do meio CGB.

v

Figura 4 — A) meio canavanina, glicina e azul de bromotimol (CGB), identificando a
colénia de Cryptococcus gattii em azul ; B) crescimento de colénias
leitosas do complexo Cryptococcus neoformans; C) fita de teste de CrAg

por Lateral Flow Assay positiva

Fonte: Autoria propria. Segao de Micologia/Laboratério de Saude Publica Dr. Giovanni Cyneiros
(Lacen-GO).

1.5.3 Diagndstico Antigénico

A pesquisa do CrAg € uma metodologia diagndstica considerada sensivel e

especifica para a identificagao de criptococose. Ela geralmente é realizada por meio
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de técnicas imunodiagnosticas, como a aglutinacdo em latex, o ensaio de
imunoabsorgdo enzimatica em sanduiche (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay -
ELISA) e, mais recentemente, o ensaio de fluxo lateral (Lateral Flow Assay - LFA)
(WHO, 2018).

A presenga de CrAg em amostra sanguinea pode ser identificada pelo menos
22 dias até mais de 100 dias antes da apresentagdo de sintomas neuroldgicos
(FRENCH et al., 2002; WHO, 2018). Foi verificado tratar-se de um preditor
independente de mortalidade nas primeiras 12 semanas de TARV e do
desenvolvimento de criptococose no primeiro ano de tratamento (LIECHTY et al,,
2007; JARVIS et al.,, 2009). A Figura 5 demonstra a concentragdo de CrAg em fluidos
biolégicos durante a progressao da criptococose.

A presenga de meningite precoce, sintomatica, com evidéncia de antigenemia
sérica positiva e em liquor negativa foi descrita recentemente, com mortalidade
elevada mesmo em uso de Fluconazol (SSEBAMBULIDDE et al., 2018).
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Figura 5 - Sequéncia temporal esquematica da concentragdo de CrAg em fluidos
corporais durante a progressao da doenga desde a fase pulmonar a
meningite.

Fonte: Kozel e Bauman (2012).
CrAg: antigeno criptocécico, LCR: liquido cefaloraquidiano, LBA: fluido de lavado broncoalveolar.
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1.5.3.1 Ensaio de Fluxo Lateral (Lateral FlowAssay - LFA)

Em 2011, a agéncia americana de Administracdo de Alimentos e Remédios
(Food and Drug Administration - FDA) aprovou a técnica para detecgédo de antigenos
criptocécicos, denominada ensaio de fluxo lateral - LFA (Immuno-Mycologics Inc®,
Norman, Oklahoma), para uso em soro e em LCR. Ela foi posteriormente aprovada
também pelo Conformité Européene (CE) para soro, plasma, sangue total (pungao
venosa e dedo) e LCR (KAPLAN et al.,, 2015).

O LFA consiste na aplicagdo do método imunocromatografico, similar as fitas
utilizadas para o diagnéstico de gravidez (Figuras 4 e 6), desenhado para ser utilizado
em cenarios “onde o paciente esta” (point-of-care). Ela apresenta custo menor que
outras técnicas para detecgao de antigenos, nao necessita de refrigeracado e sua
realizagdo € simples, requerendo menos de 10 minutos para obter o resultado.

O LFA utiliza dois anticorpos monoclonais conjugados, impregnados de ouro,
em uma tira de teste imunocromatografico. Eles tém ampla reatividade contra os
quatro principais sorotipos de antigenos capsulares criptocdcicos (A e D para o
complexo Cryptococcus neoformans e B e C para o complexo Cryptococcus gattii), de
tal modo que, se o CrAg esta presente num espécime, anticorpos conjugados com
ouro em suspensao ligam-se ao antigeno. Os complexo ouro-anticorpo-CrAg migram
por agao capilar, interagem com os anticorpos monoclonais contra CrAg imobilizados,
e formam uma linha vermelha (KOZEL; BAUMAN, 2012; VIDAL; BOULWARE, 2015;
WILLIAMS et al.,, 2015). A Figura 6 ilustra a sequéncia para a deteccdo de CrAg
utilizando LFA.

O kit Immy CrAg/LFA® contém 50 tiras de teste CrAg/LFA, diluente de titulagao
e amostra de controle positivo. O kit pode ser armazenado a temperatura ambiente
por aproximadamente dois anos. O custo do kit adquirido em 2017 foi de
aproximadamente R$ 1.500,00 ($ 395,00 dolares), totalizando R$ 30,00 ($ 7,90

dolares) por teste. AFigura 7 mostra as etapas para a realizagao do teste CrAg LFA.
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Figura 6 - Painel A: esquema mostrando operacao de ensaio imunocromatografico de
fluxo lateral (LFA) para detecgao de antigeno criptocdcico (CrAg). O LFA
€ construido a partir de anticorpos monoclonais especfificos para o CrAg.
Painel B: imagens de LFA positivo e negativo.

Fonte: Kozel e Bauman (2012).

LFA: Lateral Flow Assay, mAbs: monoclonal antibodies
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Figura 7 - Etapas para a realizagao do teste CrAg. Cinco passos simples para
executar a detec¢ao do antigeno criptocécico utilizando LFA. Passo 1:
adicionar uma gota de diluente no tubo. Passo 2: adicionar cerca de 40 pL
(1 gota) da amostra do paciente no tubo. Passo 3: inserir a tira de LFA
para dentro do tubo. Passo 4: incubar durante 10 minutos. Passo 5:
interpretar os resultados. Dados contidos em bula do produto.

Fonte: IMMY (2016).
LFA: Lateral Flow Assay
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A OMS recomenda em seu guia, desde 2011, o rastreamento de CrAg, seguido
por terapia antifungica preemptiva em individuos CrAg positivos, para prevenir o
desenvolvimento de doenga criptocécica invasiva. Esta estratégia é recomendada
antes de iniciar ou reiniciar TARV para adultos e adolescentes vivendo com HIV que
apresentem contagem de LT CD4 <100 céls/mL, podendo ser considerado um limite
superior de contagem de LT CD4 <200 céls/mL. A pesquisa de CrAg permite identificar
precocemente individuos com doenga criptocécica em estadio subclinico (FORD et
al., 2018; WHO, 2018).

O CrAg LFA apresenta algumas vantagens: tempo de resultado rapido (menor
que 10 minutos), requer pouco treinamento para uso e interpretacdo e pode ser
executado com o minimo de infraestrutura laboratorial e sem armazenamento
refrigerado .

Recentemente, a técnica de LFA foi validada no escopo dessa estratégia de
rastreio, facilitando sua aplicagdo na pratica clinica (PONGSAI, ATAMASIRIKUL;
SUNGKANUPARPH, 2010; OYELLA et al, 2012; RAJASINGHAM; MEYA;
BOULWARE, 2012; ALEMU et al., 2013; RUGEMALILA et al., 2013; CHIPUNGU et al.,
2015; HUANG et al., 2015; KAPLAN et al., 2015; MFINANGA et al., 2015; LARSON et
al., 2016). Adicionalmente, outros estudos demonstraram que o rastreio pode também
ser relevante em PVHA ja experimentadas em TARV e com imunodepresséo grave
(BEYENE et al., 2013; VIDAL et al., 2016).

Até o momento, nenhum estudo abordou de forma randomizada
especificamente a questao da triagem de antigenos criptocécicos ou da profilaxia com
fluconazol (FLU) entre os individuos com TARV que se apresentam apdés um periodo
de abandono de tratamento e com a doenga avancada pelo HIV. No entanto, o Grupo
de Desenvolvimento de Diretrizes da OMS considerou que essas recomendagdes se
aplicariam igualmente a esse grupo (WHO, 2018).

Em uma revisdo que avaliou o desempenho do teste LFA em diversos estudos,
a sensibilidade em sangue e liquor foi de 100% e a especificidade de 99,5% e 97,7%,
respectivamente (KLAUSNER; VIJAYAN; CHILLER, 2013). A Tabela 1 demonstra
dados sobre sensibilidade e especificidade do teste. Elaboramos a tabela com os
dados do fabricante (PELFREY; BAUMAN, 2012), dois estudos de validagdo (JARVIS
etal., 2011; BOULWARE et al., 2014a) e trés revisoes, incluindo a analise presente no
guia da OMS (KLAUSNER; VIJAYAN; CHILLER, 2013; HUANG et al., 2015; WHO,
2018).
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Tabela 1 - Estudos que avaliaram sensibilidade e especificidade do teste antigénico

criptocdcico pela técnica Lateral Flow Assay

LFA em soro, plasma, sangue LFA em liquido
total cefalorraquidiano

Sensibilidade Especificidade Sensibilidade Especificidade
Autores e ano de % % % %
publicagao (1IC95%) (IC95%) (1IC95%) (1IC95%)

. 100,0

Jarvis et al. (2011) (94.0-100,0) - - -
Pelfrey; Bauman 100,0 99,0 100,0 97,0
(2012) (98,0-100,0) (97,0-99,0) (97,0-100,0) (92,0-99,0)
Klausner; Vijayan; 100,0 99,5 100,0 97,7
Chiller (2013) (95,6-100,0) (95,7-100,0) (96,2-100,0) (70,4-100,0)
Boulware et al.
(2014) 98,3 92,0 99,3 99,1
Huang etal. 97,6 98,1 98,9 98,9
(2015) (95,6-98,9) (97,4-98,6) (97,9-99,5) (98,0-99,5)
WHO (2018) 100,0 96,8 94 1 97 1

(97,6-100,0)  (93,7-98.6) (91,8-96,4)  (95,4-98,8)

LFA: Lateral Flow Assay.

O Protocolo Clinico e Diretrizes Terapéuticas para Manejo da Infecgao pelo HIV

em Adultos do MS do Brasil (PCDT) recomenda o uso da técnica antigénica, desde
2017.

“A estratégia de triagem e tratamento preemptivo de doenga criptocécica tem
demonstrado evitar 6bitos, sendo custo-efetiva para PVHA sem uso prévio de
TARV ou experimentados em ARV — mas sem tratamento efetivo — com
contagem de LT-CD4+ abaixo de 100 céls/mm?3 e procedentes de locais de
elevada prevaléncia de antigenemia criptocécica. Métodos que podem ser
utilizados para a estratégia sdo o teste de aglutinagao com latex ou LFA em
soro ou plasma. Pacientes sem manifestacbes clinicas de doenga
criptocdcica e teste demonstrando antigenemia criptocdcica isolada devem
ser submetidos a pungdo lombar, visando descartar meningite criptocécica”
(BRASIL, 2018).

1.6 Manejo Terapéutico da Meningoencefalite Criptocécica em Portadores de
HIV

O diagnéstico precoce e o tratamento adequado séo os fatores cruciais para o
sucesso terapéutico em meningite criptocécica. Sem tratamento, ela é considerada
fatal (SRICHATRAPIMUK; SUNGKANUPARPH, 2016). O tratamento da meningite
criptococica consiste em trés aspectos principais: terapia antifungica, manejo da

hipertenséo intracraniana e recuperagdo imune com a TARV. O objetivo principal do
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tratamento é a rapida depuragao das leveduras no liquor (CDC; NIH; HIV MEDICINE
ASSOCIATION, 2018). Uma alta carga fungica e uma lenta esterilizagdo do LCR sao
fatores de pior prognéstico (LOFGREN et al., 2017).

A integracdo entre o tratamento especfifico da criptococose e do HIV, leva a
melhor sobrevida dos pacientes. O tempo para a introducédo de TARV necessita ser
cuidadosamente avaliado (SRICHATRAPIMUK; SUNGKANUPARPH, 2016). Em
estudo randomizado (BOULWARE et al.,, 2014b) e em recente revisao sistematica
(ESHUN-WILSON et al., 2018), foi demonstrado que o inicio imediato da TARV,
conjuntamente ao tratamento da meningite criptocécica, tem maior mortalidade se
comparado a adiar por certo periodo apos o inicio da terapia antifungica.

Cryptcococcus spp. sao, em geral, suscetiveis a antifungicos poliénicos
(anfotericina B), flucitosina (5FC) e azolicos como o Fluconazol (FLU). Poucas
mudangas ocorreram nas opgoes terapéuticas nos ultimos 20 anos, sem perspectivas
imediatas de novas drogas. O tratamento consiste em trés fases: indugéo,
preferencialmente com combinagdo de drogas, por uma a duas semanas;
consolidacao, com altas doses de FLU (400 mg a 800 mg) por oito a dez semanas; e
manutengdo, com FLU 200 mg por dia, até recuperagédo imune adequada (CDC; NIH;
HIV MEDICINE ASSOCIATION, 2018).

A OMS, em seu guia publicado em 2018 (WHO, 2018) recomenda a realizagao
de uma pungao lombar com afericdo da pressao de abertura do LCR e um teste rapido
de CrAg em sangue e posteriormente em liquor, para todos os adultos, adolescentes
e criangcas vivendo com HIV, com suspeita de apresentar um primeiro episédio de
meningoencefalite criptococica.

O tratamento para meningoencefalite criptocécica, foi recentemente atualizado,
baseado em um estudo randomizado, controlado realizado na Africa (MOLLOY et al.,
2018) e em uma revisao sistematica (TENFORDE et al., 2018). Trata-se de um curso
de uma semana de regime de indugdo, com a associagdo de anfotericina B
deoxicolato (ABdx) (1,0 mg/kg/dia) e SFC (100mg/kg, dividido em quatro doses por
dia), seguido pelas fases de consolidacdo e manutencdo com FLU. O guia para
tratamento de doengas oportunisticas em HIV do National Health Institute dos Estados
Unidos (CDC; NIH; HIV MEDICINE ASSOCIATION, 2018)e o PCDTdo MS do Brasil
(BRASIL, 2018) ainda recomendam o tempo de duas semanas, com uso preferencial
da anfotericina B lipossomal (3-4mg/kg/dia) em substituicdo a ABdx no guia norte-

americano.

Introdugdo 19



Outras opgdes para a fase de indugdo sédo (BRASIL, 2018; CDC/NIH, 2018;
WHO, 2018):

- ABdx (1,0 mg/kg/dia) associada ao FLU (1.200 mg ou 12 mg/kg) por duas
semanas;

- FLU (1.200 mg ou 12 mg/kg) associada a 5FC (100 mg/kg, dividido em quatro
doses por dia) por duas semanas;

- FLU 1.200 mg em monoterapia.

No Brasil, assim como na maioria dos paises de baixa e média renda, a 5FC
nao esta disponivel, restando como opg¢éao para a fase de indugdo a associacao de
anfotericina B (deoxicolato ou formulagdo lipidica) e FLU em altas doses (800 a 1.200
mg) por no minimo duas semanas. A monoterapia com FLU nesta fase é
desaconselhada, por apresentar pior prognéstico, porém, por vezes, € a unica opgao
disponivel em algumas areas da Africa (WILLIAMSON et al., 2017; BRASIL, 2018).

As formulagdes lipidicas, quando disponiveis, devem ser utilizadas em
substituicdo a ABdx, como opcdes para minimizar efeitos adversos e nefrotoxicidade.
As doses recomendadas sao: anfotericina B lipossomal 3-4 mg/kg/dia e anfotericina
B complexo lipidico 5 mg/kg/dia (PERFECT et al., 2010).

Na revisao realizada por Tenforde et al. (2018), o regime de uma semana de
ABdx 1,0 mg/kg/dia associada a 5FC 100 mg/kg, dividido em quatro doses por dia,
seguido de FLU 1.200 mg nos dias 8 a 14, teve menor mortalidade quando comparado
com:

1) duas semanas de ABdx associada a 5FC (Risco Relativo [RR]=0,62, IC95%
0,42 a 0,93; 228 participantes, 1 estudo);

2) duas semanas de ABdx e FLU (RR=0,58, IC95% 0,39 a 0,86; 227
participantes, 1 estudo),

3) uma semana de ABdx com duas semanas de FLU (RR=0,49, IC95% 0,34 a
0,72; 224 participantes, 1 estudo); e

4) duas semanas de 5FC e FLU (RR=0,68, IC95% 0,47 a 0,99; 338
participantes, 1 estudo).

A evidéncia para cada uma dessas comparacgdes foi de certeza moderada.

A fase de consolidagao deve ser iniciada apds pelo menos duas semanas de
terapia de indugdo bem sucedida, definida como melhora clinica substancial e cultura
negativa do LCR apds repeticdo da puncdo lombar (CDC; NIH; HIV MEDICINE
ASSOCIATION, 2018). Pode ser considerado maior tempo de indugao em pacientes
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comatosos ou com deterioragao clinica, hipertensdo intracraniana persistentemente
elevada, cultura liquérica positiva apds as duas semanas de terapia e/ou achados
neuroradioldgicos atribuidos a criptococose (por exemplo, pseudocistos mucinosos)
(BRASIL, 2018).

O esquema preconizado para consolidacéo consiste no uso de FLU 800 mg/dia
para adultos ou 6-12 mg/kg/dia para criangas e adolescentes, segundo a OMS (WHO,
2018). Ha ainda a recomendacao de FLU 400mg a 800mg por oito semanas apoés a
inducdo, com menor dose especialmente se a indugao for realizada com Anfotericina
B e 5FC. ltraconazol 200 mg 12/12h pode ser alternativa, em casos em que o FLU
nado esta disponivel ou indicado (SLOAN; PARRIS, 2014; CDC; NIH; HIV MEDICINE
ASSOCIATION, 2018). Porém, o itraconazol tem potencial para interagcbes com varios
medicamentos antirretrovirais comumente usados (incluindo efavirenz, darunavir,
lopinavir e ritonavir) e a OMS nao recomenda seu uso como primeira op¢ao (WHO,
2018).

A manutengcdo ou profilaxia secundaria deve conter FLU 200mg/dia para
adultos ou 6 mg/kg/dia para adolescentes e criangcas e deve ser mantida por pelo
menos um ano em pacientes com uma contagem de LT CD4 = 100 céls/mL e uma
carga viral totalmente suprimida (WHO, 2018). De acordo com o PCDT (BRASIL,
2018), esta dose deve ser mantida por pelo menos 12 meses e duas contagens de
CD4 superiores a 200 céls/mL, com intervalo de seis meses. O guia americano orienta
a manutencédo até contagem de LT CD4 maior que 100 céls/mL, por pelo menos trés
meses em uso de TARV, carga viral indetectavel e auséncia de sintomas. Caso o CD4
caia abaixo de 100 céls/mL, deve ser reiniciada a profilaxia secundaria. O FLU é
superior ao itraconazol e a anfotericina B como terapéutica para a manutengao (CDC;
NIH; H\V MEDICINE ASSOCIATION, 2018; WHO, 2018).

A terapia com anfotericina B pode ser administrada a mulheres gravidas com
doenca meningea e ndao meningea. A exposicdo a 5FC e ao FLU durante a gravidez
tem sido associada a um aumento do risco de defeitos congénitos em estudos em
animais e alguns estudos em humanos nao controlados. O uso de 5FC e FLU no
tratamento da doencga criptocécica em gestantes deve ser avaliado individualmente,
considerando os beneficios e possiveis danos (WHO, 2018).

O uso de corticosteroides como terapia adjuvante durante a fase de indugéo
ndao € recomendado. Um ensaio clinico randomizado, placebo, controlado

(BEARDSLEY et al.,, 2016), comparou o uso de dexametasona por seis semanas
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versus placebo, em um grupo de 451 pacientes HIV-positivos e com meningite
criptocdcica, onde todos eles receberam o mesmo esquema terapéutico antifungico.
Nao houve diferenga na mortalidade entre os dois grupos - razdo de risco de morte no
grupo dexametasona foi 1,11 (IC95% 0,84-1,47) em 10 semanas e 1,18 (IC95% 0,91-
1,53) em seis meses. Eventos adversos graves foram mais comuns no grupo da
dexametasona, incluindo infec¢gdes grau 3 ou 4, disturbios cardiacos, renais e
gastrointestinais e anormalidades bioquimicas. A taxa de depuragao fungica no LCR
nas primeiras duas semanas de tratamento foi mais lenta no grupo dexametasona do
que no grupo controle (BEARDSLEY et al., 2016).

Outras medidas importantes no manejo clinico dos pacientes com
meningoencefalite criptocdcica (MC) incluem: hidratagdo adequada, reposigao de
eletrélitos de forma preventiva e monitorizacdo de toxicidade renal e medular em
decorréncia do uso de esquemas contendo anfotericina B (WHO, 2018).

Além das medidas acima expostas, o monitoramento do aumento da pressao
intracraniana € um dos pilares do tratamento. A repeticdo da puncdo lombar para
acessar a pressao, independente da presenca de sinais ou sintomas de hipertensdo
intracraniana (HIC), é uma recomendag¢ao importante e que auxilia na diminuicdo da
mortalidade (PETER, 2005). O objetivo € aliviar a hipertensao intracraniana, drenando
volume suficiente para que a pressao reduza para niveis menores que 20 cmH20 ou
reduzi-la em 50%, aliviando pressdes extremamente altas. Pacientes com persisténcia
ou recorréncia de hipertensao intracraniana se beneficiam de puncdes terapéuticas
diarias, que devem ser repetidas até que esteja assintomatico e que a pressao de
abertura esteja normal por pelo menos dois dias (WILLIAMSON et al., 2017).

Se a presséao intracraniana se mantiver persistentemente elevada apds sete a
dez dias de pungdes lombares diarias, considerar a abordagem neurocirurgica para
derivagao liquérica (usualmente, derivagdo lombar externa ou lombo-peritoneal).
Manitol, acetazolamida e corticosteroides ndo devem ser utilizados no manejo de HIC
secundaria a criptococose (BRASIL, 2018). Puncbes lombares terapéuticas foram
associadas a 69% de melhora em sobrevida relativa, independentemente do nivel
inicial da presséo (ROLFES et al.,, 2014). Figura 8 demonstra o fluxograma para

manejo de hipertensdo intracraniana em meningite criptococica.
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Pressdoinicial > 25 cmH20
Realizar TC de cranio
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TC com Hidrocefalia TC sem Hidrocefalia
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Antecipar pungdo, se sintomas

Figura 8 - Fluxograma de manejo de hipertensdo intracraniana associada a

meningite criptocdcica.

Fonte: Adaptado de GRUPO DO CONSENSO EM CRIPTOCOCOSE (2008)

TC: tomografia computadorizada; LCR: liquido cefalorraquidiano.

O tempo de introdugcdo da TARV apds o diagnostico de meningite criptocécica
ainda é um desafio. E necessario balancear o risco da SIRI e o risco de complicacdes
por doengas oportunisticas. Arecaida de meningite criptococica apds tratamento pode
chegar a 15%, mesmo associada a realizacdo adequada das fases de tratamento
(PERFECT et al., 2010).

O inicio imediato de antirretrovirais ndo € recomendado, pelo aumento do risco
de mortalidade e alto risco de sindrome de reconstituicdo imunologica. A TARV deve
ser adiada por pelo menos quatro a seis semanas apos iniciada a fase de indugao
(WHO, 2018). Uma revisédo sistematica publicada em 2018 (ESHUN-WILSON et al.,
2018) concluiu que o inicio precoce da TARV pode aumentar a mortalidade por todas
as causas, em comparagao com o inicio tardio da mesma (RR=1,42, 1IC95% 1,02-1,97;
294 participantes, quatro ensaios; baixa evidéncia de certeza).

Dentro do contexto do rastreamento antigénico para a criptococose em PVHA
com LT CD4 < 100 e até 200 céls/mL, é recomendado a realizagdo de pungao lombar
para acessar possivel acometimento meningeo nos casos CrAg positivos. O

tratamento preemptivo com FLU deve ser iniciado, caso a bowenencefalite seja
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descartada. Esta estratégia tem impacto em mortalidade, conforme demonstrado em
recente revisao sistematica (TEMFACK et al., 2019). O esquema proposto € (SLOAN,;
PARRIS, 2014; WHO, 2018):

- fase de indugdo com FLU 800 mg por dia por duas semanas;

- fase de consolidagdo com FLU 400 mg por oito semanas; e

- fase de manutencdo, conforme o preconizado na terapéutica habitual.

Em casos com CrAg sérico positivo e com evidéncia de acometimento do SNC,
demonstrado por tinta da China positiva, CrAg ou cultura em liquor positivos, mesmo
assintomatico, o tratamento deve seguir as orientagées recomendadas para meningite
criptococica. Quando evidenciada criptocococemia ou sinais de gravidade como
insuficiéncia respiratéria, o tratamento € o mesmo recomendado para SNC.

A profilaxia primaria com FLU pode ser utilizada em locais em que o rastreio
antigénico nao esta disponivel. Porém nao é recomendado pela OMS nem pelo PCDT
brasileiro se considerar o custo, o potencial para o desenvolvimento de resisténcia a
antifungicos e preocupagdes sobre a seguranga fetal entre mulheres em idade fértil,
sem acesso a contracepgao adequada (BRASIL, 2018; WHO, 2018).

A Figura 9 apresenta as opg¢des de tratamento de meningoencefalite
criptocdcica, de acordo com as recomendacdes da OMS (WHO, 2018) e do MS

(BRASIL, 2018) e Protocolo para Manejo de Neuroriptococose do HDT.
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| Suspeita de Neurocriptococose |

TC/ RNM de cranio antes da pungao Contra-indicagdo para pungdo: solicitar latex
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Figura 9 - Fluxograma de atendimento a casos de neurocriptococose

Fonte: Adaptado de Brasil (2018), WHO (2018) e Protocolo para Manejo de Criptococose do Hospital
de Doengas Tropicais.

1.7 Meningite Criptocécica no Mundo: Relevancia e Mortalidade

A maioria dos casos de meningoencefalite criptococica ocorre em individuos
com aids e contagem de CD4 < 100 céls/mL (MITCHELL; PERFECT, 1995). Outras
populagdes, todavia, podem ser acometidas, especialmente as que apresentam
comprometimento da imunidade celular por causas nao relacionadas ao HIV.
Brizendine et al. (2013) avaliaram 302 individuos hospitalizados com diagnodstico de
criptococose na Universidade do Alabama em Birmingham, de janeiro de 1996 a
dezembro de 2010. Dentre os casos: 36% eram HIV positivos, 28% eram

transplantados de 6rgéos solidos e 36% eram nao-HIV e nio transplantados, sendo
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13% sem fatores de imunodeficiéncia identificavel (BRIZENDINE; BADDLEY;
PAPPAS, 2013).

Em 2008, foi estimado que aproximadamente 957.900 casos de criptococose
meningoencefalica ocorreriam a cada ano, resultando em mais de 600.000 mortes. As
regibes com maior nimero estimado de casos em 2006 encontravam-se na Africa
Sub-Saariana (720.000 de casos; variando de 144.000 a 1,3 milhdo) (PARK et al,,
2009).

Em 2017, foi novamente estimado o numero de casos anuais e de obitos por
meningite criptocdcica, utilizando dados do Programa Conjunto da Organizacdo das
Nagdes Unidas (ONU) sobre HIV/aids (UNAIDS) e de estudos de prevaléncia de
antigenemia criptocécica em 48 paises. Em relagcéo a estimativa de 2008, o numero
absoluto de casos de meningite criptococica tem diminuido, em consequéncia
provavelmente da disponibilidade de antirretrovirais altamente ativos (RAJASINGHAM
et al., 2017). A prevaléncia global de antigenemia criptocécica em PVHA e LT CD4<
100 céls/mL seria de 6,0%, totalizando 278.000 pessoas ao ano (IC95% 195.500—
340.600). A incidéncia de meningite criptocécica atingiria 223.100 casos por ano
(IC95% 150.600-282.400), resultando em 181.100 (IC95% 119.400-234.300) mortes
anuais em 2014. A Africa Subsaariana continuou a representar a maior carga desta
doenca. Foi estimado que a meningite criptococica ainda seja responsavel por 15%
(IC95% 10-19) das mortes relacionadas a aids em todo o mundo (RAJASINGHAM et
al., 2017).

Neste contexto, a criptococose continua a ser a segunda causa mais comum
de obitos relacionados a aids, atras apenas da tuberculose, em especial em paises
de baixa e média renda, onde o acesso a TARV ¢é limitada e a prevaléncia do HIV
permanece alta (JARVIS; HARRISON, 2016; RAJASINGHAM et al.,, 2017).

Segundo dados da UNAIDS, as mortes por causas relacionadas a aids cairam
48% desde 2005, com reducéo de 42% na Africa Oriental de 2010 a 2016. Aintrodugéo
da HAART, a sua maior disponibilidade e acessibilidade, foram fatores importantes
para esta redugcdo da mortalidade. Entretanto, apenas 60% das pessoas estdo em
TARV na Africa Sub-Saariana (UNAIDS, 2017), onde, consequentemente, as taxas de
meningite criptocécica e mortalidade por esta doenca parecem ter se estabilizado em
um nivel relativamente alto, variando de 27,0-62,2% (MEYA et al., 2015; TENFORDE
et al., 2016).
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A América Latina tem a terceira maior taxa de meningite criptococica associada
a HIV/Aids no mundo, com um numero estimado de 7.000 (IC95% 3.600-11.100)
pessoas com antigenemia positiva, 5.300 (IC95% 2.600-8.900) com meningite
criptocécica e 2400 (IC95% 1.100-4.400) obitos por criptococose anualmente
(RAJASINGHAM et al., 2017).

A mortalidade em individuos infectados pelo HIV com meningoencefalite
criptocdcica varia entre os locais e mantém-se elevada entre paises de baixa, média
e alta renda, apesar da disponibilidade do tratamento (JARVIS; HARRISON, 2016).
Rjasingham et al. (2017) estimaram uma mortalidade de 70% (IC95% 59-81) em
paises de baixa renda, 40% (IC95% 34-46) em paises de médiarenda e 20 a 30% em
paises de alta renda..

No Brasil e Argentina, as taxas de mortalidade por neurocriptococose persistem
muito altas, entre 30-63% (HORTA et al, 2002; GRUPO DO CONSENSO EM
CRIPTOCOCOSE, 2008; LINDENBERG et al., 2008; BAMBA et al., 2012; AGUIAR et
al., 2017). Ramirez et al. (2017) incluiram 340 individuos com diagndstico de
neurocriptococose provenientes de multiplos centros e em seguimento de 1985 a
2014. Verifica-se que eram 58 da Argentina, 138 do Brasil, 28 do Chile, 27 de
Honduras, 34 do México e 55 dos EUA. A mortalidade global foi 42%, sendo 66% na
era pré-HAART e 38% na era p6s-HAART, com uma média de acompanhamento de
0,92 anos. Aqueles diagnosticados com neurocriptococose apos o inicio de TARV
tiveram maior risco de morte (p=0,03) (RAMIREZ et al., 2017).

Dados mostram uma tendéncia de queda da frequéncia de criptococose em
pessoas com aids ao longo da epidemia, no Brasil. Pappalardo e Melhem
(PAPPALARDO; MELHEM, 2003) relataram uma prevaléncia de 6% de criptococose
ao diagndstico de aidsde 1980 a 2002. Esses autores divulgaram dados de um servigo
publico especializado em S&o Paulo, que mostravam uma tendéncia de queda da
incidéncia de criptococose até os anos 2001, variando de 7,7% em 1995 para 3,1%
em 2001.

Um estudo da Fundagcdo Osvaldo Cruz do Rio de Janeiro, analisou a
mortalidade por criptococose e a aids no Brasil, de 2000 a 2012, com base em dados
secundarios. A taxa de mortalidade por criptococose como causa basica foi de
0,47/milhdo de habitantes, enquanto a taxa de mortalidade por criptococose como

causa associada foi de 1,94/milhdo de habitantes, resultando em uma taxa total de
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2,41/milhdo de habitantes quando considerados todos os casos citados (SOARES,
2015).

A criptococose é uma doenga endémica na Regido Centro-Oeste e em Goias,
sendo o Hospital Estadual de Doengas Tropicais “Dr. Anuar Auad” o centro de
referéncia que assiste a quase 60% das PVHA no estado. Segundo dados fornecidos
pelo servico de vigilancia epidemiolégica do HDT, de 2008 a 2017 foram notificados
5.394 casos de aids com diagnostico no servigo em questdo, sendo que 3.073 tinham
como critério contagem de LT CD4 < 350 céls/mL. No mesmo periodo, houve 163
casos de aids com diagndstico de criptococose extrapulmonar ao momento da
notificacdo (Sistema de Informagdes de Agravos de Notificacdo — Sinan)
(MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

Em uma dissertagdo de mestrado (BASTOS, 2017), foram avaliados 130 casos
de criptococose atendidos no Hospital de Doengas Tropicais, de 2011 a 2014. Foi
verificado predominio do sexo masculino; 89,2% eram HIV positivos, sendo o0 uso
crénico de medicamentos imunossupressores relacionado como fator de risco em
64,3% dos soronegativos. Amédia da contagem de células LT CD4 em individuos HIV
positivos foi de 58,7 céls/mL, com taxa de mortalidade global de 60,8%, sendo 47,7%
com criptococose como causa basica ou associada de morte.

Nunes et al. avaliaram casos de criptococose no estado de Mato Grosso do
Sul, também na Regido Centro-Oeste, sendo descritos 129 casos de
meningoencefalite criptococica de 1997 a 2014. A média de idade foi de 37 anos,
76,7% eram homens, soropositivos para HIV em 87,5% (NUNES et al., 2018).

Estudos de susceptibilidade antifungica realizados no Brasil ndo evidenciaram
diferenga de concentragao inibitéria minima entre isolados ambientais e clinicos, nem
resisténcia a anfotericina B, FLU, flucitosina (5FC) e itraconazol (SOUZA et al., 2005;
MORALES, 2009; FIGUEIREDO et al., 2016; AGUIAR et al., 2017).

1.8 Magnitude da Antigenemia Criptocécica no Mundo e no Brasil

Estimativas de prevaléncia de antigenemia criptocécica variam de 0,2% a
22,5%, dependendo da area geografica e das caracteristicas clinicas da populagéo
estudada (FORD et al., 2018).

Uma revisdo sistematica que objetivou avaliar a prevaléncia de antigenemia
criptococica em PVHA em diferentes niveis de LT CD4, incluiu 60 estudos

observacionais, sendo 40 estudos prospetivos e 20 retrospectivos, contabilizando
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mais de 25.000 individuos. Nesta revisdo, foram analisados dados provenientes de 28
paises, de todos os continentes, sendo a maior parte da Africa. A maioria utilizou soro
como amostra sanguinea e LFA como técnica. A prevaléncia de CrAg foi de 6,4% (IC
95% 5,7-7,2%; 55 estudos) entre pessoas com LT CD4 <100 céls/mL e 2,0% (IC95%
1,2-2,7%; 21 estudos) entre pessoas com LT CD4 de 101 a 200 céls/mL (FORD et al.,
2018).

A prevaléncia de CrAg positivo dentre aqueles com contagem de células CD4
<100 céls/mL, foi maior entre individuos hospitalizados (9,8%, IC95% 4,0-15,5%) do
que entre os atendidos ambulatorialmente (6,3%, IC95% 5,3-7,4%) (FORD et al,,
2018). Nessa revisao sistematica, foram incluidos dois estudos brasileiros, sendo a
prevaléncia de CrAg de 3,1% em Sao Paulo (VIDAL et al., 2016) e 13,9% no Mato
Grosso do Sul (NEGRI et al., 2017).

Outra revisao sistematica com metanalise (TEMFACK et al.,, 2019) avaliou o
impacto da rotina de rastreamento de CrAg e terapia preemptiva com FLU em
portadores de HIV virgens de tratamento antirretroviral e CD4 <100 céls/mL. Nesta
revisdo, foram incluidos 31 estudos, de 22 paises, 67,7% da Africa Sub-Saariana,
sendo 22 coortes, 3 estudos randomizados e 6 transversais, totalizando 35.644
pacientes. Estudos brasileiros ndo foram incluidos. A prevaléncia acumulada de CrAg
foi de 6% (IC95% 5-7), sendo 2% em individuos com CD4 > 100 céls/pL. Aprevaléncia
de acometimento meningeo assintomatico foi de 33% dentre os CrAg positivos
(IC95% 21-45) (TEMFACK et al., 2019).

Entre os estudos de coorte, a incidéncia de meningite criptocécica foi de 0,4%
entre CrAg negativos, 21,4% entre os positivos que ndo realizaram terapia preemptiva
com FLU e de 5,7% dentre os que a utilizaram (dose 800 mg/dia). A realizagéo de
puncdo lombar nos casos com antigenemia positiva antes de iniciar a terapia
preemptiva praticamente eliminou a incidéncia posterior de neurocriptococose. O uso
de FLU preemptivo na presengca de antigenemia positiva alterou as taxas de
mortalidade. A taxa de mortalidade foi de 13,9% entre CrAg negativos, 17,4% em
CrAg positivos com uso de pelo menos 800mg de FLU e 39,7% em CrAg positivos
sem uso de terapia preemptiva. O risco de morrer foi 2,2 vezes maior entre os CrAg
positivos que nao receberam terapia preemptiva se comparado aos que receberam
(RR=2,2, IC95%: 1.7-2.9) (TEMFACK et al., 2019).

Poucos estudos foram identificados, até o presente, sobre a prevaléncia de

antigenemia criptococica em pessoas com aids, na América Latina, incluindo o Brasil.
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Durante elaboracdo desta dissertagdo, realizamos uma revisdo ndo sistematica da
literatura, nas bases de dados Medline e Scielo, utiizando os descritores:
“criptococose” elou “CrAg” elou “prevaléncia” e/ou “HIV”, com o intuito de localizar
estudos sobre prevaléncia de CrAg na América Latina e no Brasil, posteres
apresentados em anais de Congressos e dissertacbes de mestrado. Os dados séo
apresentados na Tabela 2.

No Peru, a prevaléncia foi 3,6% (BARANDIARAN; PAZ; BUSTAMANTE, 2012),
na Argentina foi 8,1% (FROLA et al., 2017) e, em alguns estados do Brasil, também
foram identificadas prevaléncias de antigenemia criptococica (Tabela 2). Todavia,
todos evidenciam uma prevaléncia acima do ponto de corte considerado em literatura

como uma estratégia custo-efetiva.
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Tabela 2 - Estudos de prevaléncia de antigenemia criptococica em pessoas infectadas pelo HIV, na América Latina e no Brasil

Autores e ano de Local e T.esAte. = Uso de TARV P'r esencade Idade’ (?no) Nivell dsiCha Prevaléncia global de CrAg
ublicacio data do Antigénico Populacao Adesio 3 TARV sintomas de Homens média (céls/mL) ositivos e em subdrupos
P ¢ estudo utilizado criptococose (x DP) % por faixa P grup
i At 6,7%
Negronietal., 1995  Argentina Latex Assintomaticos <300 . °
193 CrAg isolado:5,2%
Linares Barandiaran . 3,6 % (1,7-5,5)
etal, 2012 '2"(;‘;‘?'235;; Latex 365 Virgens 77% 36,5 (£10,7) = Tl
(PosterICCC) CrAg isolado:2,7%
Brasil, . . cy <200:14,3% 2,6%
g&s;a etal. Belém, PA Latex e If();%f/nmentados Assintomaticos 279, <200: 8,3%
2009a 2012 ° >200:85,6% >200:1,7%
gtaslijl, | Virgens 26% asfss;r;tométicos <100: 79% <100: 3,1%
Vidal et al do FFaulo, LFA : . 100-200:2,9%
2016 o e SAEICERe . 61%  384(*10)  441.200:21% <200 CrAg isolado:3,1% (1-7)
74% (com uso Com sintomas de , ) o
201422015 irregular) meningite (56) SAUE CIESH LIRS Tk
Virgens 32,5% <100:3,6%
Brasil, Experimentados: o
Machado etal., 2015 p;p g LFA 77.5% Com e sem 67% 35  100-200:58,7% 8.2%
(Dissertacéo) 2015 109 Uso Irregular: sintomas
49,5% >200:37,7%
Ferreira, 2016 Bze]- [ T < 100: 65% 11,23%
(Dissertacao) de Janeiro, LFA experimentados Come sem 69% 30,3 (+9,9)
S e i%"%g’:@_’g;%% SALGES > 100: 35% CrAg isolado: 4,81%
Buenos Sem TARV 64,2% 8,1% (3,3-13)
FROLA et al., 2017  Aires 123 regular gz’t‘;;::m Positivos 38 (£9,7) <100
2014-2015 50% CrAg isolado:3,25%
. Brasil, Mato LFA LFA 13,9%
(Posterie) | Grossodo o Com e sem M5 <200
Sul Latex Latex 11,3%

CD4: contagem de linfocitos T CD4; CrAg: Antigeno Criptocécico; DP: desvio padrao; CrAg isolado: antigenemia positiva, sem meningite criptococica diagnosticada; ICCC: International
Congress of Cryptococcus and Cryptococcosis; Latex: técnica de aglutinagéo em latex; LFA: técnica de Ensaio de Fluxo Lateral (Lateral Flow Assay); TARV: terapia antirretroviral.
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1.9 Impacto econémico da triagem com os testes antigénicos criptocécicos

Avaliagdes econdmicas em saude indicam que, em areas endémicas de
criptococose e de infecgdo por HIV, a triagem sérica com CrAg e a profilaxia primaria
sdo duas estratégias adequadas para prevenir a criptococose associada a Aids em
individuos com contagem de CD4 < 100 céls/mL. A triagem se mostrou mais
econdémica mesmo em locais com estimativa de prevaléncia baixa, porém, menos
eficaz do que a profilaxia, especialmente em niveis de CD4 < 50 céls/mL (KAPLAN et
al., 2015). Estudo conduzido em Uganda (MEYA et al., 2010), com a participagéo de
295 individuos, o numero necessario para testar (NNT) com o CrAg e tratar com FLU
(estratégia testar e tratar) para salvar uma vida foi de 11,3 pessoas (IC95% 7,9-17,1),
com custo de $190 (IC95% $132-$287). Em contrapartida, utilizando-se a estratégia
de profilaxia primaria, 0 nimero necessario para evitar um ébito foi de 15,9 pessoas
(IC95% 11,1-24,0) com custo de $266 (IC95% $185-$402).

No Camboja, a populagéo do estudo foi composta por portadores de HIV, sendo
que 81% tinham contagem de CD4 < 50 céls/mL e 19% entre 51 a 100 céls/mL. A
proporcdo de individuos vivos, em um ano apos a inclusdo, foi de 61% sem
intervencdo (custo $472), 70% com rastreamento com CrAg (custo $483) e 72% com
profilaxia com FLU (custo $492). Para salvar uma vida, seriam necessarias 10,8
pessoas na estratégia testar e tratar e 8,9 pessoas utilizando-se profilaxia primaria
(MICOL et al., 2010). Apés um ano de acompanhamento, a relagao custo-efetividade
do rastreamento versus nenhuma intervencdo foi de $ 180/anos de vida ganho e da
profilaxia versus rastreamento foi de $511/anos de vida ganho. Se a proporgao de
individuos com contagem de CD4 < 50 céls/mL diminuisse em 75%, a custo-
efetividade da profilaxia vs. rastreamento seria estimada em $1.538/anos de vida
ganho (MICOL et al., 2010).

Em Malawi, pacientes provenientes de uma clinica para HIV/aids realizaram
tiagem com CrAg conjuntamente a contagem de CD4. Foi instituido tratamento
preemptivo com FLU para os casos positivos. O custo da triagem antigénica ($72,5),
em uma populagdo cuja prevaléncia encontrada foi de 3,5%, foi menor que o
tratamento de um caso de meningite criptocécica ($734) (CHIPUNGU et al., 2015).

Na Republica Unida da Tanzania e Zambia foram randomizados 1.999 adultos
portadores de HIV e virgens de TARV, com uma contagem de células CD4 <200

céls/mL. Um grupo recebeu rastreamento de antigenos criptocécicos e tratamento
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antifungico preemptivo em casos positivos. O outro grupo recebeu tratamento padréao.
Foi encontrada uma reducéo de 28% na mortalidade (13% versus 18%) entre as
pessoas que receberam a intervengdo, em comparagao com o tratamento padrao
(MFINANGA et al.,, 2015). Em uma subanalise posterior, foi demonstrado declinio
estatisticamente significativo da mortalidade entre os individuos com contagem de LT
CD4 <100 céls/mL (taxa de mortalidade=0,75, IC95% 0,58-0,95) e aquelas com
contagem de LT CD4 de 100-200 céls/mL (taxa de mortalidade=0,56, IC95% 0,32—
0,97) (FORD et al., 2018; WHO, 2018).

Jarvis et al. (2013), utilizando um modelo matematico e dados de uma coorte
de Cape Town, Africa do Sul, demostraram que a triagem com CrAg seguida por uso
de FLU em altas doses em casos positivos foi a estratégia com menor custo. Testar e
tratar foi considerada a estratégia padrao de cuidado em locais onde a prevaléncias
foi maior ou igual a 0,6%. Portanto, até mesmo em popula¢gdes com prevaléncia tao
baixa quanto 0,6%, a estratégia de rastreamento com pesquisa de CrAg sérico se
mostrou custo-efetiva. Neste estudo, a realizacdo de pungao lombar em todos os CrAg
positivos e o tratamento com anfotericina B naqueles com acometimento do SNC foi
a estratégia mais efetiva clinicamente, com pequeno aumento em custo ($158 vs.
$51/pessoa-ano) e grande ganho na relagdo custo-efetividade ($889.267/anos de vida
ganhos). Mais uma vez, a profilaxia primaria foi verificada como mais efetiva que a
terapia padrao, porém, custo-inefetiva ($ 20.495/anos de vida ganhos).

Um estudo brasileiro recente avaliou 219 individuos HIV positivos de nhovembro
de 2014 a outubro de 2015, com LT < 200 céls/mL. A prevaléncia de CrAg foi 11,4%
dentre sintomaticos e assintomaticos e de 3,1% em assintomaticos. A Unica analise
de custo efetividade realizada no Brasil revelou que o custo do rastreamento de
antigenos criptocécicos por vida salva foi de US$ 326 (IC95% $ 91-2.685). O NNT
para detectar um caso CrAg positivo foi de 8,8 (IC95% 7,5-16,4). Se todos os
pacientes hospitalizados com LT CD4 <200 céls/mL fossem rastreados, o custo por
caso detectado seria de US$ 35 (IC95% US$24 a US$53) (VIDAL et al., 2016).

Conforme atualmente recomendado pela OMS e pelo MS, a incorporacédo da
estratégia de rastreamento com CrAg na rotina de atendimento a PVHA é custo efetiva
e pode ser justificada se identificada uma alta prevaléncia de criptococose (BRASIL,
2018; WHO, 2018). Neste contexto, considerando-se a alta morbimortalidade da
criptococose e a necessidade de diagnostico e de tratamento precoces, o
conhecimento da prevaléncia de antigenemia criptococica em nosso meio torna-se

relevante.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estimar a prevaléncia da positividade do CrAg no soro de individuos vivendo

com HIV e CD4 menor que 200 céls/mL, em Goias.
2.2 Objetivos Secundarios

e Identificar fatores so6cio demograficos potencialmente associados com a
antigenemia criptocdcica positiva;

¢ Identificar aspectos clinicos e laboratoriais potencialmente associados com
a presenga de antigenemia criptocdocica positiva

e Avaliar a presenca de meningite criptocécica dentre os pacientes com

antigenemia positiva
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3 METODOLOGIA

Este estudo integra um projeto maior intitulado CRAG Brasil, coordenado pela
Rede Criptococose Brasil. Foiaprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do Hospital
Estadual de Doengas Tropicais “Dr. Anuar Auad” (HDT), em 4 de maio de 2015, sob o
n° 1.016.288 (CAAE: 42429715.5.1001.0034). Foi aprovado para financiamento por
meio do Edital Programa Primeiros Projetos (PPP), Chamada Publica 3/2015, da
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Goias (FAPEG), controle digital n°®
17809.

3.1 Delineamento do Estudo:
Trata-se de um estudo transversal.
3.2 Local de Estudo

Estudo conduzido no HDT, unidade da Secretaria de Estado da Saude de
Goias, em Goiania. O HDT é referéncia terciaria para doencas infecciosas e
dermatolégicas no estado de Goias, a qual presta atendimento eletivo e de
emergéncia de média e alta complexidade. Esta unidade € responsavel pelo
atendimento especializado da maior parte das pessoas vivendo com HIV no estado
de Goias.

3.3 Populagao de Estudo

A populacao de estudo foi composta por individuos adultos, HIV positivos, de
ambos 0s sexos € que concordaram em participar, assinando um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apéndice 1).

a) Critérios de inclusao

- Pessoas com diagnostico confirmado de infec¢do pelo HIV, segundo o
algoritmo do MS (BRASIL, 2016);

- ldade maior ou igual a 18 anos;

- Contagem de CD4 < 200 céls/mL; em ultima coleta realizada ha menos de seis
meses da data de incluséo;

- Pessoas internadas ou em acompanhamento ambulatorial, independentemente

de manifestagdes clinicas;
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- Em uso ou ndo de TARV.

b) Critérios de exclusao: histéria prévia de doenga criptocécica
- Ildade menor que 18 anos
- Contagem de LT CD4 = 200 cél/mL

3.4 Parametros para Calculo do Tamanho Amostral

Estudos conduzidos no Brasil, emindividuos na fase avangada dainfec¢ao pelo
HIV, assintomaticos ou ndo, mostram prevaléncias de antigenemia criptococica
variando de 2,6 (COSTA et al., 2013)a 11,4% (VIDAL et al., 2016). No presente estudo,
para realizar o calculo do tamanho amostral consideramos uma prevaléncia de 10%
de antigenemia criptocécica, na populagdo a ser estudada, com preciséo de 4% e

nivel de confianga de 95%, resultando em uma amostra de 208 pacientes.
3.5 Recrutamento dos Participantes e Coleta de Dados

Em junho de 2015, iniciou-se o recrutamento de sujeitos, por meio de amostra
de conveniéncia, em ambulatorios, setores de emergéncia e internagdo do Hospital
Estadual de Doencas Tropicais, conforme critérios de inclusdo e exclusao.

O Laboratdrio Central de Saude Publica Dr. Giovanni Cysneiros (Lacen-GO)
forneceu, a partir de dezembro de 2015 até julho de 2018, uma lista dos pacientes
com CD4 < 200 céls/mL provenientes do servigo em questado, de forma confidencial.
Apés avaliagao de prontuario eletrénico, para exclusdo de doenga criptocécica prévia
e Obito, foi realizado contato telefénico, com verificagdo de disponibilidade para o
comparecimento em consulta médica para a entrevista. Quando ndo havia dados
telefénicos, ou nao foi estabelecido contato ou o individuo se recusou a comparecer a
consulta, o mesmo foi excluido da lista de convocacdo. Pacientes internados em
unidades de emergéncia, enfermaria ou UTI, que preencheram critérios de inclusao,

foram submetidos a entrevista pelo pesquisador ou pelo médico assistente.
3.5.1 Entrevista Estruturada

Durante a consulta agendada, foi explicado ao paciente ou responsavel legal
que o objetivo principal da convocagdo era informar sobre a contagem baixa de
linfocitos CD4 e o risco de desenvolvimento de doengas oportunisticas, dentre elas a

criptococose. Os pacientes foram informados sobre os objetivos do estudo em
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questao e sobre o teste diagndstico a ser realizado por meio de pun¢do venosa. Caso
0 exame antigénico resultasse positivo, seria necessaria a realizagdo de uma pungao
lombar para a investigagdo de acometimento em SNC. OS riscos de cada
procedimento foram esclarecidos.

Foi infformado ao entrevistado que o aceite ou a recusa nao interferiiam em
seu acompanhamento regular no servico. Apds o consentimento, foi coletada a
assinatura do TCLE. Seguiu-se entao a entrevista estruturada, com coleta de dados
sécio-demograficos, clinicos e laboratoriais, conforme ficha elaborada pela Rede
Criptococose Brasil e adaptada pelo pesquisador (Apéndice 2).

Foi realizada revisdo de prontuario, para complementar as informacdes
avaliadas pela ficha de coleta de dados e excluir criptococose prévia. O histérico de
dispensacdo foi acessado eletronicamente via Sistema de Controle Logistico de
Medicamentos (SICLOM), com intuito de acessar a regularidade do uso da TARV nos
ultimos 100 dias. O histérico de contagem de LT CD4 e carga viral foi acessado via
Sistema de Controle de Exames Laboratoriais da Rede Nacional de Contagem de
Linfécitos CD4+/CD8+ e Carga Viral do HIV (SISCEL).

Os participantes foram posteriormente encaminhados ao laboratério interno do

Hospital, para pungdo venosa e realizagdo dos exames laboratoriais.
3.5.2 Exames Laboratoriais
Os exames solicitados a todos os individuos, pelo pesquisador ou médico
assistente, conforme estabelecido no projeto eram:
1) Hemograma completo, ureia, creatinina, sodio, potassio, proteinograma;
2) Hemocultura para fungos (processada pelo Lacen-GO);
3) Detecgéo de antigenemia criptococica em soro pela técnica LFA;

4) Analise de LCR (em casos CrAg sérico positivos) - bioquimica, celularidade
com diferencial, bacterioscopia ao gram, exame direto com tinta da china,
cultura para bactérias e cultivo em meios especificos para fungos (sem

cicloheximida);

5) Deteccéo de CrAg pela técnica LFAem LCR.
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3.5.3 Condutas frente aos resultados do CrAg

Em caso de teste CrAg LFA positivo em soro, o médico assistente, o paciente
ou seu representante legal foram informados sobre o resultado e sobre a necessidade
de se realizar a pungédo lombar para a coleta de amostra liquérica. Quando disponivel
o raquimandmetro, foi aferida a pressao intracraniana em cmH20.

Nos casos em que fosse detectado CrAg positivo em LCR, foi realizado
encaminhamento para tratamento em regime de internagdo. Quando descartado o
acometimento em SNC, o paciente com antigenemia sérica isoladamente positiva
recebeu o tratamento preemptivo com FLU, conforme os protocolos vigentes (WHO,
2011; SLOAN; PARRIS, 2014).

A Figura 10 sumariza as etapas de selecdo e coleta de exames dos

participantes e a Figura 9 esquematizou a proposta de manejo clinico dos pacientes.

» Individuo Portador de HIV, sem criptococcose prévia
eldade = 18 anos

= * CD4 <200 cél/ml

SE|E(;E|0 » Coletado TCLE

* Hemograma, uréia, creatinina, proteinograma, sodio, potassio

» Hemocultura parafungos

* Pesquisa de Antigeno Criptocdccico em soro

*Se CrAg em soro positivo 2 Pun¢do lombar: rotinade LCR e CrAg

s Se CrAg negativo em LCR - tratamento preemptivo com fluconazol
s Se CrAg positivo em LCR - tratamento para meningite criptocéccica conforme PCDT

Figura 10 - Etapas realizadas para coleta de dados e condutas frente aos resultados
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Diagnostico de HIV com CD4 < 200

Solicitar Antigenemia Criptcdccica Sérica
& P Programar Checar Resultado:

(Aglutinagio em Latex ou LFA) Se NEGATIVO: Seguirrotina, iniciar TARV
Se POSITIVA: Reconvocar Paciente

¥
Antigenemia Critptocdccica POSITIVA

Pelorisco de desenvolvimento de doenga criptocdcica invasiva e
acometimento de SNC, ADIAR INICIO DE TARV

¥
Realizar Pungio Lombar com aferigdo de manometria; solicitar rotina de LCR, tinta da
China, cultura para fungos e antigenemia criptocdcicica em LCR

!

‘ Avaliar Antigenemia Criptococica em LCR |

a 4‘ POSITIVA: tratar como Neurocripto ‘

MEGATIVA: iniciar tratamento
preemptivo com FLUCONAZOL

P

12 opg¢do: Anfotericina B0,7-1 mg/kg/dia+
Indugo: Fluconazol 800mg/dia 12/12h) 5-flucitosina 100 mg/kg/dia por 1-2 semanas
por 2 semanas. 22 opgdo: Anfotericina B0,7-1 mg/kg/dia+
fluconazol 1200 mg/dia por 2 semanas
Consolidagdo: Fluconazol 800mg/dia por 8-

Consolidagdo: Fluconazol 400mg por 8-10
Semanas.

10 semanas.
Manutenglo:  Fluconazol 200mg/dia até Manutengdo: Fluconazol 200mg/dia até CD4
CD4 >100-200 por 12 meses em TARV >100-200 por 12 mesesem TARY

Figura 11 - Fluxograma de rastreamento utilizando antigeno criptocécico (CrAg) e
terapéuticas preconizadas. Proposta sugerida para a implantagdo no

Hospital de Doencas Tropicais.
Fonte: Adaptado de Brasil (2018) e WHO (2018).

3.6 Processamento e Analise de Dados

Os dados coletados, contendo variaveis categoricas e continuas foram
inseridos em planilhas do Microsoft Office® Excel® e analisadas utilizando o programa
Statistical Package for the Social Sciences, versdao 23.0 (SPSS® IBM Corporation,
Armonk, NY, USA). Foi mantida a confidencialidade sobre os dados e identidade dos
participantes.

Inicialmente foi realizada analise descritiva e exploratéria de dados. Para

variaveis continuas tais como idade, tempo de diagndstico de HIV e tempo de
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tratamento antirretroviral, foram calculadas medidas de tendéncia central (media e
mediana) e de dispersdo (desvio-padrdao). Variaveis categéricas, tais como sexo,
presenga ou auséncia de sintomas clinicos, antecedentes de uso de TARV, etc. foram
expressas em percentuais.

O uso regular de TARV foi considerado presente quando relatado pelo paciente,
em associacao a dispensagao de medicag¢ao nos ultimos 90 dias, de acordo com o
registro de dados do SICLOM. Em caso de discordancia, foi considerado a informagao
obtida via SICLOM. O histérico de abandono de TARV em algum momento do
seguimento também foi investigado e definido quando houve auséncia de retirada de
medicagdo por mais de 100 dias, conforme preconizado pela Assisténcia
Farmacéutica do MS.

Considerou-se como diagnostico recente de infecgdo pelo HIV aquela
diagnosticada a menos de 12 meses da data da entrevista. O tempo de diagndstico
de HIV foi categorizado em até 12 meses e maior que 12 meses. Resultados de
exames laboratoriais tais como dosagem de hematdcrito, hemoglobina, ureia,
creatinina, sédio, potassio, proteinas totais, albumina, e globulinas séricas foram
expressos como normais ou alterados, considerando os pontos de corte de
normalidade. Valores de hemoglobina = 12mg/dL, hematdcrito = 35%, leucograma =
3.500 céls/L, plaguetas = 150.000 e albumina = 3,5 mg/dL, foram considerados como
normais, independentemente do sexo e idade.

Valores de LT CD4 e de CV do HIV foram expressos como variaveis continuas
e como variaveis categoricas. Individuos com carga viral menor do que o limite de
deteccao (40 copias/mL) foram contabilizados com valor de zero e aqueles com niveis
maiores que o limite de deteccado foram contabilizados como 10.000.000 copias/mL.
Valores de CV foram agrupados em duas categorias: altos quando a CV era superior
a 100.000 cépias/mL e CV baixa a moderada, para valores de até 100.000 copias/mL.
Valores de CD4 foram categorizados em dois estratos: < 100 e 101-199 céls/mL.

Resultados da pesquisa de CrAg foram apresentados de forma categorica
(positivo ou negativo) e expressos em percentuais, com os respectivos IC95%. Para
os casos com CrAg positivo no soro foram descritos os resultados do LCR (numero
de leucécitos e hemacias, valores de glicose e proteina, a pressao intracraniana,
pesquisa de CrAg, exame direto e cultura para Cryptococcus spp.). Também foram
descritos o tratamento realizado (anfotericina B, FLU, itraconazol) e a adesao as fases

de inducédo, consolidagdo e manutengao.
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Foi realizada analise univariada para investigar fatores sécio-demograficos,
clinicos e laboratoriais potencialmente associados com a positividade do CrAg no
soro. Foram utilizados Teste do Qui-quadrado ou Teste Exato de Fisher, quando
pertinente, para comparagao de varidveis categoricas e Teste T para variaveis
continuas. Todos os testes foram bicaudais, com nivel de significancia estabelecido

em 5%. Caso detectadas correlagdes com p<0,1, seria indicada analise multivariada.
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Abstract

Background: Cryptococcosis is caused by Cryptococcus species complex
(Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii) and targets immunocompromised
individuals, including those with AIDS. Cryptococcal antigen (CrAg) detection in the
HIV population with CD4 counts <100-200 cells/mL has been recommended by the
World Health Organization since 2011 in areas with CrAg prevalence >3%. These data
are scarce in Brazil. We aimed to estimate the prevalence of CrAg positivity in midwest
Brazil. Methods: Cross-sectional study with a prospective component conducted at an
infectious diseases hospital from 2015 to 2018. Adults infected with HIV with CD4 <200
cells/mL, without previous cryptococcal disease, were enrolled. Serum CrAg tests were
performed by lateral flow assay. We calculated the prevalence of CrAg positivity with
95% confidence intervals (Cl). Results: Of the 214 individuals recruited, 72% were
men ranging in age from 18 to 78 years (median, 40 years). HV diagnosis was recent
in 47% (12 months) and 88.8% (n=190) were antiretroviral experienced, of which
51.4% (n=110) were taking this regularly in the previous 3 months. Viral load was
undetectable in 25/214. CD4 values ranged from 1 to 199 cells/mL (median, 47
cells/mL). The overall prevalence of CrAgwas 7.9% (95%CI 4.7-12.4); 7.5% (12/159)
in those with CD4 <100 cells/mL and 9.1% (5/55) in those with CD4 101 to 199
cells/mL. Only 1/17 CrAg-positive individual had documented cryptococcal meningitis,
with no other case during follow-up. There were no statistically significant differences
between sociodemographic, clinical or laboratory characteristics to predict CrAg
positivity (p>0.05). Conclusions: The prevalence of cryptococcal antigenemia in an
HIV population with CD4 <200 cells/mL from Midwest Brazil is high, above the cut-off

point for the cost-effectiveness of CrAg screening. No clinical or laboratory factors
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could predict positivity, corroborating the need for universal screening for CrAg in

severely immunosuppressed individuals infected with HIV in similar regions.

Introduction

Cryptococcosis is a serious opportunistic fungal infection caused by
Cryptococcus species complex: Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii
[1, 2]. It mainly affects people with impaired cellular immunity, such as those with HIV
and a CD4 count <100 cells/uL, haematological malignancies, solid-organ transplant
recipients, chronic corticosteroid users, those who have received another type of
immunosuppressive therapy [3]. After the burden of AIDS, the incidence of
cryptococcosis increased dramatically worldwide. HIV infection was associated with
>80% of cases of cryptococcosis [4], reaching 95% in a Brazilian retrospective study
[5].

In individuals with AIDS, cryptococcaemia, meningoencephalic presentation,
high intracranial pressure and high antigenic titres are frequent and are associated
with a poor prognosis and mortality [6, 7]. Cryptococcal meningoencephalitis accounts
for 70% to 90% of cases of cryptococcal disease in patients with HIV; it is a life-
threatening infection and the second leading cause of death in this population [8, 9].
Highly active antiretroviral treatment (HAART) has been associated with a reduction in
the incidence of cryptococcosis, mainly in developed countries [10]. However, the
incidence rates are still extremely high in some low- and middle-income countries [11-
13]. Despite the widespread availability of antiretroviral treatment (ART), patients still
present late for care, have low adherence and a significant proportion do not achieve
a sustained undetectable viral load, remaining without immune recovery [13, 14]. In

Brazil in 2017, around 860,000 (630,000-1,100,000) people were living with HIV, 84%
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of whom were aware of their status; 64% received ART and 59% had an undetectable
viral load [15].

Latin America has the third highest rate of HIV/AIDS-related cryptococcal
meningitis in the world, with an estimated 7,000 (3,600-11,100) people with positive
antigenemia, 5,300 (2,600-8,900) with cryptococcal meningitis and 2,400 (1,100-
4,400) deaths annually [8]. A mortality rate around 70% has been estimated in low-
income countries, 40% in middle-income countries and 20%-30% in high-income
countries such as the United States and Europe [8]. In Latin America, the lethality of
meningeal cryptococcosis has been reported to range from 13% to 73% [11]. The
mortality rate of cryptococcosis as the primary cause of death in Brazil was found to
be 0.47/million inhabitants [16]. Fatality in the HIV population reaches 30% to 62% in
this country [17-19].

Since 2011, the World Health Organization (WHO) has recommended
screening for Cryptococcus antigen (CrAg) in people living with HVV/AIDS (PLHASs) with
a CD4 count <100 cells/mL. Screening may be also considered at a higher CD4 cell
count threshold of 200 cells/mL [20, 21]. The presence of CrAg in a blood sample can
be identified at least 22 days to >100 days before the presentation of neurological
symptoms [9, 22]. It is an independent predictor of mortality in the first 12 weeks of
ART and of the development of cryptococcosis in the first year of ART [23, 24].

CrAg screening was initially recommended for regions with a prevalence of
cryptococcosis 23%, allowing early identification of cryptococcal disease, even at a
subclinical stage [9, 21]. The lateral flow assay (LFA) (Immuno-Mycologics Inc®,
Norman, OK, USA) was validated within the scope of this screening strategy, favouring
its application in clinical practice [20, 25-33]. The CrAg LFA has some advantages:

quick results (<10 minutes), little training required for use and interpretation, minimal
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laboratory infrastructure required and no need for refrigerated storage [34]. It is cost-
effective in several scenarios [28], including sites with a prevalence as low as 0.6%
[35], much lower than the cut-off point suggested initially.

Since 2017, the Brazilian Guideline for Adult HIV Care [36] recommends CrAg
screening in people living with HIV with advanced immunosuppression and from areas
with a high prevalence of cryptococcal antigenemia. To date, there are few data on the
prevalence of this disease in Brazil [37-39]. Therefore, this study aimed to estimate
the prevalence of cryptococcal antigenemia and to evaluate the sociodemographic
factors, and clinical and laboratory aspects potentially associated with CrAg positivity

in PLHAs with CD4 <200 cells/mL in the Midwest Region of Brazil (State of Goias).

Materials and methods
Participants and study design

A descriptive, cross-sectional study with a prospective component was
conducted at the main infectious diseases public health service centre, responsible for
caring for most PLHAs in the State of Goias (6.77 million inhabitants), in Midwest
Brazil. HIV assistance and ART are offered free of charge in Brazl. The recruitment
period was from June 2015 to July 2018. The exclusion criterion was previous
cryptococcal disease. Participants were older than 17 years, had a laboratory
confirmed diagnosis of HIV and a CD4+ T lymphocyte count lower than 200 cells/mL.

The data were collected through a structured interview and extracted from
medical records (age, sex, time of HIV diagnosis, CD4 cell count, HIV viral load, ART
history, previous opportunistic infections and current systemic or neurological
symptoms). We considered the presence of fever, weight loss, asthenia, pulmonary

symptoms, diarrhoea or oral moniliasis as general symptoms. Neurological symptoms
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included headache, conwulsions, changed mental state, dizziness, and visual or
auditory deficit. Serum cryptococcal antigen by LFA (Immuno-Mycologics Inc®) and
complementary examinations were performed, including haemogram, urea, creatinine,
proteinogram, and haemoculture for fungi.

We performed a lumbar puncture on all individuals with positive serum CrAg to
rule out meningeal involvement through India ink microscopy on the cerebrospinal fluid
(CSF), CSF CrAg test and fungal culture. When cryptococcal meningitis was detected,
the patient was treated in hospital with amphotericin B deoxycholate (0.7-1 mg/kg/day)
or with a lipid formulation (3-5 mg/kg/day) associated with fluconazole (800-1200
mg/day), because 5-fluytosine is not available in Brazil.

Pre-emptive fluconazole treatment was proposed for those with positive serum
CrAg, without central nervous system involvement. The following doses were
prescribed: 900 mg for 2 weeks, 450 mg for 8 to 10 weeks and a subsequent
maintenance dose of 150-300 mg, according to the modified WHO recommendations
[9]. Atthat time, only 150 mg fluconazole capsules were available in the Brazilian public
health system. Patients with positive CrAg had their medical records reassessed at
January 2019. We investigated the rate of adherence to ART and pre-emptive therapy;
the recent CD4 count and viral load; the incidence of cryptococcal diseases, and
mortality rate in this group.

Statistical analysis

The sample size was calculated using the formula: N=(Z% x P[1 - P])/E2, where
N is the sample size; Z is the level of confidence according to the standard normal
distribution (for 95% level of confidence, Z=1.96), P is the estimated prevalence of

CrAg positivity among the participants (we considered p=0.10), and E is the tolerated

Resultados 47



margin of error (proportion within 4%), resulting in a required sample of 208
participants.

Data were input into Microsoft Office Excel ® spreadsheets and analysed using
the Statistical Package for the Social Sciences version 23.0 (SPSS®, IBM Corporation,
Armonk, NY, USA). Descriptive and exploratory analyses were performed to
summarize the characteristics of the individuals. Central measures (mean or median)
and dispersion measures (standard deviation) were calculated for continuous
variables, and percentage for categorical variables. We estimated CrAg prevalence
considering CD4 <100 and 101-199 cells/mL, with 95% confidence intervals (CI).

Univariate analysis was performed to investigate sociodemographic, clinical,
and laboratory factors potentially associated with serum CrAg positivity. Chi-squared
test or the Fisher exact test were used for comparison of categorical variables and the
t test for continuous variables. All tests were two-tailed, with the significance level set
at 5%.

Ethics statement

This study was approved by the institutional review board of Tropical Diseases

State Hospital “Dr. Anuar Auad” (CAAE: 42429715.5.1001.0034). All patients gave

written informed consent and the data collected were considered confidential.

Results

A total of 214 individuals with CD4 cell counts <200 cells/mL were enrolled, of
whom 72.4% were male. The median age was 40 years and ranged from 18 to 78
years. Most of the individuals (78.5%) were interviewed on an outpatient basis and the
others were hospitalized. About half of the participants were diagnosed with HIV within

the previous 12 months, 40.2% had been diagnoses for more than 5 years and 68.2%
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had previous opportunistic disease. Before enrolment, 88.8% of the participants had
started HAART at some time, of whom 51.4% were regular users of this medication in
the last 3 months. The sociodemographic, clinical and personal characteristics,

including the use of ART, are shown in Table 1.

Table 1. Sociodemographic and clinical characteristics of 214 individuals

screened for serum CrAg.

CrAg CrAg
. Total, n o h
Variables (%) positive, n negative, p-value'
(%) n (%)
Serum antigenemia 214 17 (7.9) 197 (92.1)
Sex
Male 155 (72.4) 14 (9.0) 141 (91.0) 0.411
Female 59 (27.6) 3(5.1) 56 (94.9) '
Age
38.47
Age (years), media (SD) 41.8 (10.9) (11.4) 41.3 (109)  0.308
<40 years 112 (52.3) 11 (9.8) 101 (90.2) 0.322
>40 years 102 (47.7) 6 (5.9) 96 (94.1) '
Presence of symptoms
Asymptomatic 75(3%5) 4 (5.3) 71 (94.7) 0316
Any symptoms 139 (65) 13 (9.3) 126 (90.7) ’
General symptoms 103 (48.1) 6 (5.8) 97 (94.2) 0.318

Neurological symptoms 87 (40.7) 10 (11.5) 77 (88.5) 0.128
Previous opportunistic diseases

Yes 146 (682) 13(89) 133(91.1) ..

No 68(31.8)  4(59)  64(94.1) '
HIV diagnosis

<12 months 101(47.2)  7(69)  94(931)

>12 months 113(52.8) 10(8.8) 103(912)
Experience with ART?

Yes 190 (88.8)  16(84) 174(916)

No (naive) 24 (112)  1(42)  23(95.8) '
Regular® use of ART

Yes 110 (51.4) 11 (10) 99(90) 416

No 104 (48.6) 6 (5.8) 98 (94.2) ’

Level of significance. For categorical variables, the chi-squared test was used; if n<5 in any
cell, the Fisher exact test was used. The t test was used for continuous variables. 2ART,
antiretroviral therapy; 3regular use of ART, medication use during the last 3 months.
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The CD4 cell counts ranged from 1 to 199 cells/mL (median, 47 cells/mL); 73.3%
had <100 cells/mL, 53.3% had up to 50 cells/mL. The median CD4 count was 56
cells/mL in the CrAg-positive group and 47 in the CrAg-negative group (p=0.466).
Regarding viral load, 51.4% had >100,000 copies/mL and 25 participants had a viral
load below the detection threshold (< 40 copies/mL). Characteristics related to the
laboratory tests are described in Table 2. No clinical, sociodemographic, personal or
laboratory characteristics were identified as related to the positivity of cryptococcal

antigenemia.

Table 2. Laboratory tests of the 214 individuals screened with serum CrAg.

Tests CrAg CrAg
Total positive,n negative, n  p-value
(%) (%)
CD4
<100 cells/mL 159 12 (7.5) 147 (92.5) 0.717
>100 cells/mL 55 5(9.1) 50 (90.9)
Viral load
<100,000 copies/mL 104 10 (9.6) 94 (90.4) 0.382
>100,000 copies/mL 110 7(6.4) 103 (93.6)
Haemoglobin'
<12 g/dL 75 3(4) 72 (96) 0.122
212 g/dL 136 14 (10.3) 122 (89.7)
Hematocrit'
<35% 63 2(3.2) 61 (96.8) 0.104
235% 148 15(10.1) 133 (89.9)
White blood cells’
<3500 cells/L 56 3(54) 53 (94.6) 0.568
23500 cells/L 155 14 (9.0) 41 (141)
Platelets?
<150 x 10°cells/L 46 4 (8.7) 42 (91.3) 1.000
=150 x 10%cells/L 151 13 (8.1) 48 (91.9)
Albumind
<3.5 g/dL 45 2(4.4) 43 (95.6) 0.372
>3.5 g/dL 151 14 (9.3) 137 (90.7)

For categorical variables, the chi-squared test was used; if n<5 in any cell, the Fisher exact
test was used. The t test was used for continuous variables. 'Three missing values. 2Seven
missing values. 318 missing values.
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Among the 214 participants, 17 presented with positive cryptococcal
antigenemia, resulting in an overall prevalence of 7.9% (95%CI 4.8-12.2). Sixteen
individuals who were CrAg positive had experience of ART but only one had an
undetectable viral load. In the outpatient group (168 individuals), the prevalence of
cryptococcal antigenemia was 7.7% (95%CI 4.4-12.6), and in the hospitalized group
(46 individuals) it was 8.7% (95%CI 2.8—-19.6), without a significant difference between
the groups.

The prevalence of CrAg among asymptomatic participants was 5.3% (95%ClI
1.4-13.1), and 9.3% (95%CI 5.5-15.3) among symptomatic participants, with no
significant difference between the groups (p=0.316). The prevalence of CrAgwas 7.5%
(95%CI 4.1-12.6) in individuals with CD4 <100 cells/mL and 9.1% (95%CI 3.4-19.0) in
those with a CD4 count between 101 and 199 cells/mL (p=0.17).

All 17 individuals with positive serum antigenemia underwent lumbar puncture
and one had documented cryptococcal meningitis. This was demonstrated by positive
India ink microscopy, positive CrAg LFA and positive culture for Cryptococcus spp in
CSF. This patient presented severe intracranial hypertension (initial CSF pressure of
140 cmH20), which improved without need for shunt, after 5 weeks of regular lumbar
punctures. He received treatment with amphotericin B (first deoxycholate 50mg / day,
then lipid complex 250mg / day, due to altered renal function) associated with
fluconazole 800mg for 6 weeks. Regular outpatient follow-up was maintained at
another facility. Most individuals with positive CrAg received pre-emptive induction
therapy with fluconazole (n=13). Four individuals received itraconazole at a dose of
400 mg in the induction phase and maintained this antifungal therapy during
consolidation and maintenance, three because of a history of histoplasmosis and one

as aspergillosis treatment.
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After a median follow-up of 12 months (range, 6-42 months), no further cases
of cryptococcal meningitis or cryptococcosis were reported in the CrAg-positive group.
Most of the patients (88.0%) remained under care and 76.4% (13/17) achieved
undetectable viral load. The adherence to pre-emptive treatment was 68.7% (11/16)
and the overall mortality rate was 11.7% (2/17), with no cryptococcal disease as the
main cause of death. The median CD4 count increased from 56 cells/uL (range, 7-199
cells/uL) to 140 cells/uL (range, 6-485 cells/uL); only 23.5% (4/17) remained with a
CD4 count <100 cells/uL. Details of the follow-up of CrAg-positive individuals are

presented in Table 3.
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Table 3. Characteristics of CrAg-positive individuals and follow-up.

Follow- ) Regular T2 viral Regular o
Patient up time Neuro T1CD4 T1 V|.ral load T2 CD4 In Ioa.d . Treatment (def.lnltlve or
(months) crypto (cells/puL)! (copies/mL)’ (cells/uL)? care (copies/ T92 pre-emptive)
mL)2
1 42 No 28 =2100,000 Yes 485 Yes <40 Yes Fluconazole
2 42 Yes 199 <100,000 Yes 425 Yes 183 Yes Amphotericin +Fluconazole
3 28 No 130 <100,000 Yes 332 Yes <40 Yes Fluconazole
4 17 No 126 <100,000 Yes 47 Yes <40 Yes ltraconazole
5 16 No 7 =2100,000 Yes 184 Yes <40 Yes Fluconazole
6 15 No 75 =100,000 No 140 Yes <40 Yes ltraconazole, irregular®
7 14 No 36 <100,000 No 132 Death <40 Yes Fluconazole, irregular
8 12 No 10 <100,000 No 125 Yes 125,559 No Fluconazole
9 12 No 37 =100,000 Yes 124 Yes <40 Yes Fluconazole
10 7 No 27 <100,000 Yes 243 Yes <40 Yes No use
11 8 No 31 =100,000 No 6 Death 1,112,547 No No use
12 7 No 56 <100,000 No 72 Yes <40 Yes ltraconazole
13 7 No 20 =100,000 No 117 Yes <40 Yes Fluconazole
14 6 No 96 =2100,000 Yes 290 Yes <40 Yes ltraconazole
15 6 No 97 <100,000 Yes 97 Yes 121 Yes No Use
16 6 No 158 <100,000 Yes 202 Yes <40 Yes No Use
17 6 No 143 <100,000 Yes 308 Yes <40 Yes Fluconazole

At time of screening (first evaluation). 2At time of re-evaluation (second evaluation). 3lrregular use of pre-emptive treatment: <10 weeks.
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Discussion

In the present study, the overall prevalence of cryptococcal antigenemia was
7.9% (95%CI 4.9-12.2). There was no difference in the prevalence of CrAg among
individuals with CD4 lower than 100 cells/mL compared with those with CD4 counts
between 101 and 199 cells/mL. Most individuals were experienced with ART, however
only 11.6% had an undetectable HIV viral load, reinforcing the relevance of CrAg
screening among severe immunosuppressed HIV individuals, regardless of ART
status.

According to the WHO recommendations, areas with a prevalence of CrAg
greater than 3% should provide comprehensive, early screening for cryptococcosis [9].
Furthermore, in regions with a high prevalence of cryptococcosis, screening for CrAg
is cost-effective in reducing morbidity and mortality related to this infection in
individuals infected with HIV. A systematic review that aimed to assess the prevalence
of cryptococcal antigenemia found values ranging from 0.2% to 22.5%, depending on
the geographic area and immune status of the HIV population studied [40].

Brazl is a large country with varying morbidity profiles and scarcity of data on
the prevalence of CrAg among the HIV population. The prevalence of CrAg in Brazil
was 2.6% in the north region (Para state) [37], regardless of CD4 count and symptoms.
In the southeast region, it varied from 3.1% (95%CI 1.0%-7.0%) in asymptomatic
individuals with a CD4 count <200 cells/mL in S&o Paulo [39] to 11.2% (95%CI 6.2%-
19.5%) in Rio de Janeiro, regardless of symptoms [38]. However, comparisons
between different regions should be made with caution, considering the
immunosuppressive profile of the individuals recruited, the presence or absence of
symptoms suggestive of cryptococcal meningitis and the use of ART. For example, in

the study by Costa et al. [37], if only participants with a CD4 count <200 cells/mL were
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included, the prevalence of CrAg would be 8.3%. In the study by Vidal et al., if
symptomatic and asymptomatic patients were grouped, the prevalence was 11.4%
(95%CI 7.9%-16.3%) [39], both similar to our study.

In the previous mentioned systematic review [40], most of the studies were
conducted in resource-limited settings, mainly in Africa, with only one study from Latin
America. The pooled prevalence of CrAg among individuals with CD4 count <100
cells/mL was 6.4% (95%CI 5.7%-7.2%), which was similar to our results. However,
among people with a CD4 count between 101 and 200 cells/mL, the pooled prevalence
was 2.0% (95%ClI 1.2%-2.7%), which was lower than the prevalence found in our
study. The prevalence of CrAg among those with a CD4 cell count <100 cells/mL was
shown to be higher among hospitalized patients (9.8%; 95%CI| 4.0%-15.5%) than
among patients treated at outpatient clinics (6.3%; 95%CI| 5.3%-7.4%) [40]. We
obtained a similar prevalence among these groups, with no statistically significant
difference.

The difference in results could be explained by our small sample size, with low
power to detect differences (type Il error), as the cited review included >2,000 CrAg-
positive cases. In addition, most of the studies screened ART-naive individuals with a
recent HIV diagnosis. Our population differed in that as it comprised mostly individuals
with a long-term diagnosis of HIV, without virologic control and with a long period of
severe immunosuppression.

We did not identify any demographic, clinical or laboratory variables that could
assist in predicting CrAg positivity, reinforcing the concept that screening is needed for
all individuals with advanced HIV immunosuppression regardless of clinical

manifestations.
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Similar to other studies [38, 39, 41, 42], our population comprised individuals
with a previously established diagnosis of HIV, already on ART, with a history of signs
and symptoms of AIDS and opportunistic diseases. Even in this scenario, the strategy
of CrAg screening is still justifiable, because immunosuppression itself is a risk factor
for reactivation of cryptococcal disease and the protective factor related to ART would
only be relevant in the context of good adherence and viral suppression [40, 42].

No asymptomatic cryptococcal meningitis was detected and we did not find any
new cases in CrAg-positive individuals, even in those with low adherence to pre-
emptive treatment. This contrasts with a recent study reporting 33% (95%CI 21%-45%)
of asymptomatic cryptococcal meningitis among CrAg-positive individuals and an
incidence of cryptococcal meningitis during follow-up of 21.4% (95%CI 11.6%-34.4%)
without pre-emptive fluconazole and 5.7% (95%CI| 3.0%-9.7%) with pre-emptive
fluconazole [43]. This is probably due to our small sample size, with few positive cases.
In addition, our CrAg-positive individuals remained mostly on ART, with virologic
control and CD4 count >100 cell/uL in more than 75%.

Our study has limitations because it is a cross-sectional study, with short
prospective evaluation of the outcome of the individuals enrolled. The sample of people
living with HIV and CD4 count <200 cells/mL was obtained by convenience and
individuals who could not be contacted, who were not available to attend the
consultation because of social issues or clinical status could create a population with
different characteristics. Due to financial restriction, titration of the CrAg LFA tests was
not performed; only qualitative results were obtained. Thus, there is a risk of false-

positives in tests with low titration (<1:5) up to 34% [44].
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Conclusions

The prevalence of cryptococcal antigenemia in the Midwest Region of Brazil is
high and well above the 3% recommended by the WHO to justify routine antigenic
screening. Sociodemographic factors, duration of HIV diagnosis, ART history, clinical
or laboratory characteristics could not predict positivity of CrAg in an HIV population
with CD4 <200 cells/mL. To date, this strategy is unfortunately not routinely available
in the Brazilian public health system as in other countries. Health policies incorporating
antigenic diagnostic methodologies, such as the cost-effective LFA, are necessary for

the early identification of cryptococcal disease and its treatment, in similar settings.
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Abstract

Cryptococcosis is a severe opportunistic fungal infection with high morbidity and
mortality and affects particularly people living with HIV/AIDS and advanced disease.
The detection of cryptococcal capsular antigen is very sensitive and specific, however
false-negative results have been reported in the literature, mostly in cerebrospinal fluid.
We report the case of an HIV-infected patient with CD4 count of 42 cells/mL, who

presented only generalized weakness, but had a blood culture with growth of
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Cryptococcus spp. and a paired serum cryptococcal antigenemia (CrAg) lateral flow
assay (LFA) was negative. This patient had a spontaneous and unexpected resolution
of cryptococcaemia, possibly secondary to a transient subclinical episode. The regular
use of highly active antiretroviral therapy and effective immune restoration may have
contributed to the benign outcome. In addition, the concomitant negative serum CrAg
LFA may be explained more probably due to a prozone effect. Despite the high
accuracy of LFA, careful clinical evaluation, culture assessment, and close follow-up

are relevant.

Key words: Cryptococcosis; AIDS; Fungal Antigens; False Negative Reaction.

INTRODUTION

Cryptococcosis is a severe opportunistic fungal infection with high morbidity and
mortality, caused predominantly by species of Cryptococcus complexes (C.
neoformans and C. gatti). This fungi particularly affects people living with HIV/AIDS
(PLWHA) with advanced disease (CD4 count <100 cells/mL) [1-3].

The presentations of cryptococcosis is broad, ranging from respiratory tract
colonization and the presence of serum cryptococcal antigen with no clinical
repercussion, to cryptococcemia and cryptococcal meningitis [4, 5].

The cryptococcal antigen (CrAg) lateral flow assay (LFA) is a key advance in the
diagnosis of cryptococcosis in (PLWHA). The LFA is in excellent agreement with
cultures, latex agglutination, immunoenzymatic assay (ELISA) in serum and
cerebrospinal fluid (CSF) [6-8]. It has 100% (97.6%-100%) serum sensitivity, 96.8%
(93.7%-98.6%) specificity and 100% (98.1%-100%) negative predictive value
compared with culture and latex agglutination [6, 8, 9]. Serum lateral flow assay had a
pooled sensitivity of 100% when compared with blood culture and of 95.6% when
compared to serum enzyme immunoassay [9, 10] Cryptococcosis with a false-negative
antigenic test has been reported in the literature [11-16]. The CrAg LFA has some
advantages over conventional diagnostic methods: results are available in less than
10 minutes, little training is required for use and interpretation, minimal laboratory
infrastructure is required and refrigerated storage is not necessary [17,18].

This case report presents an episode of false-negative cryptococcal antigenemia by

LFA, demonstrated by a positive blood culture for Cryptococcus spp of a matched
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sample, highlighting the need for knowledge of this situation and discussion about its

possible causes.

CASE REPORT

A 57-year-old man from Goiania (State of Goias, Brazil) was diagnosed with HIV 13
years before, without any follow-up since then. He had a recent hospitalization for
consumptive syndrome, chronic diarrhoea and liver microabscesses. On that occasion,
he received antibacterial systemic treatment, was started on antiretroviral therapy
(ART; tenofovir disoproxil fumarate + lamivudine + dolutegravir) and primary
prophylaxis with sulfamethoxazole-trimethoprim and azithromycin.

At the time of hospital stay (TO), his test results were as follows: CD4 count, 42 cells/mL
(5%); viral load, 805,439 copies/mL (log 5.9); negative cryptococcal antigen by latex
agglutination; and negative bacterial and fungal blood culture. One month later (T1),
during outpatient follow-up and as part of a study recruitment, he complained solely of
weakness, without systemic or neurological symptoms. In addition, a blood sample
was collected for LFA serum cryptococcal antigenemia, blood culture and biochemical
examinations. His results were as follows: haemoglobin (Hb), 11 g/dL; haematocrit (Ht),
35%; white blood cell count (WBC), 4,590 cells/mm3; platelets, 233 x 109 cells/L; urea,
36 mg/dL; creatinine, 0.85 mg/dL; albumin, 2.79 g/dL; globulins, 3.8 g/dL. The LFA
cryptococcal antigenemia was negative, and the patient was advised to maintain
clinical follow-up and adherence to ART. However, the patient was lost to follow-up and
we received the CrAg-matched blood culture with growth of Cryptococcus spp. A new
outpatient visit (T2) was performed only after 4 months of T1. Between T1 and T2, the
patient presented progressive clinical improvement of the nonspecific complaint of
weakness and received no antifungal systemic therapy in this period. At T2, the patient
was asymptomatic with a 30 kg weight gain and on regular use of medications. A new
sample for fungal blood culture and CrAg was obtained and the source of
cryptococcaemia was investigated. The serum antigenic tests performed at this time
(T2) were positive by LFA (Fig. 1) and by latex agglutination, with a titration of 1:64 for
the latter method. Blood and urine cultures were negative for fungi. His recent CD4
count was 223 cells/mL (11%) and the viral load was undetectable. He underwent a
lumbar puncture and the results for his CSF were as follows: leukocytes, 5/mm3; red
blood cells, 23/mm3; serum glucose, 115 mg/dL; CSF glucose, 62 mg/dL, protein, 53

mg/dL, negative on India ink staining; negative on CrAg LFA; and negative cultures.
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His general laboratory results were substantially improved: Hb, 16.3 g/dL; Ht, 48%;
WBC, 3,630 cells/mm?; platelets, 151 x 109 cells/L; albumin 3.72, g/dL; globulins, 3.8
g/dL. A computed tomography (CT) scan of the chest revealed a single nodule with
soft-tissue density and regular contour in the anterior segment of the upper lobe of the
right lung, measuring 2.2 x 1.2 cm (Fig. 2). We decided on treatment of pulmonary
cryptococcosis with fluconazol 800 mg for 2 weeks, followed by fluconazole 400 mg
for a total of 6 months. The patient maintained follow-up, adherence to ART, without

any symptoms suggestive of cryptococcosis after one year of follow-up.

DISCUSSION

Here, we report an unusual case of an HIV-infected patient with cryptococcemia
and a negative CrAg LFA in a paired sample of serum.

In general, a false-negative CrAg test may be the result of: low fungal load;
prozone reaction due to high antigen titres; presence of immunocomplexes preventing
release of GMX; samples transported in inappropriate vials; or hypocapsular or
acapsular strains of Cryptococcus spp [11]. Human infections caused by acapsular
Cryptococcus or poorly encapsulated strains can be identified only after tissue biopsy
or tissue culture [11-13].

In cases where there is a very high antigenic concentration, the antigen-
antibody reaction may not occur and the test may present as false-negative, the so-
called prozone (“‘Hook”) effect or postzone effect [12, 16]. Most reports refer to false-
negative tests on CSF sample [11, 14, 18, 19], with limited data resembling serum
samples [15].

It is reported an increase in LFA sensitivity for the diagnosis of cryptococcal
meningitis when samples suspected of having a high organism load were diluted
before the assay was performed [15]. One study described a patient from Malawi who
had a positive India ink stain in CSF, with a negative initial CrAg LFAtest. They reached
positivity after a semi-quantitative [16] e procedure onthe CSF, demonstrating different
results at progressive titres: 1:5, negative; 1:10, weakly positive; 1:20, positive; 1:40,
weakly positive; and 1:80, negative [12].

Another case report described a patient with slow clinical progression of
untreated cryptococcosis from leptomeningitis to a parenchymal form of the disease,
with all CrAg LFA tests negative. It was explained by a capsule-deficient strain of

Cryptococcus with reduced virulence, delaying the right diagnosis [11].
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In the present case, the HIV-infected patient with advanced disease presented
cryptococcemia and a negative serum CrAg LFA and, interestingly, he had only
unspecific complaints and good outcome, despite of no receive antifungals.
Cryptococcaemia is classically associated with increased odds of mortality (odds ratio,
5.09; 95% confidence interval, 2.54—-10) in retrospective studies [20]. The cause of
spontaneous and unexpected resolution of cryptococcaemia is unknown, but it is
possible that a transient subclinical episode may have occurred. Subclinical or
asymptomatic cryptococcal meningitis is well described [21] and theoretically
subclinical crypococcemia can be possible in a subset of cases as suggested with
temporal sequence of CrAg concentration in blood during progression of disease from
pulmonary infection to meningitis [17]. The regular use of HAART and effective immune
restoration may have contributed to the benign outcome. In addition, the concomitant
negative serum CrAg LFAmay be explained due to; (i) more probably, a prozone effect;
or (ii) either acapsular or hypocapsular specimens [11-13]. Unfortunately, we had no
access to individual culture or titration of CrAg LFA to evaluate these hypotheses.

The most likely source was an isolated pulmonary nodule, without symptoms,
that progressed to cryptococcemia, but without meningeal involvement and self-
limited. Four months after the positive blood culture, the antigenic tests were both
positive, with relatively high latex titre (1:64) and negative paired haemoculture.

Despite the high accuracy of the antigenic test by LFA, careful clinical
evaluation, culture assessment, and close follow-up are relevant. Better tracking of
patients who have been screened for CrAg is needed, because false-negative cases

may occur and should be considered in immunocompromised patients.

Compliance with Ethical Standards: This study was approved by the institutional
review board of Tropical Diseases State Hospital “Dr. Anuar Auad” (CAAE:
42429715.5.1001.0034). The patient gave written informed consent for publication and
the data collected were considered confidential. All data are availed in a repository
[21].
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Figures

Fig. 1: LFA test showing a positive reaction.

P
Q

Fig. 2: Chest computed tomography image showing a 2.2 x 1.2 cm nodule.
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5 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente estudo a prevaléncia de antigeno criptococico em soro de
individuos infectados pelo HIV, em fase avancada de imunossupressao, foi alta, ndo
havendo associagdo com a presenca de manifestagdes sistémicas ou neurologicas.
Demonstramos que 7,9% (IC95% 4,9-2,2) dos individuos com niveis de LT CD4 <200
céls/mL, tinham CrAg reagente no soro. De acordo com as recomendagdes da OMS,
regides com prevaléncias de CrAg superiores a 3% devem oferecer o rastreamento
para criptococose, de forma abrangente e precoce(WHO, 2018). Ainda de acordo com
a OMS, em regides com alta prevaléncia de criptococose a triagem com CrAg € custo-
efetiva, para a redugdo da morbidade e da mortalidade relacionadas com essa
infecgdo. Cabe dizer que desta forma, a tiagem com CrAg é custo-efetiva em nosso
meio.

Destaca-se que o estudo foi conduzido em um centro de referéncia em doengas
infecciosas, que assiste a maioria das pessoas vivendo com HIV, residentes em Goias
e, também de alguns estados vizinhos, o que contribuiu para a representatividade da
amostra, na regido Centro-Oeste do Brasil. Se considerarmos dados de aids
notificados pelo HDT, em Goiénia, de 2011 a 2014 (n=2.333) e os casos avaliados em
um estudo observacional durante o mesmo periodo (n=130) (BASTOS, 2017), a
incidéncia aproximada de criptococose poderia ser estimada em 5,6%.

Dados sobre a prevaléncia de CrAg no Brasil variam de 2,6% na Regido Norte
— Para (COSTA et al,, 2013), 3,1% a 11,23% na Regido Sudeste — Sao Paulo e Rio de
Janeiro (FERREIRA, 2016; VIDAL et al.,, 2016), 8,2% na Regido Nordeste - Piaui
(MACHADO, 2015) e 13,9% no Centro-Oeste - Mato Grosso do Sul (NEGRI et al.,
2017).

A unica prevaléncia de CrAg encontrada até o momento na Regido Centro-
Oeste (Mato Grosso do Sul - 13,9%) foi igualmente alta e obtida na mesma populagéo
do nosso estudo (LT CD4 < 200 céls/mL). Entretanto, as comparagdes entre as regides
do pais devem ser feitas com cuidado, levando em consideracdo o perfil de
imunossupressao dos individuos recrutados, a presenca ou ndao de sintomas
sugestivos de criptococose e a utilizacdo de antirretrovirais. Por exemplo, no estudo

de Costa et al. (2013), se considerados apenas participantes com LT CD4 < 200, a
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prevaléncia de CrAg seria 8,3%. No estudo de Vidal et al. (2016), se agrupados os
pacientes sintomaticos e assintomaticos, a prevaléncia seria de 11,4%.

Nao evidenciamos associagéo entre positividade ao CrAg e a presenga ou
auséncia de sintomas neurolégicos, possivelmente pelo reduzido numero de
participantes positivos em cada grupo. Vale ressaltar que, em se tratando de
predominancia de amostra ambulatorial, em geral, os recrutados ndo apresentavam
suspeita clinica de neurocriptococose, excetuando-se o0 Unico caso em que foi
diagnosticada meningoencefalite criptocécica, o qual queixava cefaleia, sonoléncia,
vOmitos e alteragao visual.

No presente estudo a maioria dos individuos tinham antecedentes de uso de
TARV e sinais ou sintomas compativeis com aids. Esse perfil de morbidade também
foi descrito em outros estudos conduzidos no Brasil e na Argentina (FERREIRA, 2016;
VIDAL et al.,, 2016; FROLA et al.,, 2017; NEGRI et al., 2017). O antecedente de
abandono de TARV e consequente baixa adesao € um importante fator que justifica a
imunodepressado grave no momento da avaliagdo. Mesmo neste perfil de individuos,
a estratégia de rastreamento com CrAg ainda é justificavel, uma vez que a reativacao
de doenca criptocécica tem como fator de risco a imunodepressdo em si e o fator
protetor relacionado a TARV somente seria relevante em contexto de boa adesao e
supressao viral sustentada (BEYENE et al., 2013; FORD et al., 2018). AOMS, em seu
guia, sugere a inclusao desta populagao na rotina de rastreamento com CrAg (WHO,
2018).

Em relagdo aos valores de CD4, ndo verificamos diferenga entre os grupos <
100 e maior que 100 até 200, o que fortalece a indicagédo de triagem de PVHA com
um nivel de LT CD4 maior (FORD et al., 2018; TEMFACK et al., 2019). Também ndo
evidenciamos diferengas na positividade do CrAg em relagcao ao local de atendimento
dos pacientes. Poderiamos supor que individuos atendidos ambulatoriamente
estivessem em melhores condigdes clinicas e imunoldgicas e, portanto, tivessem
menor prevaléncia de CrAg. Esses achados reforgam a indicagao de triagem baseada
em niveis de CD4, sem considerar manifestacdes clinicas.

Este é o primeiro estudo que documentou a prevaléncia de antigenemia
criptocdcica no Estado de Goias, encontrando um valor alto e muito acima dos niveis
esperados para que se justifique uma rotina de rastreamento antigénico. Fatores socio
demograficos, nivel de imunodepressao, caracteristicas clinicas e laboratoriais foram

incapazes de predizer a antigenemia criptococica.
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Apesar da alta acuracia do teste antigénico por LFA, a avaliagdo clinica
criteriosa, a realizacdo de culturas e o seguimento adequado sao relevantes para uma
melhor condugéo de individuos que foram rastreados pelo CrAg, visto que casos falso-
negativos podem ocorrer e devem ser lembrados por quem assiste pacientes
imunodeprimidos.

Até o momento, esta estratégica ndo se encontra uniformemente disponivel na
rotina do Sistema Unico de Saude brasileiro, incluindo as unidades de referéncia do
estado de Goias. Evidenciam-se necessarias, portanto, as programacodes de politicas
de saude que incorporem metodologias diagndsticas antigénicas, como o LFA ou a
aglutinacdo em latex, para a identificagcdo precoce de doenga criptococica e seu
tratamento preemptivo. A alta mortalidade global, associada ao alto custo de
internagbes por criptococose reforcgam a relagdo de custo-efetividade do uso de
metodologias antigénicas rapidas, de facil acesso e sua implementagdo como rotina
de rastreamento em pessoas vivendo com HIV e baixa contagem de LT CD4 em nosso
meio.

Em conclusdo, o rastreamento global de individuos vivendo com HIV e CD4
<200 céls/mL deve ser implementado na rotina de atendimento desta populagao.
Desta forma, o rastreamento possibilitara o diagndstico e o tratamento precoces da
doenga criptococica, com reducdo das sequelas, da letalidade e dos custos

associados a essa grave doenca.
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APENDICES

Apéndice A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Prevaléncia de Detec¢io do Antigeno Criptocécico em Soro de Pacientes
Infectados pelo HIV com Imunodepressio Grave
Nome do pesquisador responséavel: Dra. Moara Alves Santa Barbara Borges

Nome do Participante:
Nome do Responsavel:
RG: n® CD4: / data Idade:
Prontuario HDT: DN:

Telefones para contato:

O(a) Sr. (*), esta sendo convidado(a) a participar do estudo *“Prevaléncia de Detecg¢do do Antigeno Criptocdcico em Soro de
Pacientes Infectados pelo HIV com Imunodepressdo Grave em um hospital de referéncia em Goiania”, aprovado no Comité
de Etica em Pesquisa sob o n° 1.016.288 e de responsabilidade dos pesquisadores Moara Alves Santa Barbara Borges, Cassia
Miranda De Godoy, Renata De Bastos Ascengo Soares, Angélica Lima de Bastos Chagas, Jodo Alves Aratijo Filho, Marilia Turchi.

Por favor, leia este documento com bastante atengdo antes de assind-lo. Caso haja alguma palavra ou frase que o (a) senhor
(a) ndo consiga entender, converse com o pesquisador responséavel pelo estudo ou com um membro da equipe desta pesquisa
para esclarecé-lo. Caso o paciente nio tenha condigdes de ler e/ou compreender este TCLE, o mesmo podera ser assinado e
datado por um membro da familia ou responsavel legal pelo paciente.

Este estudo serd realizado no Hospital de Doengas Tropicais - Anuar Auad (HDT/HAA), com a aprovagio da sua
Diretoria e da Secretaria Estadual de Saude e segue as recomendagdes da resolugio 466/12, do Conselho Nacional de
Saide (CNS), tendo sido aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Institui¢do antes de sua aplicagio.

O (a) Senhor (a) foi convidado (a) a participar do estudo porque teve diagnostico de HIV e tem provavelmente uma
deficiéncia grave do sistema de defesa, medido pela quantidade de células CD4. Estando seu CD4 menor que 200, ha uma
maior chance de adoecer por doengas graves, entre elas uma infecgio causada por fungos, como o Cryptococcus. Este fungo
vive na natureza em fezes secas de aves, dentro de ocos de drvores, em madeira apodrecida, em poeira e pode se espalhar
pelo ar. A pessoa pode adquirir a infecg¢do pela respiragdo e aparecer inflamag¢do do pulmdo com dor, tosse e as vezes
pneumonia ou meningite. Mas quando chega ao sistema nervoso central (cérebro), causa uma meningite grave, com ¢bitos
em 30%-60% dos casos. Descobrir quando ainda ndo ha sintomas € muito importante para que o tratamento comece logo,
diminuindo assim a chance de complicagdes, inclusive morte,

O Objetivo do estudo € verificar quantas pessoas com hiv ¢ deficiéncia grave de imunidade apresentam exame de teste rdpido
positivo no sangue para partes do fungo Cryptococcus (Teste CRAG — Antigeno Criptococico) a fim de viabilizar o
tratamento mais precoce.

Apos entender e concordar em participar, serdo realizados: - a entrevista para coleta de dados; - coleta de 2ml de sangue
através de pungéo venosa periférica (tirar sangue do brago) durante a coleta de demais exames pedidos por seu médico;
- 0 sangue sera usado para fazer o teste rapido (antigenemia criptococica — CRAG); - caso seja positivo, serdo
necessarios exames mais detalhados para diagnosticar a doenga, entre eles, a realizagdo de pungdo lombar para coleta de
liquor (o liquido que passa dentro da coluna e que envolve o cérebro e a medula), para assim procurar pelo fungo causador
da doenga; - caso seja julgado necessirio, previamente a pun¢do lombar, sera realizada uma tomografia de crinio; - se
confirmada a doenga, serd proposto por seu médico assistente o tratamento, conforme rotina do HDT.

- pungdo de liquor: vocé estara deitado em uma maca, de lado, com as pernas e a cabega 0 mais préximo possivel do
torax/peito (posigdo fetal, como o bebé dentro da barriga). Sera administrada anestesia na pele e inserida uma agulha na
regido da coluna lombar para a coleta do liquido. Vocé permanecera em repouso por 20-40 minutos, deitado. Devera
ingerir grande quantidade de liquidos, entre eles os que tem cafeina (café, chd).

Os resultados de exames serdo disponibilizados ao seu médico assistente e a vocé, caso queira uma copia, para ajudar na
decisdo sobre o tratamento, que devera ser feito internado.

Riscos associados a coleta de sangue incluem: dor, equimoses, hematoma (roxos na pele) ou outro desconforto no local
da coleta. Raramente desmaio ou infecgdes no local de pungdo podem ocorrer. Cuidados serdo tomados para minimizar
esses riscos como: limpeza no local antes da pun¢io; pressionar o local por 3-5 minutos; evitar pegar peso neste brago.

Riscos associados a pungio lombar para coleta de liquor: realizada corretamente, a pun¢io lombar quase ndo apresenta
riscos. Como a quantidade de liquido retirado ¢ muito pequena (alguns mililitros), isso ndo chega a causar repercussdes
no cérebro ou na medula. Mesmo realizada da forma correta, pode ocorrer uma dor no local da pungdo ou uma dor de
cabega, ambas temporarias. Sangramento ¢ a complicagdo imediata mais frequente das pungdes. Em geral, estes
sangramentos sio discretos e ndo exigem cuidados especiais.

O beneficio para os participantes é que, utilizando um teste rdpido para Antigeno criptocécico (como o LFA CrAg), a
doenga pode ser detectada na fase inicial, quando ndo ha sintomas, permitindo o tratamento precoce efetivo, reduzindo
assim os riscos de doenga e morte.
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Vocé nio recebera compensacio de nenhuma forma, incluindo financeira, para participar desta pesquisa e também nio
tera nenhuma despesa adicional. O transporte as consultas seguira rotina das demais consultas ambulatoriais (préprio ou
via unidade de origem).

Também sera realizado pelo pesquisador o preenchimento de questionarios para a coleta de informagdes/dados para
realizagdo do estudo, as quais s6 poderdo ser utilizadas no contexto do estudo ou em artigos relacionados ao estudo.

Todas as informagdes referentes aos participantes do estudo sdo confidenciais, isto €, ndo podem ser divulgadas com os
nomes das pessoas. Desta forma vocé ndo podera ser identificado, pois garantimos o segredo sobre todas as informacdes que
forem fornecidas nos questionarios e sobre o diagndstico do fungo. As informagdes obtidas através da ficha de coleta de dados
e TCLE permanecerdo sobre responsabilidade dos pesquisadores por um periodo de até 5 anos, podendo ser utilizadas em
projetos secundarios vinculados a Rede Criptococose Brasil, em subprojeto de Mestrado da pesquisadora Moara Alves Santa
Barbara Borges e publicagdes cientificas realizadas pelo grupo de pesquisadores. As amostras de sangue obtidas serdo usadas
exclusivamente para os intuitos previstos neste protocolo, sendo descartadas apds realizagdio do teste CRAG (antigeno
criptococico).

A participagdo das pessoas nesta pesquisa ¢ voluntaria, ou seja, a pessoa so participa caso queira. Todos os participantes tém
o direito de sair da pesquisa a qualquer momento. Ndo ha nenhum valor econdmico a receber ou pagar para participar dessa
pesquisa. Esta pesquisa ndo ¢ um ensaio clinico, ou seja, ndo estdo sendo testados novos medicamentos ou tratamentos.

Em caso de dano pessoal, diretamente causado pelos procedimentos ou tratamentos propostos neste estudo (nexo causal
comprovado), nio relacionados dentre os esperados em vigéncia da doenga, o participante tem direito a tratamento médico na
Institui¢do.

Quaisquer dividas podem ser tiradas com os pesquisadores responsaveis pela pesquisa nos telefones fornecidos neste termo.
Em qualquer etapa do estudo vocé tera acesso aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento de eventuais
duvidas. Os responsaveis pelo estudo nesta institui¢do sio

- Moara Alves Santa Barbara Borges: celular(62)8628-6606/ trabalho: 3201-3666
- Jodo Alves Aragjo Filho: celular(62)8161-6999

- Cassia de Miranda Godoy: celular (62)96873001
Comité de Etica em Pesquisa HDT: Telefone (62) 3201-3621

Recebi uma copia deste termo de consentimentoe concord emparticipar:

Data, / !

Nome do participante (letra legivel)

Assinatura do responsavel

/ /
Nome do Pesquisador (letra legivel) Data

/ /
Nome de quem coletou o TCLE - se ndo o pesquisador (letra legivel) Data
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Apéndice B - Ficha Clinica

FICHA DE COLETA DE DADOS PROJETO CRAG

NOME |
DN Lah L IDADE (ANOS) | SEXO 1M 2.F
PRONTUARIO | RGOUCPF |
NATURALIDADE | [ESTADO \ NACIONALIDADE  1.BRA | 2. OUTRO
DATA ENTRADA NO ESTUDO /.
LOCAL DE ENTRADA NO ESTUDO |1. AMBULATORIO 2.ENFERMARIA  3.PS/EMERGENCIA 4. OUTRO
1.5IM 2. NAO

] 1. FEBRE _ 2. PERDA DE PESO

SINTOMAS SISTEMICOS (PODE MAIS DE 1) 3. DIARREIA 4. SINTOMAS PULMONARES

5. LESOES DE PELE

6. FRAQUEZA/ASTENIA

7. MONILIASE ORAL

8. OUTROS

SINTOMAS NEUROLOGICOS (NO MOMENTO DA PESQUISA, PODE MAIS DE 1)

1. CEFALEIA
4, CONFUSAO MENTAL

1.5IM
2. CONVULSOES
5. HEMIPARESIA

2.NAO

3. SONOLENCIA
6. PARAPARESIA

QUAIS 7. ALTERAGAQ ESFINCTERIANA 8. PARESTESIAS 9. DISESTESIAS
10. ALTERAGAO VISUAL 11. ALTERACAO AUDITIVA 12. ALTERAGCAO DE MEMORIA
13. DISARTRIA 14. TONTURA/VERTIGEM 15. OUTROS
ANTECEDENTES OUTROS
& z 1.5IM 2.NAO 3. NAO SABE INFORMAR/IGNORADO
DIAGNOSTICO PREVIO DE HIV DATA OU HA QUANTO TEMPO ]

JA TEVE DOENCA OPORTUNISTA ASSOCIADA AQ HIV?

1.5IM 2.NAO

PODE MAIS DE 1 DATA DATA 3. NAQ SABE INFORMAR/IGNORADO DATA
1. TB DISSEMINADA 2. CANDIDIASE ORAL/ LEUCOPLASIA 3. PNEUMOCISTOSE
4. HISTOPLASMOSE 5. TB PULMONAR 6. HERPES ZOSTER
7. TOXOPLASMOSE SNC 8. CMV 9. DISFUNGAO DO SNC
10. DIARREIA POR MAIS DE 1 MéS 11. PERDA DE PESO/CAQUEXIA 12, ASTENIA > 1 Més
13. DERMATITE PERSISTENTE 14. ANEMIA/LINFOPENIA/PLAQUETOPENIA 15. TOSSE PERSISTENTE OU PNM
16.LINFADENOPATIA > 1CM 17. SARCOMA DE KAPOSI
OUTRAS:
CD4+ MAIS PROXIMO DA COLETA ABSOLUTO PORCENTAGEM DATA
CARGA VIRAL ABSOLUTO LOG DATA
NADIR DE CD4+ ABSOLUTO PORCENTAGEM DATA
INICIOU TARV 1.S5IM 2.NAO DATA DO 12 ARV NO SICLOM RETIROU NOS ULTIMOS 3 M?
ESTA EM ABANDONO? 1. SIM 2. NAO REINICIOU QUANDO? 1.SIM |2. NAO
USO REGULAR 1.SIM 2.NAO DATA DA ULTIMA RETIRADA DATA:
EXAMES LABORATORIAS (DATA MAIS PROXIMA A ENTRADA)

HB HT LEUCO PLAQUETAS

UREIA CREAT NA K

PROTT ALBUMINA GLOBULINA
RESULTADO DO ANTIGENO CRIPTOCGCICO SERICO [1. REAGENTE 2. NAQ REAGENTE 3. INDETERMINADO
Se positivo, coletar LCR e fazer CrAg — preencher préxima ficha
HEMOCULTURA PARA FUNGOS COLETADA DATA

1. NEGATIVA 2. POSITIVA PARA CRYPTOCOCCUS 3. POSITIVA PARA HISTOPLASMA
) 4. POSITIVA PARA CANDIDA 5. POSITIVA PARA BACTERIA
OUTROS EXAMES RELEVANTES
DESFECHO 1. em seguimento 2. abandono, perda de seguimento, ignorado ‘ 3. 6bito no HDT
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Etapa lI- Para pacientes da etapa | que tiveram LFA positivo no soro:

LCR 1
(primeiro)

Resultados de puncao LCR 2 LCR3 LCR 4

lombar

LCR 5

LCR7
(Ultimo)

LCR 6

DATA

PI/PF (cmH,0)

Celularidade
PMN /MN
Eos/Baso/Plasmo

Glicose

Glicose LCR / soro

Proteinas

Gram

Latex bacterias

Cultura bactérias

LFA ( teste CrAg)

Cultura fungos

Tinta da China

VDRL / HA, ELISA ou
FTA-Abs

ADA

BAAR

Cultura micobact.

PCR

Qutros

b-Exames de imagem:
RX/ CT/ RM de térax:

Data: /]

CT/RM de cranio (admissao):

Data: Ll

CT/ RM de cranio (dltima):

Data: s

c-Diagnodsticos (durante a internagcao ou avaliacdo ambulatorial):
Neuroldgicos: Meningite criptocdceica () outro/s:

Nao Neurolégicos: Fungemia criptocéeica( ) outros:

d- Tratamento recebido: Inducao: Anfotericina: dose/dia:

, Dias:

, Dose Acumulada

Fluconazol: dose/dia: , Dias/semanas: :
Consolidacao: dose/dia: , Dias/semanas: .
Manutencao: dose/dia: , Dias/semanas: i
Se foi diagnosticada meningite criptococica:

Houve hipertensio intracraniana?: (sim) (hao) (ndo informado)
Recebeu pungdes diarias de alivio?: (sim) (nédo)

Fez neurocirurgia?: (sim) (ndo). Se sim, qual?

e- Evolucéo clinica (durante a internacao ou acompanhamento ambulator
(melhor) (igual) (pior) (seqtiela).

Especificar:
f-Desfecho: (alta) (perda de seguimento) (6bito). Causa direta do obito:

ial):

Data / /s

Data: / /
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ANEXOS

Anexo A — Parecer Consubstanciado do Comité de Etica em Pesquisa

HOSPITAL DE DOENGAS Plaboforme
FH DT TROPICAIS DR. ANUAR AUAD - %cu'l
e e o9 HDT/HAA

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: PROJETO CRAG/RBC GOIANIA - Antigenemia Criptococica em Pacientes Infectados
por HIV com Imunossupressdo Grave em um hospital de referéncia em Goidnia.

Pesquisador: MOARA ALVES SANTA BARBARA BORGES

Area Tematica:

Versao: 4

CAAE: 42429715.5.0000.00:34

Instituicdo Proponente: Hospital Dr. Anuar Auad f HDT

Patrocinador Principal: FUNDACAQ DE AMPARO A PESCQUISA DO ESTADO DE GOIAS

DADOS DO PARECER

Miumero do Parecer: 2.413.098

Apresentacio do Projeto:

Antigenemia Criptococica em Pacientes Infectados por HIV com Imunossupressio Grave em um hospital de
referéncia em Goidnia.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo & determinar a prevaléncia de antigenemia criptococica em pacientes HIV positivos com CD4
menor gue 200 células/mm3, em um Centro de Referéncia em Goidnia.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos associados a coleta de sangue. Cuidados serio tomados para minimizar esses riscos.

Riscos associados a pungdo lombar para coleta de liguor: realizada corretamente, a pungao lombar guase
nio apresenta riscos. Como a quantidade de liquido retirado & muito pequena (alguns mililitros), isso nao
chega a causar repercussies no cérebro ou na medula. Mesmo com uma tecnica perfeita, pode ocorrer uma
dor no local da puncdo ou uma dor de cabega, ambas ternporarias. Sangramento & a complicago imediata
mais frequente das puncies. Em

geral, estes sangramentos sao discretos e nao exigem cuidados especiais.

Beneficios:

Considerando-se a gravidade da doenga criptococica, com mortalidade gue pode atingir 30-60% dos casos
guando a meningoencefalite esta presente, a utilizacdo do teste rapido para Antigeno criptoctcico (LFA
CrAg) pode contribuir para a detecg3o na fase inicial, subclinica, permitindo

EH(HFEEDZ Av. Gontorno 3356

Bairro: Jardim Beda Vista CEP: 74.853-120
UF: GO Municipio: GOIANLA
Telefone: (52)3201-3621 Fax: (82)3201-3620 E-mail: cep.hadté isgsaude_org
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HOSPITAL DE DOENCAS
FHDT T1ROPICAIS DR. ANUAR AUAD - gawmm
W HDT/HAA

Coninuagio oo Parecer. 2.413.098

investigacio e tratamento precoces, com redugdo de morbimortalidade.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:

Emenda gue solicitou inclusdo de fomento plblico, alteracdo em eguipe executora, atualizagao de
cronograma, calculo amostral, atualizac3o de critérios de inclusio e exclusdo, alteragdes na metodologia de
coleta de dados e convocacao dos pacientes elegiveis ao estudo, atualizagdo de apéndices e inclusdo do
exame de LFA da Immuno-Mycologics Inc, Norman, Oklahoma, adquirido pelo pesguisador, com
financiamento de pesquisa. (FAPEG PPP-2016)

Consideragdes sobre os Termos de apresentacio obrigatoria:

Os documentos de apresentac3o obrigatoria est3o de acordo com a Res 466/12 e Norma Operacional
oo1/13.

Reconmendacdes:

Sem recomendacoes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

A pendéncia foi devidamente esclarecida: ao concordar em participar da pesquisa o paciente sera
esclarecido sobre a ligagao telefdnica caso o CD4 =200 celulas.

Projeto sem inadequagdes ou pendéncias.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Apos avaliagdo do protocolo acima descrito, o presente comité nao encontrou Gbices guanto ao
desenvolvimento do estudo em nossa Instituicio e podera ser iniciado a partir da data deste parecer.
0Obs.: 1 - O pesquisador responsavel deve encaminhar & este CEP, Relatorios de Andamento dos Projetos
desenvolvidos no HDT/HAA. Relatdrios Parciais (pesgquisas com duragio superior a 6 meses), Relatorios
Finais (ao término da pesguisa) e os Resultados Obtidos (copia da publicac3o).

2 - Para o inicio do projeto de pesquisa, o investigador devera apresentar a chefia do servigo (onde sera

realizada a pesguiza), o Parecer Consubstanciado de aprovacao do protocolo pelo Comité de Etica local.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao

Informacdes PB_INFORMACOES_BASICAS_B74967| 25/10/2017 Aceito

El‘lﬂf‘ﬂil}: Av. Gonorno =556

Bairro: Jardirm Bela Vista CEP: 74.853-120
UF: GO Municipio: GOIANLA
Telefone: (52)3201-3821 Fax: (82)3201-3620 E-mail: cephdt@isgsaude.org
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HOSPITAL DE DOENGAS
HDT TROPICAIS DR. ANUAR AUAD -

Qe ™

HDT/HAA
Coninuas 3o oo Parecar: 2.413.008
Basicas do Projeto | E1.pdf 10:44:07 Aceito
Outros adendoRespostaEmendal181017 pdf 25102017 |MOARA ALVES Aceito
10:42:38 | SANTA BARBARA
BORGES
Projeto Detalhado /| PROJETOCRAG2017. pdf 2000772017 | MOARA ALVES Aceito
Brochura 13:16:46 |SANTA BARBARA
|Investigador BOBGES
Recurso Anexado EmendaprojetoCRAG .pdf 201072017 | MOARA ALVES Aceito
pelo Pesguisador 13:00:16 |SANTA BARBARA
BORGES
Outros LattesRenataSoares pdf 20/07/2017 (MOARA ALVES Aceito
12:57:50 |SANTA BARBARA
BORGES
Outros LattesBruno.pdf 200072017 |MOARA ALVES Aceito
12:57:08 |SANTA BARBARA
BORGES
Cutros LattesMTurchi.pdf 20072017 | MOARA ALVES Aceito
12:56:45 |SANTA BARBARA
BOBRGES
Qutros autorizagao laboratd rio.pdf 03042015 Aceito
11:53:50
Qutros autorizacao ambulatorio pdf 03/04/2015 Aceito
11:53:14
Declaracao de autorizacao DEAM pdf 03/04/2015 Aceito
Instituicao e 11:50:30
Infraestrutura
TCLE / Termos de | TGLE final pdf 03/04/2015 Aceito
Assentimento 11:43:21
Justificativa de
AusEncia
Declaracdo de documentos projeto. pdf 03/04/2015 Aceito
Pesquisadores 11:43:00
Folha de Rosto folha de rosto crag2015.pdf 25/02/2015 Aceito
16:14:11

Situacdo do Parecer:
Aprovado

MNecessita Apreciacio da CONEP:

Mao
GOIANIA, 04 de Dezembro de 2017
Assinado por:
Patricia Moreira de Araijo Lishda
(Coordenador)
EI'IEHI'E\EDZ Ax. Gontorno 3356
Bairro: Jardim Beda Vista CEP: 74.853-120
UF: GO Municipio: GOIANLA
Telefone: (62)3201-3621 Fax: (82)3201-3620 E-mail: cephdtisgsaude_org
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