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Chaves, A.L.S., Anélise microbiologica de isolados de Fusarium spp. obtidos
em um hospital de oncologia do Rio de janeiro, Brasil. Rio de Janeiro, 2015. 89 f.
Dissertacdo [Mestrado de Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas] — Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas.

RESUMO

Fungos do género Fusarium spp. sdo ubiquos e geralmente ndo sédo patogénicos.
Algumas espécies termotolerantes podem causar infeccdo localizada em pele
traumatizada e unhas de hospedeiros imunocompetentes. Grave infeccéo
disseminada é comum em pacientes imunossuprimidos, principalmente
neutropénicos portadores de neoplasias. Fusarium spp. tem sido relatado como
patbgeno emergente em centros oncoldgicos, sendo considerado atualmente a
terceira causa de micose invasiva no Instituto Nacional do Céancer — Inca, Rio de
Janeiro. E fundamental o diagnostico precoce do fungo, assim como a correta
identificacdo laboratorial da espécie isolada, para se estabelecer o correto
tratamento e 0 sucesso terapéutico. O objetivo deste estudo foi identificar isolados
de Fusarium spp., de origem clinica e ambiental, por técnicas fenotipicas e
genotipicas, e o perfil de sensibilidade aos antifingicos em um hospital de oncologia
do Rio de Janeiro, no periodo de janeiro a setembro de
2014. Foram avaliados 42 isolados de Fusarium spp., sendo 35 isolados clinicos
provenientes de 19 pacientes com cultura positiva para Fusarium spp., obtidos
principalmente de hemoculturas, e sete isolados ambientais provenientes de
diferentes locais do hospital, obtidos durante investigacdo epidemiolégica nas
enfermarias onde o0s pacientes estavam internados. Dezessete pacientes
apresentaram fusariose, um paciente teve infec¢cdo localizada de pele e outro
paciente apenas colonizacdo em lavado bronquico alveolar. A maioria é
representada por pacientes pediatricos (58,8%), do género masculino (58,8%),
neutropénicos (52,9%), com doenca de base hematoldgica (70,6%), internados no
hospital e submetidos a quimioterapia (88,2%). Todos os pacientes com fusariose
utilizaram cateter de longa duracao. Através da amplificacdo e sequenciamento da
regido Internally Transcribed Spacer (ITS) e do gene Elongator Factor 1a (EF), foi
possivel indentificar trés espécies diferentes. O isolado mais frequente foi FOSC -
complexo de espécies Fusarium oxysporum (32; 76,2%), seguido de FSSC -
complexo de espécies Fusarium solani (9; 21,4%) e FIESC - complexo de espécies
Fusarium incarnatum equiseti (1; 2,4%). Foi possivel identificar 100% de similaridade
entre 31 isolados clinicos e uma amostra ambiental obtida na sala de manutencao
de cateter do hospital, identificados como FOSC. Houve boa correlagédo entre os
resultados das identificacbes morfoldgica e molecular dos isolados. Anfotericina B foi
a unica droga com atividade in vitro, com CIM 2-8 pg/ml para os isolados clinicos,
sugerindo resisténcia. Posaconazol ndo demonstrou inibigdo do crescimento.
Enquanto voriconazol demonstrou valores mais elevados de CIM para FOSC, com
MG de 10,7 pg/ml, quando comparado a FSSC, com MG de 8 pg/ml. Ndo houve
diferenca significativa entre a sensibilidade dos antifingicos testados e as espécies
identificadas. Os resultados encontrados confirmam a resisténcia intrinseca natural
do género.

Palavras-chave: Fusarium spp, Fusarium oxysporum, fusariose, antifingicos, teste
de susceptibilidade aos antifungicos.
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ABSTRACT

Fungi of the genus Fusarium spp. are ubiquitous and are generally non-pathogenic.
Some thermotolerant species can cause localized infection in traumatized skin and
nail of immunocompetent hosts. Severe disseminated infection is common in
immunocompromised patients, especially neutropenic patients with cancer. Fusarium
spp. has been reported as an emerging pathogen in cancer centers, and is currently
considered the third leading cause of invasive mycosis at the National Cancer
Institute - INCA, Rio de Janeiro. It is essential the early detection of the fungus, as
well as the correct laboratory identification of isolated species, to establish the correct
treatment and therapeutic success. The objective of this study was to identify isolates
of Fusarium spp., of clinical and environmental origin, by phenotypic and genotypic
techniques, and the sensitivity profile to antifungal agents from an oncology hospital
in Rio de Janeiro, Brazil, from January-September 2014. Forty-two isolates of
Fusarium spp. were evaluated, 35 clinical isolates from 19 patients obtained mainly
from blood cultures and seven environmental isolates from different locations in the
hospital, obtained during epidemiological investigation in the wards of the patients.
Seventeen patients had fusariosis, one patient had localized infection of the skin and
another patient had bronchial alveolar colonization. Most are represented by pediatric
patients (58.8%), males (58.8%), neutropenics (52.9%), with hematologic underlying
disease (70.6%) admitted to hospital and underwent chemotherapy (88.2%). All
patients with fusariosis used long-term catheter. By amplification and sequencing the
Internal Transcriber Spacer region (ITS) and Elongator Factor 1a gene (EF), it was
possible to identify three different species. The most frequent isolate was FOSC -
Fusarium oxysporum species complex (32; 76.2%), followed FSSC - Fusarium solani
species complex (9; 21.4%) and FIESC - Fusarium incarnatum equiseti species
complex (1; 2.4%). It was possible to identify 100% - similarity among 31 clinical
isolates and an environmental sample obtained from the hospital catheter
maintenance room, identified as FOSC. There was a good correlation between the
results of morphological and molecular identification of the isolates. Amphotericin B
was the only drug with in vitro activity with MIC 2-8 pg/ml for clinical isolates,
suggesting resistance. Posaconazole showed no growth inhibition. Voriconazole
showed higher MIC values for FOSC, 10.7 pg/ml, compared to FSSC, 8 pg/ml.
There was no significant difference between the sensitivity of the antifungal tested
and identified species. The results confirm the natural intrinsic resistance of the
genus.

Keywords: Fusarium spp, Fusarium oxysporum, fusariosis, antifungal, susceptibility
testing to antifungal agents
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1  INTRODUCAO

1.1 O GENERO Fusarium

O género Fusarium foi introduzido por Link em 1809. Os membros deste
género contém muitas espécies fitopatogénicas descritas. Sao chamados
hialohifomicetos e podem ocasionar doencas em plantas, seres humanos e animais
domeésticos (O'DONNELL et al., 2010; LESLIE et al., 2006). Os fungos do género
Fusarium sdo microrganismos ubiquos, vivendo como saprofitos no solo, agua e
plantas. No homem, podem afetar os tecidos superficiais e profundos, causando
grande variedade de manifestacbes clinicas (SIDRIM et al., 2010). Segundo
Emmons e colaboradores (1977), a patogenicidade de um fungo pode ser expressa
pela capacidade do microrganismo de tolerar temperaturas de 35-37°C. Fusarium
spp. se desenvolve a temperatura ambiente 25-30°C, porém, nem todos os isolados
sdo termotolerantes e, portanto, capazes de causarem infeccdes invasivas. O
género Fusarium compreende cerca de 200 espécies agrupadas em complexos de
espécies filogenéticas, que apresentam pouca ou nenhuma diferenca morfologica
entre si (ODONNELL et al.,, 2010). Em 2013, Guarro classificou em oito os

complexos de espécies filogenéticas:

FIESC — complexo de espécies Fusarium incarnatum equiseti
FSAMSC - complexo de espécies Fusarium sambucinum
FTSC - complexo de espécies Fusarium trincinctum

FFSC - complexo de espécies Fusarium fujikuroi

FOSC - complexo de espécies Fusarium oxysporum

FCSC - complexo de espécies Fusarium chlamydosporum
FSSC - complexo de espécies Fusarium solani

FDSC - complexo de espécies Fusarium dimerum



A identificacdo em nivel de género ndo apresenta dificuldade. Baseia-se na
visualizacdo microscopica de macroconidios septados, estruturas em forma de meia
lua (GUARRO et al., 1992). Entretanto, as espécies podem ser identificadas de
acordo com critérios morfologicos descritos em chaves de identificagdo (DE HOOG
et al., 2011). Recomenda-se a confirmacdo com métodos moleculares (GUARRO,
2013). A técnica de PCR baseada na deteccdo da regido Internally transcribed
spacer (ITS) (OECHSLER et al., 2009) e do gene elongator factor 1a (EF) (GEISER
et al., 2004), permite identificar os complexos de espécies (LIU, 2011).

Em 2013, foi publicada uma proposta taxonémica de utilizacdo unitaria do
nome Fusarium, a fim de abolir a nomenclatura do microrganismo de acordo com
seu estagio sexual e preservar a nomenclatura da forma anamorfa. Assim, 0s homes
Gibberella e Haemonectria, correspondentes a forma telemorfa do género, estdo em
desuso (GEISER et al., 2013).

Durante muitos anos, este género foi considerado apenas um contaminante
em laboratoérios clinicos. Entretanto, seu papel como patdgeno vem ganhando
terreno nos ultimos anos. Numa classificacdo geral, as fusarioses pertencem ao
grupo das infeccbes oportunisticas, frequentemente também classificadas como
hialohifomicoses (SIDRIM et al., 2010).

A maioria das espécies patogénicas de Fusarium tem sido encontrada em
amostras ambientais, incluindo sistemas de encanamento de agua em hospitais
(SHORT et al., 2011). Entretanto, um estudo que investigou amostras ambientais do
fungo em um hospital terciario demonstrou que a fonte provavel de infeccao foi
proveniente de amostras ambientais externas ao ambiente hospitalar, como por
exemplo, a agua (RAAD et al., 2002).

1.2 FUSARIOSE

A Fusariose é considerada uma infeccdo extremamente rara, que apesar da
incidéncia estavel, apresenta elevada mortalidade, que combinadas a auséncia de
um protocolo de manejo adequado nos casos de infeccdo, contribuem para o

crescente interesse no estudo desta micose (GARCIA-RUIZ et al., 2015). A doenca



é definida pelo isolamento de Fusarium spp. em qualquer material biolégico, como
sangue, ou em biopsia de lesGes de pele, ou ainda de secrecdes respiratérias em
pacientes com sinais clinicos tipicos, incluindo febre e lesGes cutaneas
disseminadas (NUCCI et al., 2003).

Os quadros invasivos da doenca sédo observados apenas em pacientes
gravemente imunossuprimidos, com desfecho fatal na maioria dos casos. A
fusariose disseminada é particularmente frequente em pacientes com transplante de
medula alogénico, devido a maior imunossupressao acompanhada de neutropenia
profunda e prolongada. Pacientes neutropénicos com leucemia aguda,
principalmente leucemia mieloide aguda, estdo propensos a infeccdo (NUCCI et al.,
2003). Pacientes imunossuprimidos sdo susceptiveis a infeccdes cavitarias. A
mortalidade em casos de infec¢des sistémicas por Fusarium spp. é superior a 70 %
(LESLIE et al., 2006). O resultado € pior nos pacientes em uso de corticosteroides
em relacdo agueles que nao receberam esta terapia (NUCCI et al, 2003).

As espécies de Fusarium, assim como outros hialohifomicetos, apresentam
uma tendéncia a invadir vasos sanguineos e provocar trombose e necrose, sendo
manifestacdo comum, nos quadros disseminados, a presenca de les6es necréticas
multiplas da pele, das quais o cultivo € facilmente obtido. Varios sdo os 6rgaos
acometidos durante a disseminacdo hematogénica, tais como pulmao, rins, olhos,
figado e baco. As hemoculturas geralmente sdo positivas em 60% dos casos
(SIDRIM et al., 2010).

Devido a falta de resposta ao tratamento antifingico para fusariose, antes de
se iniciar a terapia imunossupressora, a presenca de infeccbes cutaneas por
Fusarium spp. envolvendo pele ou unha deve ser investigada cuidadosamente, uma
vez que estas lesdes (Figura 1) podem ser um foco de disseminagédo hematogénica
(NUCCI et al., 2007).



Figura 1: (a) Paroniquia micotica em pododactilo por Fusarium spp.; (b) Mdltiplas lesdes necroéticas
de pele em paciente com fusariose.

Nos pulmd@es a fusariose inclui doenca alérgica broncopulmonar, pneumonite
de hipersensibilidade, colonizacdo de uma cavidade preexistente, e pneumonia. A
pneumonia por Fusarium spp. ocorre quase exclusivamente em pacientes
imunodeprimidos, podendo ocorrer em quase 50% dos casos. A imagem radiol6gica
nestes casos € semelhante a aspergilose invasiva, com infiltrado alveolar, nédulos
com ou sem sinal do halo, infiltrados em vidro fosco e derrame pleural (NUCCI et al.,
2015).

Em estudo recente, Nucci e colaboradores (2013a) observaram um aumento
na incidéncia de fusariose invasiva nos pacientes da enfermaria hematolégica em
um hospital no Rio de Janeiro. A porta de entrada cutanea foi evidente na maioria
dos casos. O estudo também demonstrou um aumento na incidéncia de infec¢des
superficiais causadas por Fusarium spp. em pacientes ambulatoriais né&o
hematologicos no mesmo hospital durante o0 mesmo periodo. Foram coletadas
amostras ambientais de ar e agua na unidade, e a analise molecular dos isolados
obtidos foi realizada. A hipétese para porta de entrada do microrganismo foi de
colonizacdo de pele traumatizada através da agua contaminada do hospital, o que

nao ficou comprovado, demonstrando a necessidade de mais estudos para



determinar reservatorios de Fusarium spp. nas comunidades e de medidas
preventivas para pacientes com alto risco para a doenca.

Buchta e colaboradores (2014) relataram um raro surto por FOSC em um
hospital universitario na Republica Tcheca. No periodo de uma semana, 20
pacientes, do total de 40 pacientes, foram diagnosticados com endoftalmite apos
cirurgia de catarata. Os fatores comuns entre os pacientes foi 0 uso da mesma sala
do centro cirargico e o uso do mesmo lote de uma solucdo oftalmoldgica durante as
cirurgias. Estes foram investigados, porém a fonte de contaminacdo ambiental ndo
foi confirmada. O setor foi isolado e foram adotadas medidas de desinfec¢cdo, com
acompanhamento microbiolégico do ambiente por cinco semanas. Nenhum
microrganismo foi identificado.

A elevada incidéncia da doenca nas ultimas décadas ocorre provavelmente
devido ao crescente numero de pacientes imunocomprometidos com sobrevida
média prolongada, particularmente durante a terapia antifingica profilatica para
infec¢des fungicas, que ndo sao efetivas para Fusarium spp. A melhor capacitacéo
dos profissionais em identificar o agente etiol6gico nos laboratérios também contribui

com o aumento da deteccéo de fusariose no periodo (NUCCI et al., 2014a).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DA FUSARIOSE

Aproximadamente 60% das infeccdes em seres humanos sédo causadas por
espécies do complexo Fusarium solani (FSSC) e 20% pelo complexo de espécies
Fusarium oxysporum (FOSC). No entanto, nem todos os isolados de FOSC séao
capazes de crescer a 35-37°C e, portanto, de causar infec¢gbes invasivas, ja que
termotolerancia € um pré-requisito para viruléncia. As demais infeccdes em humanos
sdo produzidas por espécies dos complexos FIESC — Complexo de Espécies
Fusarium incarnatum equiseti, FFSC - Complexo de Espécies Fusarium fugikuroi,
FCSC - Complexo de Espécies Fusarium chlamydosporum, e FDSC - Complexo de
Espécies Fusarium dimerum (SHORT et al., 2011). Dentro destes complexos quatro
especies sdao comumente identificadas em humanos: F. petrolipherum, F.

keratoplasticum e duas espécies filogenéticas ndo nomeadas dos complexos FOSC



e FDSC (SHORT et al., 2013). FFSC ¢é a espécie mais frequente, isolada em 57%
dos casos de infeccdes disseminadas. Enquanto que FSSC é mais comum em
infeccbes superficiais, frequente em 46% destes casos (TORTORANO, 2008).

Colombo e colaboradores (2013) relataram um caso de colonizagdo de
cateter venoso central por Fusarium solani, sem infeccdo disseminada,
demonstrando que estes dispositivos estdo propensos a contaminagdo por fungos
filamentosos e que, portanto, pacientes com cateter venoso central, devem ser
investigados em caso de febre persistente.

Em recente estudo, foram relatados sete casos de infeccdo sistémica por
Fusarium verticillioides em pacientes imunocompetentes apos realizacdo de reforma
em uma unidade hospitalar em Léarissa, Grécia, demonstrando que medidas eficazes
de controle de infeccdo sdo necessarias, antes, durante e apds as atividades de
demolicdo e construcdo em servicos de saude (GEORGIADOU et al., 2014).

No Brasil foi recentemente relatado que a fusariose é a primeira doenca
fungica invasiva seguida por aspergilose e candidose (NUCCI et al., 2013b).
Diferencas regionais na distribuicdo das espécies de Fusarium spp. podem ser
encontradas (VAN DIEPENINGEN et al., 2014). No Brasil foi recentemente relatado
que a fusariose é a primeira doenca fangica invasiva seguida por aspergilose e
candidose (NUCCI et al., 2013b). Um estudo epidemioldgico retrospectivo na
Turquia identificou as espécies responsaveis por 47 casos de fusariose durante 20
anos. Os resultados provaram que FFSC foi o agente encontrado com maior
frequéncia, responséavel por 17 casos (51,5%), seguido por FSSC, responsavel por
14 casos (42,4%), FDSC e FOSC, um caso de cada agente respectivamente (CILO
et al., 2015).

A prevencao da infeccdo nos pacientes colonizados, a suspeita clinica para
deteccado de diagndstico precoce e 0 uso combinado de anfotericina B e voriconazol,
s&@o essenciais para diminuir a mortalidade desta doenca devastadora (GARCIA-
RUIZ et al., 2015).



1.4 DIAGNOSTICO LABORATORIAL

Um ponto fundamental para o diagndstico preciso da fusariose € o
procedimento correto de obtengcdo da amostra clinica para exame. Considerando-se
a possibilidade da existéncia de infec¢cées mistas por Fusarium spp. e que mais de
uma espécie pode estar envolvida, o diagnostico ndo deve depender da identificacao
de amostra Unica. Guarro e colaboradores (2000) identificaram duas cepas de duas
amostras distintas de um paciente com infec¢cdo pelo HIV, sendo uma cepa de F.
verticillioides a partir da hemocultura, e outra cepa de F. solani a partir da biépsia de
pele do paciente. A deteccdo de uma Unica espécie, quando estdo presentes mais
espécies, pode resultar num tratamento erréneo (GUARRO, 2013).

Mediante a coleta de uma amostra clinica satisfatéria, o diagnéstico
micoldgico laboratorial inicia-se com a preparacdo de laminas para observacgao
direta (lamina-laminula com KOH 10-40%), onde serdo observadas estruturas
filamentosas hialinas, septadas, algumas vezes irregulares e com ramificacoes,
formando angulo de 45°, situacdo essa similar aos achados de Aspergillus spp. A
cultura é feita em meio de cultivo PDA — Potato Dextrose Agar, e incubada a
temperatura ambiente de 25°C a 30°C. As diferentes espécies crescem rapidamente
(2-4 dias), mostrando colonias de textura algodonosa e coloragao branca, que com o
passar do tempo podem adquirir tonalidades variadas, como marrom, rosa ou
violeta. O reverso da coldnia apresenta pigmentacéo bastante varidvel, sendo de um
modo geral, mais claro que o anverso. Micromorfologicamente, as coldnias
apresentam fidlides perpendiculares aos filamentos fangicos, solitarias
(monofidlides) ou ramificadas (polifialides), evidenciando-se ou nédo, sobre estas,
macrofialoconidios e/ ou microfialoconidios. Os macrofialoconidios s&o hialinos,
bisseptados ou multisseptados, fusiformes ou em forma de meia-lua ou canoa,
medindo de 3-8 um x 11-70 um. Os microfialoconidios sdo ovoides ou cilindricos,
sem septos ou com um septo, isolados ou formando pequenas cadeias. Sua
dimensao varia de 3-4 um x 4-8 um (SIDRIM et al., 2010).

As caracteristicas macro e micro morfologicas sdo fundamentais para a

identificacdo de Fusarium spp., no entanto, as espécies do género variam



significativamente, tanto morfolégica como fisiologicamente. Pelo menos parte dessa
variacdo ocorre em resposta a diferencas ambientais, incluindo diferencas de meios
de cultivo, luz e temperatura (LESLIE et al., 2006).

Muitos micologistas estdo extremamente preocupados com o aumento das
espécies de Fusarium que sao dificeis, porém nao impossiveis, de identificar
morfologicamente (LESLIE et al., 2006). As principais espécies causadoras de
doencas em humanos sdo espécies dos complexos F. oxysporum, F. solani, F.
moniliforme e F. proliferatum (RICHARDSON et al., 2012). Para a identificacdo das
diferentes espécies de Fusarium, deve-se consultar literatura especializada ou
enviar as cepas para identificacdo em um centro de referéncia (SIDRIM et al., 2010).
Os manuais mais conhecidos utilizados para a identificacdo morfolégica foram
escritos por Gerlach et al. (1982), Nelson et al. (1983), Burgess et al. (1994) e Leslie
et al. (2006).

A identificacdo especifica de Fusarium € um desafio. Embora algumas
espécies possam ser identificadas por critérios morfolégicos, recomendam-se
técnicas moleculares para confirmacdo. A maioria dos casos de fusariose é causada
por espécies do complexo Fusarium solani, algumas nao identificadas, que so
podem ser confirmadas por métodos moleculares (GUARRO, 2013). Num estudo
recente de Scheel e colaboradores (2013), a analise comparativa do
sequenciamento do gene EF, utilizando o banco de dados FUSARIUM ID,
caracteristica BLAST, permitiu a identificacdo da maioria dos isolados, em nivel de
espécie, com a sequéncia das identificacdes que variaram entre 94,1 % e 100 %
(média = 99,9% e mediana = 100%), quando comparado com os isolados do banco
de dados.

A pesquisa do antigeno galactomanana € um teste importante para o
diagnéstico e acompanhamento da aspergilose invasiva (CHAI et al., 2010; NUCCI
et al., 2014b). Tortorano e colaboradores publicaram em 2012 um estudo onde 9 dos
11 pacientes hematoldgicos com fusariose disseminada testados pelo menos duas
vezes para 0 antigeno galactomanana apresentaram resultados positivos na

auséncia de isolamento de Aspergillus em cultura.



Nucci e colaboradores (2014b) afirmaram em estudo retrospectivo que o
antigeno galactomanana apresenta reag¢do cruzada com Fusarium spp., sendo
encontrado frequentemente no soro de pacientes com fusariose invasiva,
caracterizando-se entdo como um antigeno marcador de doenga precoce por tornar-
se positivo antes do diagnostico na maioria dos pacientes. A sensibilidade e
especificidade encontradas foram de 83% e 67%, respectivamente. A pesquisa de
galactomana nos pacientes foi positiva antes do diagnéstico da fusariose invasiva
em 11 dos 15 casos avaliados (73%). Esses achados podem ter implicacGes
importantes para a escolha da terapia antifingica em locais com alta prevaléncia de
fusariose invasiva. A reacdo cruzada por Fusarium spp. encontrada no teste de
galactomana para Aspergillus spp. parece estar relacionada ao fato de que os dois
géneros apresentam parede celular semelhante (TORTORANO et al., 2012).

1.5 TRATAMENTO

As condutas terapéuticas corretas recomendadas para o0s quadros de
fusariose ndo sdo muito claras e sdo de dificil interpretacdo em razdo do pequeno
namero de casos diagnosticados e tratados. Assim a eficacia terapéutica é avaliada
nos resultados dos relatos clinicos e estudos retrospectivos (GUARRO, 2013). A
ressecc¢ao cirurgica do tecido infectado associada ao uso de anfotericina B tem sido
relatada. Deve-se ter em mente o fato de que a melhora da neutropenia do paciente,
sem duvida, ajuda na resposta clinica nesses quadros (SIDRIM et al., 2010).

Os farmacos mais eficazes no tratamento de fusariose sdo anfotericina B,
voriconazol e posaconazol (GUARRO, 2013). De acordo com orientagdes
terapéuticas disponiveis para o tratamento da hialohifomicose, recomenda-se
anfotericina B e voriconazol na terapéutica da fusariose sistémica (TORTORANO et
al., 2014).

Outros aspectos relevantes a serem considerados no tratamento da fusariose
sdo a remocao cirurgica do foco da infeccdo, a remocédo de cateter venoso

contaminado e a recuperacgéo da neutropenia (GARCIA-RUIZ et al., 2015).
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1.6 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

Com o0 aumento da incidéncia das infeccbes fungicas sistémicas e o
crescente numero de agentes antifiingicos disponiveis, criou-se em 2002 pelo CLSI -
Clinical and Laboratory Standards Institute, um consenso de referéncia de métodos
laboratoriais reprodutiveis, baseado na susceptibilidade in vitro de fungos
filamentosos aos farmacos, para auxiliar na escolha da terapia antifingica mais
adequada aos casos de infec¢des por fungos filamentosos (CLSI, 2002).

Em 2008, foi publicada uma atualizacdo deste método de referéncia (M38-A2)
recomendado pelo CLSI para a determinacdo da susceptibilidade aos farmacos
antifangicos de fungos filamentosos oportunistas ndo dermatofitos que causam
infeccdes invasivas, incluindo Fusarium spp. (CLSI, 2008).

De acordo com o CLSI ndo héa pontos de corte definidos até o momento para
a interpretacdo dos resultados. A relevancia clinica dos testes desse grupo de
fungos patdgenos continua incerta. A leitura da concentracao inibitéria minima (CIM)
é definida como a menor concentracdo do farmaco que proporciona qualquer grau
de crescimento discernivel. Para a anfotericina B sugere-se que, quando um isolado
fungico, incluindo Fusarium spp., apresenta valor da CIM > 2 pg/mL é provavel que
este isolado seja resistente a anfotericina B. Para os antifingicos triazélicos
voriconazol e posaconazol nao ha pontos de corte definidos e dados disponiveis que
indiguem uma correlacdo entre a CIM e o resultado do tratamento (CLSI, 2002;
2008).

O perfil de susceptibilidade para Fusarium é espécie dependente. Assim, o
teste deve ser realizado para qualquer isolado do microrganismo envolvido em
infeccdo fungica invasiva. Em estudo sobre a susceptibilidade in vitro aos
antifingicos de diferentes espécies de Fusarium foi relatado que a maioria dos
isolados resistentes foram identificadas como F. solani e apresentaram valores de
CIM com média geométrica (MG) > 8 pg/mL para itraconazol, voriconazol,
ravuconazol, posaconazol e terbinafina. Enquanto que para a mesma espécie, a
anfotericina B apresentou CIM com média geométrica de 1,33 pg/mL. O estudo

demonstrou ainda que a anfotericina B € o Unico farmaco com atividade in vitro para
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todos os isolados de Fusarium spp. A MG das CIM para esta droga foi 1,15 pg/mL
(ALASTRUEY-IZQUIERDO et al., 2008).

Azor e colaboradores (2009a) avaliaram a susceptibilidade antifingica de 25
isolados de FOSC, obtidos principalmente a partir de infecgdes superficiais. Foram
testados os farmacos anfotericina B, albaconazol, fluconazol, itraconazol,
ketoconazol, posaconazol, ravuconazol, voriconazol, flucitosina, micafungina e
terbinafina. A melhor MG foi detectada para anfotericina B, 2,32 pg/mL. Para
terbinafina a CIM variou entre 0,125 - 32 ug/mL. As outras drogas testadas foram
praticamente inativas para os isolados de FOSC.

Estudo recente relatou que o antifungico anfotericina B costuma apresentar
alta atividade in vitro para todas as espécies, com valores de MG entre 0,125 — 4
pg/mL. Enquanto que voriconazol e posaconazol apresentaram atividade variavel
entre as espécies do complexo FSSC, com valores de MG entre 2 - 8 pg/mL e 0,125
- >16 pg/mL, respectivamente (CILO et al., 2015).

Segundo Garcia-Ruiz e colaboradores (2015), em revisdo que relatou trés
casos de fusariose em pacientes imunodeprimidos na Espanha, a maioria dos
isolados demonstrou baixa susceptibilidade aos antifungicos analisados, que foram
anfotericina B, itraconazol, voriconazol, posaconazol, caspofungina, e terbinafina. As
excecdes foram FDSC, com MIC 0,25 ug/mL para anfotericina B e MIC 1 pg/mL para
terbinafina, e FOSC, com MIC 1 pg/mL para anfotericina B.
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2 JUSTIFICATIVA

A identificacdo do género Fusarium ndo apresenta maiores dificuldades, mas
a identificacdo das espécies € um desafio para os micologistas, visto que ha uma
grande diversidade de espécies no ambiente, o que torna a sua diferenciacdo
extremamente complexa (LESLIE et al., 2006). Além disso, a fusariose € de mau
progndstico, a sobrevida dos pacientes com neutropenia e corticoterapia € de 0%,
enquanto para pacientes neutropénicos, sem uso de corticoides, ¢ de 4%. Em
contraste, pacientes sem fatores de risco ou apenas em uso de corticoides,
apresentam taxas de sobrevivéncia de 67% e 30%, respectivamente (NUCCI et al.,
2007), tornando fundamental fazer um diagndstico laboratorial em pouco tempo. Tal
fato demonstra que sdo necessarios mais estudos para a correta e rapida
identificacdo das espécies do género Fusarium.

Por se tratar de uma infeccdo invasiva grave, a identificagdo precoce do
fungo, assim como a correta identificacdo das espécies isoladas, é determinante
para se estabelecer o correto tratamento e o0 sucesso terapéutico (ATALLA et al.,
2010). As diferentes espécies respondem diferentemente aos farmacos disponiveis
para o tratamento da fusariose. Os sintomas clinicos da doenga mimetizam a
aspergilose invasiva e a diferenciacédo das hifas de Aspergillus spp. e Fusarium spp.
ao exame direto nem sempre € possivel, 0 que aumenta a letalidade.

Fusarium spp. tem sido relatado como patégeno emergente em centros de
atendimento oncologico (HERBRECHT et al., 2000), sendo considerado atualmente
o terceiro agente de micose invasiva no Inca - Instituto Nacional do Cancer, Rio de
Janeiro, logo apés infeccbes causadas por Candida spp. e Aspergillus spp.,
respectivamente. No primeiro semestre de 2014, no periodo de uma semana,
observou-se um numero crescente de amostras de hemoculturas positivas no
Laboratério de Micologia do Inca. Apos pesquisa direta dos espécimes clinicos com
coloragdo de Gram e KOH 30% foi possivel observar imagens sugestivas de
Fusarium spp.. O resultado foi confirmado posteriormente pela cultura positiva do

material (Figura 2).
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Figura 2 (a) Amostra de sangue periférico corada pelo método de Gram: presenca de hifas
ramificadas e macroconidios em “forma de banana”, indicados pela seta. (b) Microscopia de sangue
periférico com KOH 30%: presenca de hifas hialinas septadas e ramificadas; (c) Macroscopia de
colénia de Fusarium spp. em meio de cultivo PDA: isolada a partir de amostra de sangue periférico;
(d) Microscopia de Fusarium spp com lactofenol de algodao: a partir de colonia isolada de amostra de
sangue periférico. Presenca de hifas hialinas septadas e ramificadas com angulo em 45° evidente,
indicado por seta em linha reta, e macroconidios multicelulares em “forma de banana”, indicados por
seta em linha tracejada.
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Na tentativa de identificar a possivel fonte de contaminacao para interromper
0 surto de fusariose no Inca, foram coletadas amostras ambientais nas clinicas onde
0S pacientes com amostras positivas estavam internados.

Fusariose disseminada grave é cada vez mais frequente em portadores de
neoplasias, principalmente pacientes imunossuprimidos e neutropénicos (SEGAL et
al., 2012). A identificacdo das espécies causadoras de fusariose disseminada em um
hospital de oncologia e a determinacdo de sua susceptibilidade antifungica é

fundamental para reduzir a sua elevada letalidade.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Identificar os complexos de espécies de Fusarium spp., de origem clinica e
ambiental, por técnicas fenotipicas e genotipicas, e determinar o perfil de
sensibilidade aos antifungicos em um hospital de oncologia do Rio de Janeiro no

periodo de janeiro a setembro de 2014.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Determinar as frequéncias dos principais marcadores clinicos e

epidemioldgicos dos pacientes com fusariose no periodo estudado.

2 Analisar fenotipicamente, pela macro e micromorfologia, os isolados de
Fusarium sp.
3 Analisar genotipicamente, utilizando a regido ITS do DNAr e o gene ef-1a

pelas técnicas de PCR e sequenciamento, os isolados de Fusarium spp.

4 Determinar as frequéncias dos complexos de espécies de Fusarium
identificados.

5 Verificar o perfil de susceptibilidade dos isolados aos antifingicos anfotericina
B, posaconazol e voriconazol.

6 Correlacionar os complexos de espécies de Fusarium identificados e seu

perfil de susceptibilidade aos antifungicos no periodo estudado.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ASPECTOS ETICOS

Este projeto encontra-se aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
do INI/Fiocruz, sob o numero 38527614.6.0000.5262, datado de 09/12/2014,
conforme os requisitos da resolucdo do CNS 466/ 2012, que regulamentam a

pesquisa em seres humanos.

4.2 MICRORGANISMOS

O critério de inclusédo utilizado no estudo foi a identificacdo classica do género
por caracteristicas micro e macromorfolégicas. Foram registrados no Laboratoério de
Micologia do Inca o total de 42 isolados de Fusarium spp., no periodo de janeiro a
setembro de 2014. Destes, 35 foram isolados clinicos, provenientes de 19 pacientes
com cultura positiva para Fusarium spp. obtidos de diferentes espécimes clinicos: 26
amostras de hemoculturas, seis amostras de ponta de cateter, uma amostra de
urina, uma amostra de lavado bronquico alveolar e uma amostra de raspado de pele
(Tabela 1).

ApOs perceber o crescente niumero de amostras positivas para Fusarium spp.
no periodo estudado, provenientes principalmente de hemoculturas, um forte indicio
de surto hospitalar, iniciou-se uma investigacao sobre os medicamentos e solugbes
injetdveis comuns que foram administrados aos pacientes. Estes materiais foram
encaminhados ao Laboratorio de Micologia do Inca, e apds concentracdao do volume
por centrifugacdo, foram processados em duplicata nos meios de cultivo agar
sabouraud 2% de glicose com cloranfenicol (Difco) e agar mycosel (Difco). Nenhum
microrganismo foi recuperado durante esta investigacao.

Amostras ambientais também foram coletadas nas areas umidas nas clinicas
onde 0s pacientes estavam internados. A coleta foi realizada com swab estéril, sem
meio de transporte, posteriormente eluido em caldo BHI — brain heart infusion (Difco)

e semeados em duplicata nos meios de cultivo agar sabouraud 2% de glicose com
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cloranfenicol (Difco) e agar mycosel (Difco). O monitoramento microbiolégico do ar
também foi realizado por empresa terceirizada através da técnica de Air Sampler.
Durante a investigagao ambiental foram registrados sete isolados de Fusarium spp.
provenientes de diferentes locais do hospital: parede da pia da sala de manutencao
do cateter, forro da sala de preparo de quimioterapicos da farmécia, parede da pia
da sala de preparo de medicamentos da enfermaria pediatrica, parede da pia da
emergéncia pediatrica, piso e chuveiro do quarto do paciente 19 e parede da pia do
posto de medicamentos do Cemo (Tabela 1).

As cepas de referéncia utilizadas no estudo foram obtidas no Setor de Fungos
de Referéncia do INCQS - Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude na
Fiocruz. Foram utilizadas como controle de qualidade durante as analises
fenotipicas e genotipicas Fusarium solani (ATCC36031) INCQS 40099, Fusarium
oxysporum (ATCC48112) INCQS 40144 e Fusarium verticillioides (ATCC38159)
INCQS 40151. Para o teste de susceptibilidade aos antifungicos, as cepas
Aspergillus flavus (ATCC204304) INCQS 40182 e Aspergillus fumigatus
(ATCC204305) INCQS 40248 também foram utilizadas (Tabela 1).



Tabela 1: microrganismos incluidos neste estudo.
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NUMERO MICRORGANISMO DATA ORIGEM PACIENTE
FO1 Fusarium spp. fev/14 sangue periférico 1
F02 Fusarium spp. fev/14 sangue cateter longa duracao 2
F04 Fusarium spp. fev/14 sangue cateter longa duracao 3
F06 Fusarium spp. fev/14 sangue periférico
FO7 Fusarium spp. mar/14 sangue cateter longa duracao 4
F09 Fusarium spp. mar/14 sangue cateter longa duracéo 5
F10 Fusarium spp. mar/14 sangue cateter longa duracao 6
F41 Fusarium spp. abr/14 urina
F11 Fusarium spp. mar/14 sangue cateter curta duracéo
F12 Fusarium spp. mar/14 sangue periférico 7
F14 Fusarium spp. mar/14 ponta de cateter
F15 Fusarium spp. mar/14 sangue cateter longa duracéo
F16 Fusarium spp. mar/14 sangue cateter curta duragéo 8
F18 Fusarium spp. mar/14 sangue periférico
F19 Fusarium spp. mar/14 raspado de pele 9
F21 Fusarium spp. mar/14 sangue cateter longa duracao 10
F23 Fusarium spp. mar/14 ponta de cateter
F24 Fusarium spp. mar/14 sangue cateter longa duracéo 11
F25 Fusarium spp. mar/14 sangue cateter longa duracao 12
F27 Fusarium spp. mar/14 sangue periférico
F29 Fusarium spp. mar/14 sangue periférico 13
F33 Fusarium spp. abr/14 ponta de cateter
F34 Fusarium spp. abr/14 sangue cateter longa duracao 14
F36 Fusarium spp. abr/14 ponta de cateter
F37 Fusarium spp. mar/14 lavado bronco alveolar 15
F38 Fusarium spp. abr/14 sangue cateter curta duracéo
F39 Fusarium spp. abr/14 sangue cateter longa duracao 16
F40 Fusarium spp. abr/14 ponta de cateter
F43 Fusarium spp. abr/14 sangue periférico
Fa4 Fusarium spp. mai/14 sangue cateter longa duracao 17
F45 Fusarium spp. mai/14 sangue cateter curta duracéo
F46 Fusarium spp. mai/l4 ponta de cateter 18
Fa47 Fusarium spp. mai/l4 sangue cateter longa duracéo
F49 Fusarium spp. mai/l4 sangue periférico
F51 Fusarium spp. jun/14 sangue cateter longa duracao 19
AOL Fusarium spp. mar/14 parede da pia - sala de manutenc¢éo do N/A

cateter
A02 Fusarium spp. mar/14 forro do teto - sala’dg preparo de N/A
quimioterapicos
A03 Fusarium spp. mar/14 parede da pia - sala de preparo de N/A
medicamentos da pediatria
A04 Fusarium spp. mar/14 parede da pia - s-gla. da emergéncia N/A
pediatrica
A05 Fusarium spp. mar/14 | piso do chuveiro - quarto do paciente 19 N/A
A06 Fusarium spp. mar/14 chuveiro — quarto do paciente 19 N/A
A8 Fusarium spp. mar/14 parede da pia - posto de medicamentos N/A

do Cemo
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Fusarium solani .
ATCC 01 ATCC36031 N/A Setor de mg%oss/i‘?ozfggrenc'a do N/A
INCQS 40099
Fusarium oxysporum A
ATCC 02 ATCC48112 N/A Setor de mg%oss,?:eioireﬁrenma do N/A
INCQS 40144
Fusarium verticillioides Setor de Fungos de Referéncia do
ATCC 03 ATCC38159 N/A IN C%S | Eiocruz N/A
INCQS 40151
Aspergillus flavus Setor de Fungos de Referéncia do
ATCC 04 ATCC204304 N/A INC%S/ Fiocruz N/A
INCQS 40182
Aspergillus fumigatus A
ATCC 05 ATCC204305 N/A Setor de 'I:ﬁg%";’/ieioifjgrenc'a do N/A
INCQS 40248

N/A, nédo se aplica.

Todos os isolados de Fusarium spp. foram armazenados no Laboratério de
Micologia do Inca em &gua destilada estéril, sob temperatura ambiente de 25°C, e
ainda em glicerol 15% (Sigma), sob refrigeragdo a -20°C, e foram submetidos a
repigues sucessivos a partir da técnica de esgotamento. Desta forma, com o objetivo
de isolar col6nias puras, a suspensao fungica armazenada foi inoculada em placas
de petri contendo meio de cultivo agar sabouraud 2% de glicose com cloranfenicol
(Difco). Estas placas foram incubadas em estufa bacteriol6gica a temperatura de
30°C, por cinco dias e passaram por observacdes diarias durante este periodo para
verificar possiveis contaminacdes em aspecto macro e micromorfolégico. A
temperatura de 30°C foi utilizada como controle positivo para avaliagdo da
viabilidade dos isolados. Todos os isolados se apresentaram viaveis e foram
repicados e mantidos em PDA (Difco), e posteriormente submetidos as analises
microbiolégicas.

Novos lotes foram preparados apds recuperacdo e obtencdo de colbnias
puras. As cepas de Fusarium spp. foram repicadas em PDA (Difco) e incubadas em
estufa bacteriolégica a temperatura de 30°C por sete dias para obtencdo de massa
celular. Posteriormente, foram preservadas novamente em glicerol 15% (Sigma), sob

refrigeracdo a -20°C, em triplicata, e encontram-se arquivadas no Laboratorio de
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Micologia do Inca, também foram depositadas no Laboratorio de Micologia do INI/
Fiocruz e ainda na Colecdo de Fungos Patogénicos do INI/ Fiocruz (WDCM951),

onde encontram-se liofilizados.

4.3 MARCADORES CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DOS
PACIENTES COM FUSARIOSE

Os principais marcadores epidemiologicos dos 19 pacientes que
apresentaram cultura positiva para Fusarium spp. no periodo estudado foram
coletados a partir da revisdo de seus prontuarios e inseridos em ficha de
investigacdo (Apéndice A). Nao foram citados nomes, niumeros de prontuario ou
similares. Os dados coletados foram analisados epidemiologicamente frente aos
marcadores pré-estabelecidos nos 30 dias anteriores a infeccdo: género, idade,
doenca de base, presenca de neutropenia profunda (<500 células /mm3), presenca
de galactomanana plasmética > 0,5 ng/mL, exposicdo a quimioterapia, uso de
corticoides, uso de antifungicos (anfotericina B, posaconazol ou voriconazol) e
coinfeccdo por outros fungos, transplante de medula 6ssea prévio, presenca de
dispositivos vasculares antes do diagndstico, presenca de colonizagdo/ infeccédo
prévia por Fusarium spp., localizacdo do paciente no hospital no momento da
infeccdo. O 6bito foi analisado 30 dias ap0s a infeccéo.

No ano de 2014, no periodo de janeiro a setembro, 19 pacientes
apresentaram cultura positiva para Fusarium spp. Dezessete destes pacientes
apresentaram fusariose, com amostras de hemoculturas positivas. Apenas dois
pacientes ndo participaram das andlises devido ndo apresentarem doenca
disseminada. Destes pacientes, um apresentou infeccdo localizada de pele e o
outro, colonizagcado em lavado bronquico alveolar.

A fim de caracterizar a populacdo no periodo estudado, apds as analises,
foram calculadas as frequéncias absolutas e relativas dos principais marcadores
clinicos e epidemiolégicos encontrados nos 17 pacientes com fusariose e dos

complexos de espécies identificados.
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4.4 TERMOTOLERANCIA

A termotoleréncia dos 42 isolados foi verificada por semeadura em meio de
cultivo PDA (Difco) e incubacdo em estufa bacteriolégica por 7 dias, sob

temperaturas de 35°C e 37°C.
4.5 IDENTIFICACAO FENOTIPICA

A identificacdo morfologica das espécies nesse estudo foi baseada em trés
meios de cultivo: CLA — carnation leaf-piece agar médium, SNA — Spezzieller
Nahrstoffarmer agar e PDA — potato dextrose agar (LESLIE et al., 2006). Para
avaliacdo das caracteristicas primarias, os isolados foram semeados em duplicata
em placas contendo meio de cultivo CLA, produzido com folhas de Dianthus
caryophyllus (FISHER et al., 1981) e também em placas de meio de cultivo SNA. O
CLA foi preparado assepticamente com folhas de craveiro frescas. As folhas foram
previamente lavadas e cortadas em pedacos de 1-2 cm. Em seguida, foram
desidratadas em estufa bacteriologica a 70°C por 3-4 horas, até ficarem
quebradicas. Posteriormente os fragmentos de folhas de craveiro foram esterilizados
com luz ultravioleta por 30 minutos de cada lado da folha. Apds este procedimento,
foi adicionado 2% de agar agua estéril em placas de petri de 60 cm contendo 6-8

fragmentos de folhas de craveiro (Figura 3).
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Figura 3: (a) Flor de craveiro branco - Dianthus caryophyllus; (b) Folhas de craveiro branco; (c)

Folhas de craveiro fragmentadas e desidratadas; (d) Meio de cultivo CLA.

Apos inoculacdo em meio de cultivo CLA os isolados foram incubados em
estufa bacteriol6gica a 30°C por 14 dias. Neste meio de cultivo os isolados foram
avaliados, microscopicamente, quanto a forma e o tamanho dos macroconidios e
microconidios.

O meio de cultivo SNA foi produzido assepticamente com 1 g K2PO4, 1 g
KNOs, 0,5 g MgS0Oa4 x 7 H20, 0,5 g KCI, 0,2 g glicose, 0,2 g sacarose, adicionados a
2% de agar agua, e distribuidos em placas de petri de 60mm. Apods inoculagéo neste
meio de cultivo, os isolados foram incubados em estufa bacteriol6gica a 30°C por 14-

60 dias. No meio de cultivo SNA foram investigados microscopicamente quanto a
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forma, o tamanho, a formacédo dos microconidios e de suas células conidiogénicas, e
ainda a producao de clamidosporos.

Para avaliacdo das caracteristicas secundarias, os isolados foram semeados
em duplicata em placas com meio PDA (Sigma), incubadas a 30°C por 7 dias
(LESLIE et al., 2006). Neste meio de cultivo foram observadas a macromorfologia da
colonia, incluindo a taxa de crescimento (diametro da colbnia), a textura, a coloracéo
do anverso e reverso da colonia e a producdo de pigmento difusivel no meio. As
analises das taxas de crescimento foram realizadas em uma placa de petri conforme
descrito por Burgess et al. (1994).

Os dados obtidos nas andlises foram descritos em ficha de identificacédo
fenotipica de Fusarium spp. elaborada para este estudo (Apéndice B) e
posteriormente organizados em planilha de Excel para confeccdo do dendrograma.
As caracteristicas primarias quanto aos aspectos macromorfolégico e

micromorfolégico foram:

o Abundéncia e coloragéo do micélio aéreo;

o Pigmentacdo do meio;

o Macroconidios: tamanho, forma, nimero de septos, forma da célula apical e
basal;

o Microconidios: tamanho, forma, nimero de células, formacdo, natureza das

células conidiogénicas e conidiéforos;

o Clamiddésporos: presenca ou auséncia e tipo de formacao.

A identificacdo das espécies deste estudo foi realizada pela chave de
identificacdo para o género Fusarium (Tabela 2) proposta por De Hoog et al., (2001).

Para melhor entendimento e classificacdo das espécies, pelos dados
micromorfologicos e macromorfologicos gerados a partir de 34 variaveis dos isolados
e cepas de referéncia descritos nas analises fenotipicas, foi possivel gerar um
dendrograma. Foi utilizado o software DendroUPGMA (2002) disponivel em
http://genomes.urv.cat/tUPGMA/index.phpD-UPGMA.
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Tabela 2: Chave de identificacdo para espécies de Fusarium
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la

1b

2a
2b

3a

3b

4a

4b
5a
5b
6a
6b
7a
7b
8a
8b
9a

9b

10a

10b

Colbnias que atingem menos que 2 cm de diametro em 7—
10 dias; macroconidio geralmente com 1-2 septos
Colbnias que atingem mais que 2 cm de diametro em 7-10
dias

Macroconideo, maior que 55 um; clamidésporos ausentes
Macroconideo curto, geralmente menor que 25 um;
clamiddsporos presentes ou ausentes

Macroconideo extremamente curvo e com apice pontiagudo;
clamidosporos presentes

Macroconideo ligeiramente curvo e com apice menos
pontiagudo; clamidosporos ausentes

Micoconideos raros ou ausentes; colénias “cor de bronze” a
marrom; célula conidiogénica poliblastica abundante
Microconideos numerosos

Microconideos dispostos em cadeias

Microconideos ndo dispostos em cadeia

Microconideos apenas em monofialides

Microconideos principalmente em polifialides
Microconideos napiformes e em forma de liméo
Microconideos com outras formas

Célula conidiogénica poliblastica freqiente

Célula conidiogénica poliblastica ausente

Colbnia rosa a violeta; blastoconideo fusiforme a
lanceolado, com 1-2 célula conidiogénica cada,
clamidosporos ausentes

Coldnia vermelha; blastoconideo elipsoide, com 2-10 células
conidiogénicas proximas; clamidosporos presentes
Microconideos em fidlides curtas e usualmente laterais;
macroconideo com célula basal distinta; colonia branca a
roxa

Microconideos em fialides longas; macroconideo com célula
basal indistinta; col6nia branca, creme ou azulada

2
4

F.aquaeductum
3

F.dimerum
F.tabacinum

F.incarnatum
equiseti

5

6

8

7
F.proliferatum
F.napiforme
F.fujikuroi

9

10

F.sacchari

F.clamydosporum

F.oxysporum

F.solani

Fonte: De Hoog et al. (2001, p. 173-4)
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4.6 IDENTIFICACAO GENOTIPICA

4.6.1 Extracdo do DNA fuangico

A extracdo do acido desoxirribonucleico (DNA) dos isolados de Fusarium spp.
foi realizada a partir da obtencdo do micélio fingico em meio de cultivo PDA, apos
incubagéo a 30°C por 10 dias utilizando o protocolo de Woods e colaboradores
(1993) modificado.

Apos raspagem do micélio, com o auxilio de uma alga de platina em “L”
estéril, foram adicionados 500 pL de massa fungica em tubo Eppendorf de 1,5 mL. A
fim de romper a parede e membrana das células fungicas, foi realizada uma etapa
inicial de resfriamento, em que este tubo foi imerso em banho de nitrogénio liquido
até o congelamento das células. Em seguida, foi realizado o processo de lise
mecénica, no qual estas células foram maceradas com auxilio mecanico de pistilo
até obtencdo de uma forma pastosa, liberando assim o material nuclear do
microrganismo. Apdés maceracao foi adicionado 200 pyL de tampao de lise TES
(EDTA 50 mM, sorbitol, Tris HCI 10 mM) ao material que foi novamente macerado
até obtencdo de uma suspensdo homogénea. Esta etapa foi repetida trés vezes
totalizando 600 pL de TES. A suspensdo foi homogeneizada em vortex por 30
segundos e posteriormente o tubo foi imerso em banho maria sob temperatura de
100°C por 5 minutos.

Transcorrido 0 aquecimento, a suspensao foi novamente homogeneizada em
vortex por 1 minuto e resfriada em temperatura ambiente. Na etapa seguinte, o
material foi centrifugado por 10 minutos a 14000 RPM com recuperagdo e
transferéncia do sobrenadante para outro microtubo, descartando o sedimento
celular. Para obter melhor rendimento, a fim de retirar restos de debris celulares,
este sobrenadante foi novamente centrifugado por 3 minutos a 14000 RPM. Assim, o
sobrenadante recuperado foi transferido para novo microtubo e o sedimento celular
novamente desprezado.

O volume da suspensao (sobrenadante) recuperado foi aferido e iniciado o

processo de lavagem, com uma solucdo de fenol:cloroférmio:alcool isoamilico
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(25:24:1) na relagdo 1/1 do volume aferido. A suspenséo foi homogeneizada em
vortex por 30 segundos e posteriormente o material foi centrifugado em por 10
minutos a 14000 RPM. Este processo foi repetido trés vezes até a obtencédo de
limpeza do material com a retirada dos debris celulares e proteinas.

Para precipitagdo do DNA, apés a etapa de lavagem, adicionamos a
suspensao 10% do volume de sobrenadante recuperado de solugcédo de acetato de
sédio 3 M, seguida de 5 partes do volume de sobrenadante recuperado de etanol PA
(100%). A solucdo foi homogeneizada repetidas vezes por inversdo do tubo e
centrifugada por 30 minutos a 14000 RPM. O sobrenadante foi desprezado e
finalmente o pellet formado. Este foi lavado com alcool 70% para dessalinizar o DNA
e remover residuos de etanol 100% e acetato de sédio 3 M. A suspensédo foi
centrifugada por 10 minutos a 14000 RPM e o sobrenadante novamente dispensado.

A Ultima etapa da extracdo de DNA foi a secagem do pellet para remocao do
etanol 70%, realizada em microcentrifuga a vacuo sem uso de calor. Em seguida,
este pellet foi hidratado em 50 puL de agua destilada Milli-Q e homogeneizado para
sua dissolucdo. As amostras diluidas foram armazenadas a 4°C overnight para a
hidratacdo completa do pellet. A amostra de DNA obtida foi quantificada em
espectrofotdbmetro e diluida para a concentracdo de 25 ng para uso futuro.

Posteriormente, as solucdes foram estocadas a -20°C.

4.6.2 ldentificacdo molecular dos complexos de espécies

A identificacdo genotipica dos complexos de espécies foi realizada pela
amplificacéo e sequenciamento da regido ITS, com os primers ITS1 e ITS2 (Sigma),
e do gene ef-1a, com os primers EF1 e EF2 (Sigma) do DNA-r. Durante as analises
dos produtos da PCR foram utilizadas as seguintes cepas como referéncia dos
complexos: Fusarium solani (ATCC36031) INCQS 40099, Fusarium oxysporum
(ATCC48112) INCQS 40144 e Fusarium fujikuroi (ATCC38159) INCQS 40151.

Os complexos de espécies de Fusarium foram identificados com os primers
citados por Oechsler et al., (2009) para a porcéao final 18A do DNA-r F18A (5 — GCG
GAG GGA TCATTA CCG AGT T — 3’) e para a porg¢ao inicial 28S do RNA-r — acido
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ribonucleico ribossémico F28S (5" — CAG CGG GTA TTC CTA CCT GATC - 3’) que
amplificou a regido ITS compreendendo as regides ITS1 e ITS2.

O preparo do mix da reacdo da PCR para ITS foi realizado seguindo o
protocolo de Liu (2011): 5 pL de buffer 10x PCR (Sigma-Aldrich, EUA), 1,5 uL de
MgCl2 50 mM (Sigma-Aldrich, EUA), 1 pL de dNTP 200 pM (QIAGEN, Netherlands),
0,5 puL de TAQ DNA polimerase (Sigma-Aldrich, EUA), 1 pL de primer ITS1 10 pM
(Sigma-Aldrich, EUA), 1 uL de primer ITS2 10 uM (Sigma-Aldrich, EUA), 25 uL de
agua Milli-Q por reacdo. Ao volume final de mix foram adicionados 200 ng de DNA
completando o volume final de 50 pL por reacdo. As condi¢cbOes utilizadas para a
amplificagéo foram: 95°C por 3 minutos; 45 ciclos de 95°C por 30 s, 55°C por 30 s, e
68°C por 2 minutos, e extenséao final de 72°C por 10 minutos. Os produtos da PCR
obtidos possuiam aproximadamente 700 bp.

Os complexos de espécies de Fusarium spp. também foram identificados com
0 sequenciamento parcial do gene EF. Esta regido foi amplificada com os primers
descritos por Geiser et al. (2004), EF1 (5 — ATG GGT AAG GA(A/G) GAC AAG AC —
3’) e EF2 (5’ — GGA (G/A)GT ACC AGT (G/C)AT CAT GTT - 3).

O preparo do mix e amplificagdo da reagdo de PCR foi realizado segundo o
protocolo de Alastruey-lzquierdo et al. (2008) adaptado: 5 pL de buffer 10x PCR
(Sigma-Aldrich, EUA), 1,5 pL de MgCl2 50 mM (Sigma-Aldrich, EUA), 1,0 yL de
dNTP 200 pM (QIAGEN, Netherlands), 1,0 uL de TAQ DNA polimerase (Sigma-
Aldrich, EUA), 1 pL de primer EF1 10 pM (Sigma-Aldrich, EUA), 1 pL de primer EF2
10 uM (Sigma-Aldrich, EUA) e 19,5 uL de agua Milli-Q por reagdo. Ao volume final
de mix foram adicionados 200 ng de DNA completando o volume final de 50 pL por
reacao. As condicdes para a amplificacdo foram: ciclo inicial de 5 minutos a 94°C,
seguido de 35 ciclos de 30 segudos a 94°C, 45 segundos a 47°C, e 2 minutos a
72°C, e ciclo final de 10 minutos a 72°C.

Apés o término da reacdo para cada gene, foi realizado eletroforese em gel
de agarose 1% com brometo de etidio e tampao TBE1x (Tris, acido borico, EDTA).

Todos os produtos da PCR foram purificados com o kit comercial PureLink
PCR Purification (Invitrogen, EUA) de acordo com as instru¢des do fabricante para

posterior envio a plataforma de sequenciamento. O sequenciamento dos produtos
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da PCR foi realizado de acordo com o método de Sanger e colaboradores (1977) no
laboratorio de sequenciamento da Plataforma de Sequenciamento da Fundacéo
Oswaldo Cruz — PDTIS/Fiocruz. As sequéncias de DNA dos isolados foram editadas
no software Sequencher versdo 4.9 (Gene Codes Corporation), seguindo-se o
alinhamento no software Mega verséao 6.0.

Comparando-se as sequéncias obtidas dos dois genes para os 42 isolados
com 98 - 100% de similaridade quando comparados com as sequéncias disponiveis
no banco de dados NCBI - National Center for Biotechnology Information, GenBank,
com a ferramenta de busca BLAST - Basic Local Alignment Search Tool e pelo
agrupamento utilizando o software Mega versao 6.0, foi possivel realizar as anélises

filogenéticas e identificar os complexos de espécies.

4.7 TSA - TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

O TSA foi realizado de acordo com o protocolo descrito no documento de
referéncia CLSI M38-A2 (2008) que descreve um método para verificar a
susceptibilidade dos fungos filamentosos, oportunistas e ndo dermatdfitos, que
causam infec¢des invasivas, incluindo espécies de Fusarium, assim como outros
fungos oportunistas. Todos os isolados foram testados frente aos antifingicos
anfotericina B, voriconazol e posaconazol.

Todos os 42 isolados, 35 isolados clinicos e 7 isolados ambientais, foram
testados em triplicata e com a utilizacdo de 2 cepas de referéncia, Aspergillus flavus
(ATCC204304) INCQS 40182 e Aspergillus fumigatus (ATCC204305) INCQS 40248,
em cada ensaio realizado. Os resultados foram validados apés a confirmacdo das
CIM encontradas para as cepas de referéncia em cada ensaio, cujos valores
estavam dentro da faixa recomendada e citada pelo documento CLSI, 2008.

Os agentes antifungicos foram preparados conforme descrito pelo CLSI e
colocados em microplacas de 96 pogos com fundo em “U” distintas, estéreis, com
tampa. Foram preparadas 10 concentracfes dos antifungicos (0,03 a 16 pg/mL)
realizando diluicbes seriadas de uma solucdo estoque dos farmacos, inicialmente

em dimetil sulfoxido e posteriormente em meio de cultura RPMI 1640. Um volume de


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CBwQFjAAahUKEwjHx4XPs97IAhUMhZAKHdQ7D-M&url=http%3A%2F%2Fwww.ncbi.nlm.nih.gov%2F&usg=AFQjCNEtxijk1bbk_J3zghYe8TRBijQ4rw&bvm=bv.105841590,d.Y2I
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100 uL de cada concentracao foi colocado em uma coluna da placa de 96 pocos,
comecando da menor concentracdo aplicada na coluna 11 até a maior
concentracédo, que foi aplicada na coluna 2.

Apés este procedimento, a placa conteve as seguintes concentracdes dos
farmacos: coluna 11: 0,03 pg/mL coluna 10: 0,06 pg/mL coluna 9: 0,125 pg/mL
coluna 8: 0,25 ug/mL coluna 7: 0,5 pg/mL coluna 6: 1,0 yg/mL coluna 5: 2,0 pg/mL
coluna 4: 4,0 pg/mL coluna 3: 8,0 yg/mL coluna 2: 16,0 ug/mL As colunas 1 e 12, por
se tratarem de controles foram deixadas sem solucdo de antifungico. As placas
foram armazenadas a -20°C até o momento do uso por um periodo méaximo de 30
dias. No momento do uso, na coluna 1 foram colocados 200 uL de meio RPMI 1640
(controle de esterilidade). Na coluna 12 foram adicionados 100 uL de meio RPMI

1640 e 100 pL do inéculo fangico (controle de crescimento), (Figura 4).

Diluigdes seriadas do antifingico
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Figura 4: representacéo grafica de placa de 96 pogos com fundo em “U” - diferentes concentragfes
de antifingico, em azul.

Para preparar o in6culo fangico padrao, conforme descrito pelo CLSI, as
colonias de Fusarium spp. foram incubadas durante 3 dias em estufa a uma

temperatura de 35°C em meio PDA (Difco), e depois, até o sétimo dia, foram
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incubadas a uma temperatura de 25°C. As cepas controle, Aspergillus flavus
ATCC204304 (ATCC 05) e Aspergillus fumigatus ATCC204305 (ATCC 06) foram
cultivadas em meio PDA durante 7 dias, a 35°C. Apds o periodo de incubacédo as
amostras foram ressuspensas em 2 mL de solucéo salina fisiologica estéril.

Apbés colocar uma tampa no frasco da suspensdo a mesma foi
homogeneizada em vortex (Biomixer QL-901) durante 15 segundos. A turbidez da
suspensao resultante foi ajustada de acordo com tubo 2,0 da escala de McFarland
para Fusarium spp. e de acordo com tubo 0,5 da escala de McFarland para as cepas
controle Aspergillus flavus e Aspergillus fumigatus, sendo corrigidas com solucéo
fisiolégica quando necesséario.

Logo apdés o preparo, os diferentes inéculos foram colocados em
dispensadores descartaveis estéreis e, com auxilio de pipeta multicanal com 11
ponteiras, foram colocados 100 yL da suspenséo final de células fungicas em uma
das linhas da placa, dos pocos 2 a 12. Nas linhas G e H de cada placa foram
inoculadas as cepas-padrao Aspergillus flavus ATCC 204304 e Aspergillus
fumigatus ATCC 204305, sendo entdo as amostras aplicadas da linha A até a linha F
da placa.

A incubagéo foi realizada em estufa a 35°C por 48 - 72 horas. A leitura dos
testes foi feita visualmente. Com a visualizacdo do fundo da placa contra fonte
luminosa, foi possivel comparar a turvacdo em cada concentracdo dos farmacos em
relacdo ao controle de crescimento (coluna 12) podendo com isso verificar 0S pogos
onde houve crescimento do fungo. O valor da CIM para anfotericina B, voriconazol e
posaconazol foi determinado como a menor concentracao que previne qualquer grau
de crescimento fungico discernivel (100% de inibicao).

A CIMso, CIMgo € a MG foram obtidas pelos programas estatisticos Microsoft
Excel e SPSS 17.0.

A relacdo entre as CIMs dos diferentes farmacos testados entre as espécies
identificadas foi avaliada com o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney realizado
com intervalo de confianca de 95%. Para as analises, as espécies identificadas
foram divididas em dois grupos: FOSC e Nao-FOSC, a fim de avaliar o perfil de

susceptibilidade entre estes grupos. O mesmo teste foi realizado, com a mesma
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finalidade, para avaliar a relacdo entre as CIMs dos farmacos testados entre os
grupos, amostras clinicas e amostras ambientais. A relagdo entre a eficacia in vitro
dos farmacos testados foi avaliada utilizando o teste ndo paramétrico de Wilcoxon

realizado com intervalo de confianga de 95%,
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5.1 MARCADORES CLINICOS E EPIDEMIOLOGICOS DOS

ANALISE DE RESULTADOS

PACIENTES COM FUSARIOSE

isolados clinicos de Fusarium spp.
correspondentes a 19 pacientes com cultura positiva para Fusarium spp. Dezessete
destes pacientes apresentaram fusariose, com amostras de hemoculturas positivas
(Grafico 1). Apenas dois pacientes ndo apresentaram doenca disseminada. Destes

pacientes, um apresentou infeccdo localizada de pele e o outro, colonizacéo

No ano de 2014, no periodo de janeiro a setembro, foram identificados 35

detectada em lavado bronquico alveolar.
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Grafico 1 — Perfil epidemiolégico de fusariose no INCA em 2014.

marcadores epidemioldgicos encontrados nos 17 pacientes com fusariose e dos

Foram calculadas as frequéncias absolutas e relativas dos principais
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complexos de espécies identificados. Os dados encontram-se descritos no apéndice
C.

A maioria € representada por pacientes pediatricos (10 - 58,8%), do género
masculino, neutropénicos, sem galactomana alterada, com doenca de base
hematoldgica, internados no hospital e submetidos a quimioterapia e a terapia
corticosteroide. Apenas um paciente foi submetido a terapia prévia com voriconazol
nos 30 dias antecedentes a fusariose. Todos 0s pacientes com fusariose utilizaram
cateter de longa duracdo. Apenas quatro pacientes (24%) evoluiram com desfecho
fatal pela doenca apés 30 dias da infeccao. Destes, um paciente teve neutropenia e
uso de corticoides como fatores de risco para desfecho fatal. Outro teve apenas
neutropenia como fator de risco para Obito e dois pacientes ndo apresentaram
neutropenia e também nao utilizaram corticoides. Os microrganismos identificados
nestes pacientes que evoluiram para 6bito foram, FSSC (dois pacientes) e FOSC
(dois pacientes).

Dois pacientes apresentaram coinfeccdo por outros fungos, um com histéria
prévia de Aspergillus spp., e outro paciente com infeccdo localizada de pele por
Sporothrix brasiliensis. A espécie mais frequentemente identificada entre os
pacientes com fusariose foi FOSC correspondendo a 15 pacientes (88,2%). FSSC
foi identificado em dois pacientes com fusariose (11,8%). A doenca de base
hematoldgica prevalente foi a LLA (leucemia linfoide aguda) com quatro casos,
seguida de LMA (leucemia mieloide aguda) com trés casos, LH (Linfoma de
Hodgkin) com trés casos e LB (Linfoma de Burkitt) com dois casos. Os dados

encontram-se ilustrados nos graficos 2 — 14.



60~

Idade

————————————

1
Pacientes

Grafico 2 — Mediana da idade dos pacientes com fusariose.
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Grafico 3 — Género dos pacientes com fusariose.
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Grafico 4 — Doenca de base dos pacientes com fusariose.
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Neutropenia profunda
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N ndo

Gréfico 5 — Neutropenia nos pacientes com fusariose (< 500 células/ mms3).
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Grafico 6 — Transplante de medula 0ssea nos pacientes com fusariose.
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Grafico 7 — Exposicao a quimioterapia nos pacientes com fusariose.
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Uso de corticoides
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Grafico 8 — Uso de corticoides nos 30 dias anteriores a infec¢éo nos pacientes com fusariose.
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Grafico 9 — Localizagao dos pacientes com fusariose.
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Gréfico 10 — Coinfecgao por outros fungos nos pacientes com fusariose.
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Antifungico prévio

1;6%

W Voriconazol

B Ausente

Grafico 11 —Terapia antifingica prévia nos pacientes com fusariose.

Obito
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Gréfico 12 — Obito ap6s 30 dias a infec¢do nos pacientes com fusariose.

Espécie identificada
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Gréfico 13 — Espécies de Fusarium identificadas nos pacientes com fusariose.
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Amostras clinicas
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Grafico 14 — Amostras clinicas dos pacientes com fusariose.

Um dos dois pacientes citados anteriormente que nao apresentaram doenca
disseminada, apresentou infeccdo localizada de pele por FSSC, detectada por
amostra de raspado de lesdo cutanea. Este paciente era do género masculino, com
47 anos de idade, portador de doenca de base hematolégica (LMA), sem
neutropenia profunda (< 500 céls/ mm3), sem galactomanana > 0,5 ng/mL,
submetido a transplante de medula éssea, exposto a quimioterapia e a terapia com
corticoides, portador de cateter de longa duracéo.

O segundo paciente apresentou apenas colonizacdo por FSSC detectada em
amostra de lavado bronquico alveolar. Este paciente era do género masculino,
portador de doenca de base ndo hematologica (carcinoma epidermoide de pele),
sem neutropenia profunda (< 500 céls/ mm?3), sem galactomanana > 0,5 ng/mL, néo
submetido a transplante de medula 6ssea, ndo exposto a quimioterapia, néo
submetido a terapia corticosteroide e ndo portador de cateter de longa duracéo.
Ambos ndo apresentaram colonizagao/ infeccdo prévia por Fusarium spp., portanto
sem histéria de antifungico prévio para Fusarium spp., sem historia de coinfeccéo

por outros fungos e faziam apenas acompanhamento ambulatorial no INCA.
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5.2 TERMOTOLERANCIA

A termotolerancia foi confirmada para os 42 isolados fungicos. Ndo houve
diferenca no crescimento dos isolados de Fusarium spp. sob as temperaturas
testadas. Os 35 isolados clinicos e 7 isolados ambientais apresentaram crescimento
em agar PDA (Difco) sob as temperaturas de 30°C, 35°C e 37°C.

5.3 IDENTIFICACAO FENOTIPICA
5.3.1 Avaliacdo em meio de cultivo CLA

5.3.1.1 Micromorfologia

Apos dez dias de incubacdo em meio de cultivo CLA todos os isolados
apresentaram esporulacdo, com presenca uniforme de macroconidios e
microconidios. Apés montagem de um bloco do meio de cultivo com lamina e
laminula, foi possivel observar que os macroconidios estavam proximos as folhas de
craveiro e os microconidios distantes das folhas. Foram observados quatro padrbes

micromorfolégicos para os isolados testados:

Micromorfologia 1 — Encontrada na cepa de referéncia ATCC 01 (F. solani), quatro
isolados clinicos (FO1, F19, F24, F51) e cinco isolados ambientais (A03, A04, AQ5,
AO06, AO08). Macroconidios presentes porém escassos, com 1-3 septos,
apresentando curvatura dorsal mais acentuada que a ventral, célula apical e basal
indefinidas; Microconidios presentes e numerosos, com 0-1 septo, de formas oval e
reniforme, dispostos em falsa cabeca, em monofialides longas; Clamidésporos nédo

foram observados. Sugestivo de FSSC (Figura 5a);

Micromorfologia 2 — Encontrada na cepa de referéncia ATCC 02 (F. oxysporum), 31

isolados clinicos e 1 isolado ambiental (AO1l). Macroconidios presentes porém
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escassos, com 1-2 septos, apresentando curvatura dorsal mais acentuada que a
ventral, célula apical embotada (forma de bota) e célula basal entalhada;
Microconidios presentes e numerosos, ndo septados, de formas oval, reniforme e
“forma de charuto”, dispostos em falsa cabeca, em monofidlides -curtas;

Clamidésporos ndo foram observados. Sugestivo de FOSC (Figura 5b);

Micromorfologia 3 — Encontrada em uma amostra ambiental (A02). Macroconidios
presentes e abundantes, com 4-7 septos, em “forma de agulha”, célula apical papilar
e célula basal em “forma de pé”; Microconidios ausentes; Mesoconidios presentes,
fusiformes, com 3-5 septos; Clamidosporos ndo foram observados. Sugestivo de
FIESC (Figura 6a);

Micromorfologia 4 — Encontrada na cepa de referéncia ATCC 03 (F. fujikuroi).
Macroconidios ausentes; Microconidios presentes e numerosos, ndo septados, de
formas oval e fusiforme, dispostos em monofialides curtas; Clamiddsporos nédo foram

observados. Sugestivo de FFSC (Figura 6b);
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Figura 5. (a) Micromorfologia 1 em meio de cultivo CLA: sugestivo de FSSC - montagem com
lactofenol - conidiéforo alongado e macroconidios dispostos em falsas cabecas, indicados pela seta,;
(b) Micromorfologia 2 em meio de cultivo CLA: sugestivo de FOSC - conidi6foro curto e
macroconidios dispostos em falsas cabecas, indicados pela seta.

Figura 6. (a) Micromorfologia 3 em meio de cultivo CLA: sugestivo de FIESC - montagem com
lactofenol de algoddo - numerosos macroconidios em “forma de agulha” com 3-5 septos; (b)
Micromorfologia 4 em meio de cultivo CLA: sugestivo de FFSC - numerosos microconidios ovais e

fusiformes.
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5.3.2 Avaliacdo em meio de cultivo SNA

5.3.2.1 Micromorfologia

Todos os isolados foram avaliados quanto a producao de clamidésporos apés
15 e 60 dias de incubacdo em SNA. Foi possivel observar a presenca de
esporulacdo em agar SNA apos 15 dias de incubacdo para a maioria dos isolados;
agueles que nao apresentaram clamidésporos dentro deste periodo, foram
incubados novamente por mais 45 dias para confirmar a auséncia desta estrutura de
sua micromorfologia. Apés o periodo total de 60 dias de incubacdo nao houve
diferenca na producdo de clamiddsporos, ou seja, os isolados que ndo apresentaram
a estrutura apos 15 dias de incubacdo permaneceram sem apresenta-la apos 60
dias de incubacdo. Foram observados dois padrdes micromorfolégicos para 0s
isolados testados:
Micromorfologia 1 — Clamiddsporos presentes, isolados e aos pares, terminais e
intercalares, de parede lisa. Morfologia encontrada em 35 isolados clinicos, 6
isolados ambientais e 2 cepas de referéncia ATCC 01 (F. solani) e ATCC 02 (F.

oxysporum) (Figura 7);
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Figura 7. Micromorfologia 1 em meio de cultivo SNA: montagem com lactofenol de algod&o -
producdo de clamiddsporos, indicados pelas setas, (a) aos pares e intercalares; (b) aos pares e
terminais; (c) isolados e terminais; (d) agrupados e intercalares.

Micromorfologia 2 — Auséncia de clamidésporos. Encontrado na amostra ambiental
A02 e cepa de referéncia ATCC 03 (F. fujikuroi);
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5.3.3 Avaliacdo em meio de cultivo PDA

5.3.3.1 Macromorfologia

A fim de avaliar as caracteristicas morfolégicas secundarias dos complexos
de espécies, todos os 42 isolados fungicos e as 3 cepas de referéncia, ATCC 01,
ATCC 02 e ATCC 03, foram reisolados em meio de cultivo PDA (Difco) para
avaliacdo macromorfologica das colénias. Apds sete dias de incubacéo a 30°C todos
os isolados apresentaram esporulacdo em meio PDA com formacdo de micélio
abundante. Assim foi possivel observar as caracteristicas secundéarias para a
identificag8o dos isolados: textura do micélio, coloracdo de anverso e reverso e taxa
de crescimento. Nao houve formacdo de pigmento difundivel no meio para os

isolados. Foram observados seis padrdes macromorfolégicos:

Macromorfologia 1 - ATCC 02 (F. oxysporum), 31 isolados clinicos e 1 isolado
ambiental (A01) apresentaram textura penugenta, coloracdo do anverso branca e
reverso rosado, com diametro médio da coldnia de 71,5 mm. Sugestivos de FOSC.
(Figura 8);

Figura 8. Macromorfologia 1 em meio de cultivo PDA: sugestivo de FOSC - colbnia de 31 isolados
clinicos, 1 isolado ambiental e ATCCO1 apos sete dias de incubacdo em PDA. (a) anverso com
coloracgéo branca; (b) e reverso com coloracdo rosada.
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Macromorfologia 2 - ATCC 01 (F. solani), dois isolados clinicos (FO1, F51), trés
isolados ambientais (A03, A04, A06) apresentaram textura penugenta, coloracao do

anverso branco e reverso creme, com diametro médio da colbnia de 53,8 mm.

Sugestivos de FSSC (Figura 9).

Figura 9. Macromorfologia 2 em meio de cultivo PDA: sugestivo de FSSC - Macromorfologia da
colénia de dois isolados clinicos e 3 isolados ambientais apds sete dias de incubagdo em PDA. (a)
anverso com coloragdo branca; (b) reverso com coloragéo creme.

Macromorfologia 3 - Um isolado clinico (F19) e dois isolados ambientais (A05, A08)
apresentaram textura penugenta, coloragdo do anverso branco e reverso
acastanhado, com diametro médio da colénia de 45,8 mm. Sugestivo de FSSC

(Figura 10).
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Figura 10. Macromorfologia 3 em meio de cultivo PDA: sugestivo de FSSC - Macromorfologia da
colénia de 1 isolado clinico e 2 isolados ambientais ap0s sete dias de incubacdo em PDA. (a)
anverso com coloracgédo branca; (b) reverso com coloragdo acastanhada.

Macromorfologia 4 - Um isolado (F24) apresentou textura penugenta, coloragdo do

anverso branco e reverso amarelado, com didmetro da colénia de 58 mm. Sugestivo
de FSSC (Figura 11).

Figura 11. Macromorfologia 4 em meio de cultivo PDA: sugestivo de FSSC - Macromorfologia da
colénia de um isolado clinico apés sete dias de incubagdo em PDA. (a) anverso com coloracdo
branca; (b) reverso com coloragdo amarelada.



47

Macromorfologia 5 - Um isolado ambiental (A02) apresentou textura penugenta,
coloracdo do anverso branco e reverso salmédo, com diametro da colénia de 68 mm.
Sugestivo de FIESC (Figura 12);

Figura 12. Macromorfologia 5 em meio de cultivo PDA: sugestivo de FIESC - Macromorfologia da
colénia de um isolado clinico apés sete dias de incubagdo em PDA. (a) anverso com coloragao
branca; (b) reverso com coloragéo salmao.

Macromorfologia 6 - ATCC 03 (F. fujikuroi) apresentou textura penugenta, coloragédo
do anverso branco e reverso lilas, com diametro médio da col6énia de 67 mm. FFSC
(Figura 13);
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Figura 13. Macromorfologia 6 em meio de cultivo PDA: sugestivo de FFSC - Macromorfologia da
colénia de um isolado clinico apés sete dias de incubagdo em PDA. (a) anverso com coloragao
branca; (b) reverso com coloracgéo lilas.

5.34 Classificacdo fenotipica dos complexos de
espécies

ApoOs analise do dendrograma foi possivel identificar quatro padrdes
morfolégicos de complexos de espécies distintos (Figura 14):

Padrao 1 — isolado A02;

Padrdo 2 — ATCC 03 — F. fujikuroi;

Padrdo 3 — 3a - isolado F24;

3b - ATCC 01 — F. solani, e isolados F01, F19, F51;

3c - isolados A03, A04, A05, A06, AOS;

Padrdo 4 — ATCC 02 — F. oxysporum, isolados A0l e as demais amostras

clinicas.
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Apés andlise do dendrograma, percebemos que o padrdo 1 ndo apresenta
similaridade com as cepas de referéncia utilizadas no estudo, sendo considerado um
complexo de espécie nédo identificado apenas com as analises fenotipicas. O padrao
2 refere-se a cepa de referéncia ATCC 03 — Fusarium fujikuroi. Podemos identificar
que o padrdo 3 contém trés subpadrdes 3a, 3b e 3c, e que estes, se emcontram
dentro da mesma chave fenotipica, onde esta a cepa de referéncia ATCC 01 —
Fusarium solani. Apesar de apresentarem diferencas entre si, que estao
relacionadas a macroscopia expressa em meio de cultivo PDA, podemos sugerir que
os isolados descritos nestes padrées sdo FSSC. Conforme demonstrado no estudo,
este € um complexo de espécies com grande variabilidade macroscoépica sendo
dificil a sua identificacdo apenas por analise morfolégica. Na chave descrita como
padrao 4 encontram-se a cepa de referéncia ATCC 02 — F. oxysporum, 31 isolados
clinicos e um isolado ambiental. Logo podemos afirmar que ndo houve diferenca
fenotipica entre elas e que os isolados descritos neste padrdo sao FOSC. Este foi o

anico complexo de espécies facilmente identificado durante as analises fenotipicas.

Além disso, ao analisar os padrdes 3 e 4, podemos perceber que FSSC e
FOSC sao semelhantes entre si. Durante as analises fenotipicas em meio de cultivo
CLA percebemos que estes sao complexos de espécies muito parecidos

microscopicamente.



0 AR (0.474)

0188

D06

1106

015

008 g A3 (0)
—

i)

iy

£01(0)

0l

F4 (0)

FO4 (0)

At 0

]
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
v
]
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
U
0
0

() ATCCO3 (0.32) ———
¢ s [P———() F24 (0.111) —PADRAO 3a
pg) () F19(0.05) ]

uu.wa F51(0)
e

T |

PADRAO 3b

PADRAO 3¢

PADRAO 1
PADRAO 2

PADRAO 3

PADRAO 4

50

Figura 14. Dendrograma representando 45 isolados de Fusarium spp. apés andlise de 34 variaveis
morfologicas. Foi usado o coeficiente de Jaccard para comparagdo entre o conjunto de variaveis e
geradas 100 réplicas de bootstrap, DendroUPGMA (2002). As cepas de referéncia ATCC 01
Fusarium solani (ATCC36031), ATCC 02 Fusarium oxysporum (ATCC48112) e ATCC 03 Fusarium

fujikuroi (ATCC38159) foram utilizadas para comparacao.
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5.4 IDENTIFICACAO GENOTIPICA

Todos os 42 isolados e 3 cepas de referéncia, totalizando 45 amostras, foram
caracterizados molecularmente para os dois genes. Apds andlise os dois genes
apresentaram resultados equivalentes nas identificacdes. Foi realizada a analise
combinada entre os dois genes e 0s resultados mantiveram-se equivalentes. As trés
cepas de referéncia foram confirmadas: ATCC 01 - F. solani como complexo de
espécies Fusarium solani, ATCC 02 F. oxysporum como complexo de espécies
Fusarium oxysporum e ATCC 03 F. fujikuroi como complexo de espécies Fusarium
fujikuroi. Do total de 35 isolados clinicos, 31 isolados foram identificados como
FOSC (88,6%) e quatro isolados identificados como FSSC (11,4%). Do total de sete
isolados ambientais, cinco foram caracterizados como FSSC (71,4%), um isolado
identificado como FOSC (14,3%), e um isolado identificado como FIESC — complexo
de espécies Fusarium incarnatum equiseti (14,3%) (Figuras 15, 16 e 17). As
frequéncias das espécies que caracterizam a populacdo estudada estdo descritas na
tabela 3.



52

— ATCCO02
F49
Fa47
F46
F45
F44
F43
F41
F40
F39
F38
F37
F36
F34
F33
F29

M F27 r FOSC

F25

F23

F21

F18

F16

F15

F14

81 Fi12
F11
F10
F09
FO7
F04
F02

A01
F06 J

——  A02 __ FIESC
ATCCO03 —— FFSC

A5t FSSC

0.02

Figura 15. Arvore filogenética Neighbor Joining a partir da sequéncia da regido ITS para os 45
isolados (35 isolados clinicos, 7 isolados ambientais, e 3 cepas de referéncia) analisados neste
estudo. Os numeros sobre os ramos sdo valores de suporte de bootstrap obtidos a partir de 500
pseudo-repeticbes. As cepas de referéncia ATCC 01 Fusarium solani (ATCC36031), ATCC 02
Fusarium oxysporum (ATCC48112) e ATCC 03 Fusarium fujikuroi (ATCC38159) foram utilizadas para
comparacdo. FOSC, complexo de espécies Fusarium oxysporum; FIESC, complexo de espécies
Fusarium incarnatum equiseti; FFSC, complexo de espécies Fusarium fujikuroi; FSSC, complexo de
espécies Fusarium solani..
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Figura 16. Arvore filogenética Neighbor Joining a partir da sequéncia do gene ef-1a para os 45
isolados (35 isolados clinicos, 7 isolados ambientais, e 3 cepas de referéncia) analisados neste
estudo. Os numeros sobre os ramos sdo valores de suporte de bootstrap obtidos a partir de 500
pseudo-repeticfes. As cepas de referéncia ATCC 01 Fusarium solani (ATCC36031), ATCC 02
Fusarium oxysporum (ATCC48112) e ATCC 03 Fusarium fujikuroi (ATCC38159) foram utilizadas para
comparacdo. FOSC, complexo de espécies Fusarium oxysporum; FIESC, complexo de espécies
Fusarium incarnatum equiseti; FFSC, complexo de espécies Fusarium fujikuroi; FSSC, complexo de
espécies Fusarium solani.
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Figura 17. Arvore filogenética Neighbor Joining combinada a partir da sequéncia da regido ITS e
gene ef-1a para os 45 isolados (35 isolados clinicos, 7 isolados ambientais, e 3 cepas de referéncia)
analisados neste estudo. Os ndimeros sobre os ramos séo valores de suporte de bootstrap obtidos a
partir de 500 pseudo-repeticbes. As cepas de referéncia ATCC 01 Fusarium solani (ATCC36031),
ATCC 02 Fusarium oxysporum (ATCC48112) e ATCC 03 Fusarium fujikuroi (ATCC38159) foram
utilizadas para comparacdo. FOSC, complexo de espécies Fusarium oxysporum; FIESC, complexo
de espécies Fusarium incarnatum equiseti; FFSC, complexo de espécies Fusarium fujikuroi; FSSC,
complexo de espécies Fusarium solani.



Tabela 3. Frequéncias absolutas e relativas das espécies de Fusarium spp
encontradas no Inca entre janeiro e setembro de 2014

. por tipo de isolado
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COMPLEXG ISOLAnDi)gSC(I;/g\IICOS ISOLADOS ?I\(/(IJE)IENTAIS nTS;Il'zAI(_%)
FOSC 31 (88,6) 1(14,3) 32 (76,2)
FSSC 4(11.4) 5 (71,4) 9 (21.4)
FIESC - 1(14.3) 1(2.4)
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5.5 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

Os valores de CIMso, CIMgo, MG e variagdo, correspondentes ao perfil de
susceptibilidade antifingica dos 42 isolados de Fusarium spp. estdo apresentados
nas tabelas 4 e 5.

Para os isolados clinicos, as menores CIM foram detectadas para a
anfotericina B, com MG de 3,1 pg/ml para FOSC e 4 ug/ml para FSSC, sugerindo
resisténcia. N&do foi observada diferenca significativa entre as médias geométricas
encontradas para anfotericina B para as duas espécies identificadas. Posaconazol
ndo demonstrou inibicdo do crescimento para as duas espécies, enguanto
voriconazol demonstrou valores mais elevados de CIMs para FOSC, com MG 10,7

pg/ml, quando comparado a FSSC, MG de 8 pg/ml (Tabela 4).

Tabela 4. Valores de concentragfes inibitérias minimas e média geométrica do perfil de
susceptibilidade aos antifngicos in vitro de 35 isolados clinicos de Fusarium spp. no Inca entre
janeiro e setembro de 2014 de acordo com o documento CLSI M38-A2, 2008

CIM (upg/ml)
ANTIFUNGICO ESPECIE -
VARIACAO CIM 50 CIM 90 MG
FOSC 2-8 4 4 3,1
ANFOTERICINA B
FSSC 2-8 4 8 4
FOSC 16 >16 >16 >16
POSACONAZOL
FSSC 16 >16 >16 >16
FOSC 4-16 >16 >16 10,7
VORICONAZOL
FSSC 4-16 8 10 8

CIM 50, CIM 90: concentracao inibitéria minima de antifingico capaz de inibir o crescimento de
50% e 90% dos isolados fungicos, respectivamente; MG: média geométrica dos valores das
concentracgdes inibitérias minimas (ug/ml); FOSC: complexo de espécies Fusarium oxysporum
(n=31 isolados); FSSC; complexo de espécies Fusarium solani (n=4 isolados)
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Entre os isolados ambientais n&o foi calculada a MG devido haver apenas um
isolado identificado como FOSC e FIESC. Para FOSC, as CIMs encontradas para
anfotericina B, voriconazol e posaconazol, foram 2 pg/ml, 16 pg/ml e 16 ug/ml,
respectivamente. Valores semelhantes foram encontrados para a mesma espécie
identificada entre os espécimes clinicos. Para FIESC, as CIMs encontradas para
anfotericina B, voriconazol e posaconazol, foram 1 pg/ml, 16 pg/ml e 16 pg/ml,
respectivamente, 0 que sugere que essa espécie € sensivel a anfotericina B.
Enquanto que para FSSC, as CIMs encontradas para anfotericina B, variaram entre
2 - 4 pg/ml, e para voriconazol e posaconazol os resultados foram iguais, 16 pug/ml
(Tabela 5).

Tabela 5. Valores de concentragdes inibitérias minimas do perfil de susceptibilidade aos
antifiingicos in vitro de 7 isolados ambientais de Fusarium spp. isolados no Inca entre janeiro e
setembro de 2014 de acordo com o documento CLSI M38-A2, 2008.

CIM (pg/ml)

ISOLADO ESPECIE
ANFOTERICINAB POSACONAZOL VORICONAZOL

AO01 FOSC 2 16 16
A02 FIESC 1 16 16
A03 FSSC 2 16 16
A04 FSSC 4 16 16
A05 FSSC 4 16 16
A06 FSSC 4 16 16
A08 FSSC 4 16 16

CIM: concentragdo inibitéria minima; FSSC: complexo de espécies Fusarium solani, 5 isolados;
FIESC: complexo de espécies Fusarium incarnatum equiseti, 1 isolado; FOSC: complexo de
espécies Fusarium oxysporum, 1 isolado.
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O teste de Mann-Whitney mostrou que a sensibilidade do grupo FOSC é
similar a sensibilidade do grupo N&ao-FOSC para os trés antifungicos testados:
anfotericina B (p-valor = 0,5912), voriconazol (p-valor = 0,3911) e posaconazol (p-
valor = 1).

O mesmo teste mostrou que entre 0s grupos amostras clinicas e ambientais,
para anfotericina B n&o houve diferenca na sensibilidade (p-valor = 0,4759). N&o foi
possivel realizar o teste para voriconazol e posaconazol devido os resultados néo
terem variado para posaconazol nas amostras clinicas, e para as duas drogas nas
amostras ambientais.

O teste de Wilcoxon mostrou que anfotericina B apresentou melhor atividade
in vitro em relacdo ao voriconazol (p-valor < 0,0001). Comparando anfotericina B e
posaconazol, foi encontrado resultado semelhante, ou seja, anfotericina B
apresentou melhor atividade in vitro em relacdo ao posaconazol (p-valor < 0,0001).
N&o foi possivel realizar o teste para avaliar associacao entre as drogas voriconazol
e posaconazol devido os resultados deste ultimo ndo terem variado para todas as

amostras.
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6 DISCUSSAO

As espécies mais frequentes, identificadas em amostras clinicas, no Inca, no
periodo de janeiro a setembro de 2014, foram FOSC e FSSC. Para as amostras
ambientais, a frequéncia encontrada foi FSSC, FOSC e FIESC, respectivamente. O
presente estudo confirma a existéncia de diferencas regionais na epidemiologia das
espécies de Fusarium, pois difere da distribuicAo das espécies reportadas na
literatura. HA relatos que FSSC é mais prevalente na América Latina e Asia,
enquanto FOSC é mais prevalente na Europa (MIGHELI et al., 2010; VAN
DIEPENINGEN et al., 2015a). Em estudo multicéntrico recente, relatado como a
maior série de casos de fusariose até 0 momento, com a contribuicdo de 11 paises,
incluindo 124 casos do Brasil, Nucci e colaboradores (2014a) identificaram como
agentes mais frequentes, a partir de 49 isolados clinicos provenientes de 233 casos
de fusariose, FSSC (29 casos), seguido de FOSC (7 casos) e FIESC (3 casos). Em
estudo realizado na Italia, relatou-se que infec¢do invasiva € mais frequente por
Fusarium verticillioides (TORTORANO et al., 2008). Em série de casos retrospectiva
realizada no Qatar a partir da analise de isolados no periodo de 10 anos, provou-se
que a espécie predominante causadora de fusariose foi FSSC e que a prevaléncia
para FOSC foi relativamente baixa (SALAH et al., 2015).

Esta diferenca epidemiologica sobre a espécie mais prevalente em isolados
clinicos encontrada em nosso estudo, com predominéncia de FOSC, pode estar
relacionada a ocorréncia de surto devido a fonte de contaminacdo ambiental no
periodo estudado por esta espécie. Em 2013 Scheel e colaboradores, apds anélise
de isolados de Fusarium a partir de amostras clinicas e ambientais em um hospital
no Rio de Janeiro, Brasil, relataram que FOSC foi a espécie mais frequente
identificada em fontes ambientais de agua coletadas no hospital, seguida de FIESC,
a partir de amostras coletadas de ar, e FSSC. Nas amostras clinicas hematoldgicas
e dermatoldgicas, a espécie mais frequente foi FSSC. Assim, pode-se sugerir que a
frequéncia de espécies em isolados clinicos encontrada neste estudo foi influenciada
por surto identificado no periodo das analises. Durante o estudo foi identificado surto

por FOSC, onde 14 pacientes adquiriram fusariose, provavelmente devido a
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inoculacdo do agente em cateter contaminado. A fonte de contaminacdo ambiental
foi identificada na sala de manutencéo do cateter. E ainda, foi identificado FSSC em
3 pacientes (pacientes 1, 11, 19), ndo procedentes do surto, com fusariose. As
espécies encontradas nos pacientes que nédo apresentaram fusariose, pacientes 9 e
15, foram FSSC e FOSC, respectivamente. A amostra F51, identificada como FSSC,
correspondente ao paciente 19, teve 100% de similaridade quando comparada com
as amostras ambientais A04, AO05 e AO06, também identificadas como FSSC,
correspondentes a parede da pia da sala da emergéncia pediatrica, piso do chuveiro
e chuveiro do quarto do paciente 19, respectivamente. Este era o local de internagao
deste paciente. E provavel que, neste caso, a via de contaminacido do paciente
tenha sido através da aerossolizacdo de particulas de agua contaminadas, por
inalacdo de conidios de FSSC durante o banho. Fusarium spp. tem sido identificado
em reservatorios de &gua de hospitais, onde os chuveiros e torneiras podem
contribuir através da dispersdo de aerossois facilitando a inalacdo de conidios
(ANAISSE et al., 2001).

Houveram limitacBes relacionadas a investigacdo ambiental, incluindo a
andlise direta da agua proveniente da central de abastecimento e amostras de ar de
diferentes localidades do instituto, que ndo permitiram identificar outras possiveis
fontes de contaminacdo para melhor determinacdo da frequéncia das espécies
ambientais no periodo. Portanto, resultados epidemiolégicos divergentes podem ser
encontrados no Inca por andlise retroprospectiva realizada a partir de maior nimero
de isolados clinicos e ambientais de Fusarium.

Foram identificados 17 casos de pacientes com fusariose no periodo
estudado. Todos o0s pacientes apresentaram pelo menos uma amostra de
hemocultura positiva. Infec¢cdo invasiva por Fusarium é estabelecida a partir do
isolamento do agente em no minimo uma amostra de hemocultura positiva no
paciente ou por cultura positiva a partir do isolamento do agente em dois ou mais
espécimes clinicos diferentes (SALAH et al., 2015). Nucci e colaboradores (2014a)
afirmaram que a fungemia € a apresentacédo clinica mais comum da fusariose, que
pode estar relacionada a melhora nos sistemas automatizados de hemocultura.

Segundo este autor, os principais fatores de risco para o0 hospedeiro sao



61

recebimento de terapia com corticosteroides e neutropenia profunda e persistente.
Quanto ao uso de corticosteroides, foi possivel identificar que 65% dos pacientes
utilizaram esta terapia. Contrariamente aos dados da literatura, no presente estudo a
neutropenia profunda foi presente em apenas 52,9% dos pacientes com fusariose.
Apenas 24% dos pacientes tiveram desfecho fatal pela fusariose. Destes apenas um
paciente tinha neutropenia associada ao uso de corticoides como fator de risco. Isto
pode estar relacionado a presenca de surto no periodo das analises clinico
epidemioldgicas, que ocorreu pela inoculacédo do patdgeno a partir de cateter venoso
contaminado com o microrganismo, visto que todos os pacientes utilizaram este
dispositivo. Colombo e colaboradores (2013) relataram um caso de colonizagéo de
cateter venoso central em um paciente com leucemia linfoblastica aguda, a partir do
qual foi isolado FSSC. ApoOs andlise de porcBes do dispositivo por microscopia
eletrdnica foi visualizado micélio fungico evidente no lumen, comprovando que estes
dispositivos estdo propensos a contaminacao por fungos oportunistas.

Assim, os fatores de risco para a fusariose no Inca em 2014 incluem presenca
de cateter venoso (100%), quimioterapia (82,2%), doenca de base hematoldgica
(70,6%), uso de corticoides (65%) e pacientes pediatricos (58,8%). Estes resultados
sdo compativeis com a literatura consultada que afirma que Fusarium spp. pode
causar doenca disseminada em pacientes gravemente imunocomprometidos,
pediatricos, com doenca de base hematoldgica, que receberam transplante de
medula 6ssea ou érgao sélido e receberam quimioterapia e corticoides (SCHWARTZ
et al., 2013, LIU et al., 2014, GARNICA et al., 2014). A recuperacado neutropénica &
determinante na recuperacdo dos pacientes com fusariose (GUARRO et al., 2013;
OCAMPO-GARZA et al., 2015).

Apesar de encontrarmos apenas um isolado (FSSC) proveniente de raspado
de pele no periodo estudado, avaliacdo dermatologica com coleta de amostras de
raspados de pele e unhas deve ser realizada como prevencao de porta de entrada
do microrganismo em pacientes imunocomprometidos. A pele é afetada em mais de
70% dos pacientes com fusariose, que apresentam multiplas lesdes eritematosas,
violaceas, com papulas ou nodulos, podendo apresentar centro necrotico, e serem

encontradas em qualquer local do corpo. Ao exame histopatolégico os achados
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podem ser confundidos com o género Aspergillus. Entdo, o diagndstico requer o
isolamento do agente a partir de amostras de tecidos obtidos por biépsia (LIU et al.,
2013). Espécies do complexo FSSC sao encontradas frequentemente em isolados
dermatolégicos de pacientes neutropénicos (SALAH et al., 2015). Ha relatos de
casos em que onicomicose é a fonte de uma infec¢cdo disseminada secundaria
nesses pacientes (BOURGEOIS et al., 2010). De acordo com os critérios de Gupta
e colaboradores (2014), considera-se infeccdo provada quando se obtém isolados
de Fusarium a partir de amostras dermatologicas apdés dois isolamentos
consecutivos do agente no mesmo paciente, exame direto demonstrando estruturas
fungicas compativeis com o agente isolado e ainda auséncia de dermatdfitos na
cultura do espécime clinico. Portanto, avaliacdo cuidadosa para onicomicose e
remocdo do foco primario € obrigatéria em pacientes sabidamente
imunocomprometidos e ainda naqueles pacientes que podem tornar-se
potencialmente imunocomprometidos. Todo paciente deve ser avaliado
dermatologicamente antes de iniciar tratamento em unidades de atendimento
oncoldégico como medida preventiva para fusariose disseminada.

A investigacdo epidemiolégica ambiental demonstrou que medidas de
prevencao de infeccdo hospitalar devem ser adotadas nos centros de atendimento
oncologico a fim de proteger o paciente susceptivel contra a exposicdo a agentes
patogénicos. Além da inoculacao traumatica, a fusariose é adquirida pela inalagcéo
de conidios transportados por via aérea (RAAD et al., 2002). Apés a deteccdo dos
isolados ambientais de Fusarium spp. no Inca no periodo do surto foram adotadas
medidas de intervencao, limpeza e reforma, nas areas correspondentes onde 0s
pacientes estavam internados. Medidas eficazes de controle de infeccdo séo
necessarias, antes, durante e apés as atividades de demolicdo e construcdo em
servicos de saude (GEORGIADOU et al.,, 2014). Os possiveis reservatorios de
Fusarium que devem ser monitorados no ambiente hospitalar incluem agua da
torneira, sumidouros, caixas d’agua e outras areas umidas, tais como chuveiros, pias
e pisos, e ainda o ar do ambiente (ANAISSE et al.,, 2001 e 2002; SHORT et al.,
2011). Portanto, além do monitoramento do ar, a limpeza desses ambientes deve

ser realizada com rigor. Foi observado crescente numero de casos da doenca
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relacionado a surto no Inca no ano de 2014, indicando que medidas preventivas
eficazes de controle de infeccdo hospitalar, incluindo treinamento e reciclagem de
funcionarios envolvidos na assisténcia e limpeza, devem ser adotadas nos centros
de atendimento oncolégico, principalmente antes de reformas nas unidades
hospitalares. Deve ser realizado periodicamente monitoramento dos possiveis
reservatorios do patdégeno. Na suspeita de surto, para o controle da disseminacao do
microrganismo na unidade hospitalar deve-se proceder a investigacao
epidemiologica para que a fonte da infeccdo seja identificada. A correta
determinacao laboratorial do agente também é imprescindivel.

Pouca diferenca foi observada apds as analises micromorfolégicas entre 0s
isolados de FSSC e FOSC. Morfologicamente as espécies de FSSC e FOSC séao
parecidas microscopicamente, mas diferem macroscopicamente. O parametro mais
significativo para distingdo entre estas espécies € o tamanho do conidioforo. FSSC
apresenta conidioforo alongado, enquanto FOSC apresenta a estrutura encurtada. A
producdo de clamiddsporos nao foi significativa para classificacdo destas espécies.
Quanto as analises macromorfologicas, a coloracdo produzida em meio de cultivo
agar PDA é facilmente distinguida macroscopicamente. FSSC apresentou coloragao
de reverso creme, acastanhada ou amarelada; enquanto que FOSC apresentou
reverso com coloracdo rosa. Esta é uma diferenca significativa entre as espécies
prevalentes no estudo (GUARRO et al., 1992; GUARRO, 2013). Segundo Fischer e
colaboradores os meios de cultivo ricos em carboidratos, como o agar PDA,
produzem variagdes nas estruturas flngicas. Sendo assim, podemos sugerir que 0s
macroconidios, microconidios e a coloracdo do micélio fangico foram as principais
caracteristicas observadas para a identificacdo das espécies de Fusarium spp. neste
estudo. O macroconidio é a caracteristica morfolégica mais importante das espécies
de Fusarium. E importante que os conidios sejam bem definidos quanto ao tamanho
e forma para identificacdo morfolégica (LESLIE et al., 2006). O meio de cultivo CLA,
com substrato natural, minimiza esse problema. O SNA é um meio de cultivo pobre
em nutrientes, o que evita a degeneracao das culturas, comum em meios sintéticos.
E um meio de cultivo utilizado para rapida formacéo e avaliacido de clamiddsporos
em relacdo ao CLA (LESLIE et al., 2006). O agar PDA é um meio de cultivo rico em
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carboidratos o que possibilita avaliacdo macroscépica das caracteristicas
secundarias para classificacdo morfologica. A taxa de crescimento (mm) a 30°C em
agar PDA apos 3 dias de incubacéo descrita por Burgess e colaboradores (1994) foi:
F. oxysporum 25 - 40 mm, F. solani 26 - 36 mm, F. incarnatum equiseti 28 - 44 mm.
FIESC pbde ser identificado em CLA pela micromorfologia de seus macroconidios
em “forma de agulha” e auséncia de microconidios com produg¢dao de mesoconidios,
associado a coloracdo salméo produzida no agar PDA. FFSC foi identificado pela
auséncia de producdo de macroconidios e numerosos microconidios com formas
ovais e fusiformes, associada a coloracgéo lilas caracteristica produzida em PDA. Foi
observado que todas as espécies identificadas no estudo esporularam no meio de
cultivo agar CLA com producdo uniforme de macroconidios e microconidios

suficientes para caracteriza-las.

ApOs analise genotipica, podemos afirmar que houve boa correlacdo entre os
resultados das identificacdes morfolégica e molecular dos isolados em nivel de
complexo de espécies. Com a finalidade de obter uma identificacdo mais acurada
dos isolados clinicos métodos moleculares devem ser usados para a identificacdo
das espécies de Fusarium.

Apés analise dos resultados, podemos afirmar que ndo houve diferenca nos
resultados apresentados entre a regido ITS e o gene ef-la neste estudo. Ambos
identificaram os isolados de Fusarium em complexos de espécies. As sequéncias
analisadas obtiveram identificacbes que variaram entre 98 % e 100 % de
similaridade quando comparadas com as sequéncias disponiveis no banco de dados
GenBank. Varios estudos tém demonstrado que a identificacdo baseada no
sequenciamento da regido ITS (ITS1, 5.8S rRNA, e ITS2) pode ser empregada para
identificagdo de espécies em nivel de complexo para Fusarium. Existe um consenso
a respeito da utilizacdo da regido ITS para sequenciamento como 0 passo inicial na
identificacéo filogenética (BALAJEE et al., 2009). Em estudo retrospectivo realizado
no Canada, as espécies de Fusarium foram identificadas pela técnica de PCR
através da regido ITS e do gene ef-la. Foram identificados FOSC e FSSC,
respectivamente (SCHWARTZ et al., 2013). Porém ha relatos a respeito que

afrmam que o sequenciamento da regido ITS apresenta baixa filogenia para
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identificacdo de espécies de Fusarium devido a presenca de alelos divergentes
nesta regido para espécies cripticas (GUARRO, 2013). Assim, ndo foi possivel
classificar as espécies dentro dos complexos identificados em razéo da regido ITS
ndo permitir a distingdo entre espécies semelhantes. Apesar de a regido ITS ser
conhecida como um “marcador molecular universal' por ser uma regido conservada,
que esta presente no genoma da maioria dos fungos e poder ser amplificada de
forma confiavel, com grande ndmero de sequéncias disponiveis no GenBank (http:
/lIwww.ncbi .nlm.nih.gov), o que permite uma comparacao direta da sequéncia de um
isolado desconhecido, existem algumas desvantagens no seu uso, que incluem a
incapacidade de distinguir espécies estreitamente relacionadas e ainda problemas
de confiabilidade das sequéncias depositadas nas bases de dados de referéncia
(BALAJEE et al, 2009). Um recente estudo de revisdo sobre identificagéo
laboratorial afirmou que o diagndstico genotipico por amplificacdo e sequenciamento
do gene ef-la apresenta melhor poder discriminatério para a identificacdo das
espécies de Fusarium (VAN DIEPENINGEM et al.,, 2015a, 2015b). Dentro dos
complexos, as espécies podem ser distinguidas pela técnica de MLST — Multilocus
sequence typing.(O’'DONNELL et al., 2010). MLST €& o melhor método para
identificacdo das espécies a partir da cultura de material biolégico de um paciente
(TORTORANO et al, 2014a). Para a identificacdo molecular de Fusarium
recomenda-se as regides ef-7a — fator de alongamento da tradugéo 1a, RPB1 — a
maior subunidade de RNA polimerase e RPB2 — a segunda maior subunidade de
RNA polimerase. As sequéncias podem ser construidas baseadas nestas regifes
que estao disponiveis nas bases de dados FUSARIUM-ID
(http://isolate.fusariumdb.org/guide.php) e CBS - KNAW
(http://www.cbs.knaw.nl/fusarium/) e podem ser utilizadas para identificagcdo dos
isolados clinicos (GUARRO, 2013; SCHEEL et al., 2013). Muitos laboratérios de

diagnostico micolégico dependem da identificacdo morfolégica (fenotipica), mas as

técnicas de biologia molecular demonstram melhor poder discriminatério para a
identificacdo dos membros dos complexos de espécies envolvidas em infeccbes
humanas (VAN DIEPENINGEM et al., 2015a, 2015b).


http://isolate.fusariumdb.org/guide.php
http://www.cbs.knaw.nl/fusarium/
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Uma tecnologia promissora na identificacdo e classificacdo de patdgenos
emergentes oportunistas, incluindo Fusarium, é a espectrometria de massa, MALDI-
TOF - Matrix Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight, com base no seu
espectro de proteinas do microrganismo analisado. Diferentes empresas comerciais
fornecem sistemas de MALDI-TOF MS: Sistemas como VITEK (bioMérieux, Marcy
I'Etoile, Franca) e Biotyper (BrukerDaltronicsinc, Billerica, MA) com softwares
préprios para analise e banco de dados. Apesar dos bancos de dados estarem mais
avancados para bactérias e leveduras, os estudos sdo promissores para os fungos
filamentosos, especialmente para a identificacdo especifica de Fusarium, com taxas
de identificacdo em nivel de espécie variando de 82 - 99% (MARINACH-PATRICE et
al., 2009; TRIEST et al.,2015).

Os resultados expressos pela média geométrica do teste de susceptibilidade
no periodo estudado sugerem que, entre os isolados clinicos, as espécies
identificadas, FOSC e FSSC, ndo foram susceptiveis aos farmacos testados:
anfotericina B, voriconazol e posaconazol. Para os isolados clinicos, as menores
CIMs foram detectadas para a anfotericina B, com MG de 3,1 pg/ml para FOSC e 4
pug/ml para FSSC. Anfotericina B é o antifngico que apresenta as menores CIMs
(AZOR et al., 2009a; TORTORANO et al., 2008; ALASTRUEY-IZQUIERDO et al.,
2008, AZOR et al., 2007). Posaconazol ndo demonstrou inibigdo do crescimento
para as duas espécies identificadas com MG 16 pug/ml. Enquanto voriconazol
demonstrou valores mais elevados de CIM para FOSC, com MG 10,7 pg/ml, quando
comparado a FSSC, MG 8 pg/ml. Nao foram observadas diferencas significativas
entre as meédias geométricas encontradas para anfotericina B, voriconazol e
posaconazol para as duas espécies identificadas nos isolados clinicos. Os
resultados apresentados sdo contrarios ao que foi relatado por Horn e colaboradores
(2014), onde o autor afirmou que posaconazol e voriconazol foram as drogas mais
frequentemente utilizadas associadas a melhor sobrevida em pacientes com
fusariose. Entre os isolados ambientais néo foi realizado a MG devido haver apenas
um isolado para FOSC e FIESC. Para FOSC, as CIMs encontradas para anfotericina
B, voriconazol e posaconazol, foram 2 pug/ml, 16 pg/ml e 16 pug/ml, respectivamente.

Valores semelhantes foram encontrados para a mesma espécie identificada entre os
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espécimes clinicos. Para FIESC, as CIMs encontradas para anfotericina B,
voriconazol e posaconazol, foram 1 pug/ml, 16 ug/ml e 16 pg/ml, respectivamente, o
gue sugere que essa espécie é sensivel a anfotericina B.

Para FSSC, as CIMs encontradas para anfotericina B, voriconazol e
posaconazol, foram 2 - 4 ug/ml, 16 pg/ml e 16 pg/ml, respectivamente. O atual
estudo demonstra que apesar de serem drogas de escolha da terapia de infec¢des
localizadas e disseminadas, algumas cepas de Fusarium apresentam elevada
resisténcia intrinseca a estes farmacos. O resultado encontrado nos isolados clinicos
€ compativel com as andlises publicadas na revisdo de Guarro (2013), onde o autor
demonstra que os pontos de corte ndo estdo bem definidos para o agente e que no
geral todas as drogas apresentam baixa atividade in vitro para 0 microrganismo.
Foram analisados 28 isolados de FOSC que juntos apresentaram valores de CIM
para anfotericina B, voriconazol e posaconazol de 2,32 pg/ml, 6,09 ug/ml e 28,98
Hg/ml, respectivamente; e ainda 27 isolados de FSSC que apresentaram valores de
CIM para anfotericina B, voriconazol e posaconazol de 2,39 pg/ml, 9,82 ug/ml e >16
pug/ml, respectivamente. Embora ndo tenham sido avaliados neste estudo, os
antifingicos da classe das equinocandinas, caspofungina e micafungina, também
tém sido recomendados nos guias terapéuticos para tratamento de infec¢des por
Fusarium (TORTORANO et al., 2014b; VAN DIEPENINGEN et al., 2015a). Portanto,
a avaliacao destes farmacos torna-se necessaria em andlises futuras. A terbinafina
também nao foi testada neste estudo, porém a avaliacdo da susceptibilidade deste
farmaco € importante por ser utilizada no tratamento de onicomicoses. Esta é uma
importante porta de entrada do microrganismo para infeccbes secundarias.
Resultados para este farmaco demonstram que ele é o antifingico mais efetivo para
0 género, com média geométrica de CIM 0,60 pg/ml para diferentes espécies. Uma
excecdo a regra € FIESC, com MG 10,08 pg/ml para terbinafina (AZOR et al.,
2009b). Foi publicado recentemente um caso incomum de paciente com fusariose
secundaria a lesdao de pele, e posterior endoftalmite, por FSSC. O caso obteve
sucesso terapéutico com a administracdo hospitalar de anfotericina B, seguida de
voriconazol no tratamento ambulatorial, sem remissdo durante acompanhamento por

8 meses (OCAMPO-GARZA et al., 2015). Existe pouca informacdo sobre a eficacia
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de terapia combinada de antifingicos no tratamento da fusariose. A associacao
entre anfotericina B e voriconazol € a mais relatada na pratica clinica. Guarro (2013)
afrma que esta combinacdo apresenta baixa eficacia, enquanto Nucci e
colaboradores (2014) afirmam que o antifingico voriconazol apresenta boa resposta
como tratamento de primeira linha, e que esta droga deveria ser adicionada a
formulagbes lipidicas de anfotericina B como op¢do no tratamento primério da
fusariose.

A técnica de microdiluicdo utilizada neste estudo apresentou boa
reprodutibilidade para avaliacdo in vitro dos testes de susceptibilidade aos
antifngicos, porém este é um método muito trabalhoso. Por ser operador
dependente, exige além de mao de obra, habilidade técnica para realizacdo e
interpretacdo dos resultados. Métodos comerciais vém sendo utilizados para
leveduras a fim de minimizar este problema e podem representar uma alternativa
para avaliacdo da susceptibilidade antifingica de Fusarium spp. Dentre eles, tiras
contendo diferentes gradientes de concentracdo de antifUngicos, como Etest®
(bioMérieux AS, Marcy-I'Etoile, France) tem se mostrado uma alternativa ao teste de
microdiluicdo. Estudos comparativos entre as técnicas de Etest e microdiluicdo tém
sido publicados. Estudo multicéntrico realizado por Tortorano e colaboradores
(2014a) pelo European Confederation of Medical Mycology (ECMM) demonstrou
100% e 96% de concordancia, entre as técnicas de Etest e microdiluicdo, para
voriconazol e anfotericina B, respectivamente, para isolados de Fusarium spp.
Martos e colaboradores (2010) publicaram o primeiro estudo comparativo entre as
duas técnicas para equinocandinas, onde demonstraram resultados equivalentes
para caspofungina, micafungina e anidulafungina, com MG de 8 pg/ml para cada
droga. Assim, puderam concluir que o método de Etest € capaz de detectar a
resisténcia intrinseca do agente a estas drogas. Porém, € essencial que haja
padronizacdo para a execucdo da técnica. Em estudo recente durante surto de
endoftalmite pds-operatéria por FOSC, nove isolados tiveram suas CIMs
determinadas frente as drogas antifungicas através da técnica de Etest. Os

resultados foram similares entre as drogas sugerindo resisténcia: Anfotericina B CIM
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> 4 pug/ml, posaconazol CIM > 4 pug/ml, voriconazol CIM 1,5 — 3,0 pg/mi,
anidulafungina e micafungina CIM > 8 ug/ml (BUCHTA et al., 2015).

Apesar de haver controvérsias, os resultados obtidos neste estudo sugerem
que a identificacdo das espécies € mais importante nos estudos epidemiologicos, do
que para a escolha da terapia adequada ao tratamento. Devido a resisténcia
universal do género Fusarium a determinacao da CIM é de pobre valor, visto que a
maioria dos isolados identificados para FOSC e FSSC foram resistentes a
praticamente todos os antifingicos testados.

Devido as infeccbes por Fusarium apresentarem mortalidade elevada é
necessario melhor entendimento sobre a epidemiologia do agente no Inca por
analise de maior amostragem de isolados. Desta forma, sera possivel analisar as
espécies clinicas e ambientais mais frequentes, e ainda identificar as possiveis
fontes ambientais do microrganismo a fim de prevenir a ocorréncia de novos casos

de fusariose futuramente.
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7 CONCLUSAO

Os isolados clinicos identificados no Inca no periodo de janeiro a setembro de
2014 foram FOSC e FSSC. Entre os isolados ambientais foram identificados FSSC,
FOSC e FIESC. Nosso estudo indica que ocorrem diferencas regionais na

epidemiologia das espécies de Fusarium.

Podemos afirmar que FOSC foi o agente predominante de fusariose no Inca
em 2014, sendo este complexo responséavel pelo surto no periodo estudado. A fonte
de infeccédo foi localizada na sala de manutencéo de cateter do Inca. O levantamento
epidemioldgico dos pacientes com fusariose identificou que todos os pacientes
utilizaram cateter venoso de longa duracao. Os fatores de risco para a fusariose na
populacdo estudada incluem presenca de cateter venoso, quimioterapia, doenca de
base hematoldgica, uso de corticoides e pacientes pediatricos.

Foi demonstrado neste estudo que FOSC, FSSC, FFSC e FIESC podem ser
identificados por analise morfologica detalhada. Isto é extremamente valido para os
laboratérios que nado dispdem de facilidade no diagndstico molecular. Os meios de
cultivo CLA — carnation leaf-piece agar medium e PDA — potato dextrose agar
demonstraram melhor rendimento. Para a identificacdo fenotipica dos demais

complexos de espécies do género Fusarium € necessario analisar maior

amostragem de isolados.

A identificacdo fenotipica dos complexos de espécies foi confirmada pela
técnica de sequenciamento. Para a identificacdo interespecifica dos isolados, é

necessario realizar a técnica molecular de MLST.

N&o houve diferenca significativa nos padrdes de susceptibilidade in vitro
entre os complexos de espécies, assim como entre as amostras clinicas e
ambientais. Entre os farmacos testados, o antifUngico anfotericina B demonstrou

melhor eficacia in vitro em relagéo aos farmacos voriconazol e posaconazol.
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APENDICE A - Ficha de investigacdo de infeccdo por Fusarium

SppP.

N° FICHA:
PREENCHIDO POR:
N° CEPA:
ESPECIE:

1- IDENTIFICACAO

SERVICO AO QUAL O PACIENTE
PERTENCE:

DT ATENDIMENTO: / /

2- DADOS DEMOGRAFICOS
DT NASC: / / IDADE:
GENERO: M ( ) F( )
NIVEL EDUCACIONAL: 1 GRAU ( ) 2 GRAU ( )3GRAU ( )
PROFISSAO:

3- DADOS CLINICOS SOBRE A DOENCA DE BASE
DOENCA DE BASE:
STATUS DA DOENCA DE BASE
( ) EM REGRESSAO
( ) EM PROGRESSAO
( ) ESTAVEL
( ) SEM DEFINICAO

4 - QUIMIOTERAPIA
( )SIM ( )NAO

5- TRANSPLANTE DE MEDULA OSSEA
( )SIM ( )NAO
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TIPO DE TRANSPLANTE:
DT DO TRANSPLANTE: / /

6- PRESENCA DE DISPOSITIVOS VASCULARES ANTES DO
DIAGNOSTICO:
( )SIM ( )NAO

7- NEUTROPENIA NO MOMENTO DO DIAGNOSTICO
( )SIM ( )NAO
DATA DO INICIO: / /
N° DE NEUTROFILOS NA DATA DA FUSARIOSE:

8- GALACTOMANA: NO MINIMO DUAS AMOSTRAS > 0,5 NO MOMENTO
DO DIAGNOSTICO

( )SIM ( )NAO

DATA DO INICIO: / /

VALOR DE GALACTOMANANA NA DATA DA FUSARIOSE:

9- PRESENCA DE COLONIZAGCAO/INFECCAO POR Fusarium spp
PREVIAMENTE A INFECCAO ATUAL
( )SIM ( )NAO
DT DA COLONIZACAO/INFECCAO: / /
TIPO DE COLONIZACAO/INFECCAO:
FEZ TRATAMENTO: ( ) SIM ( ) NAO

10- DADOS CLINICOS DA INFECCAO ATUAL
DATA DO INIiCIO DOS SINTOMAS: / /
TIPO DE INFECCAO/ COLONIZACAO:

() APENAS COLONIZACAO

() EXCLUSIVAMENTE SANGUINEO
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() SANGUINEO COM FOCO SECUNDARIO DETECTADO APOS
ICS*

() SANGUINEO COM FOCO SECUNDARIO DETECTADO ANTES
DA ICS*

*ICS = infec¢éo de corrente sanguinea

11- EM PRESENCA DE FOCO SECUNDARIO, QUAL O FOCO?
) PELE

) ORGAO PROFUNDO:
) ENDOFTALMITE

) UNHA
) OUTRO:

N AN AN N /N

12- LOCALIZACAO DO PACIENTE NO MOMENTO DO INIiCIO DOS
SINTOMAS
( )EMCASA
() INTERNADO

13- USO DE CORTOCOIDES NOS 30 DIAS ANTERIORES A INFECCAO:
( )SIM
( )NAO

14- DESFECHO:

( )ALTA

( )OBITO

DATA DO DESFECHO: / /




APENDICE B - Ficha de identificac&o fenotipica de Fusarium spp

N° CEPA:

ESPECIE:

1- PDA - AVALIACAO DA COLORACAO
ANVERSO:
REVERSO:
TAXA DE CRESCIMENTO A 30°C EM mm:

2- CLA - AVALIACAO DE MACROCONIDIOS
( ) PRESENTE
( ) AUSENTE
QUANTO AO N° DE SEPTOS:
QUANTO AO TAMANHO:
() LONGO/ ALONGADO
( ) CURTO/ ENCURTADO
QUANTO A CURVATURA:
( ) EM LINHA RETA/ FORMA DE AGULHA
( ) CURVATURA DORSOVENTRAL TOTAL
( ) CURVATURA DORSOVENTRAL PARCIAL
( ) LADO DORSAL MAIS CURVO QUE O LADO VENTRAL
QUANTO A FORMA DA CELULA APICAL:
( ) EMBOTADA
( ) PAPILAR
( ) CURVA/ GANCHO
( ) CONICA
QUANTO A FORMA DA CELULA BASAL:
( ) FORMA DE PE
( ) PE ALONGADO
( ) ENTALHADA




() MAL ENTALHADA

AVALIACAO DE MICROCONIDIOS
( ) PRESENTE

( ) AUSENTE

QUANTO AO N° DE SEPTOS:

QUANTO AO TAMANHO:

QUANTO A FORMA:

) OVAL

) RENIFORME

) QUASE OVOIDE COM BASE TRUNCADA
) PIRIFORME

) NAPIFORME (FORMA DE NABO)

) GLOBOSO

) FUSIFORME

) FORMA DE CIGARRO

QUANTO A CELULA CONIDIOGENICA:

() MONOFIALIDES

( ) POLIFIALIDES

( ) LONGA

( ) CURTA

QUANTO A DISPOSICAO DAS CADEIAS:
( ) SOLITARIOS

( ) EM CADEIAS CURTAS

( ) EM CADEIAS LONGAS

( ) EM FALSAS CABECAS

AN AN AN AN AN N N/

3- SNA - AVALIACAO DE CLAMIDOSPOROS
( ) PRESENTE
( ) AUSENTE
QUANTO A DISPOSICAO:



( )ISOLADOS

() AOS PARES

( ) AGRUPADOS

( ) EM CADEIAS
QUANTO A PAREDE:
( ) LISA

( ) RUGOSA

4- OUTRAS CARACTERISTICAS:
() HIFAS CIRCINADAS (ENROLADAS)
( ) MESOCONIDIO
CARACTERISTICAS

() ODOR DA COLONIA (MICOTOXINAS)
DESCRICAO DO ODOR

5- COMENTARIOS
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APENDICE C - Caracteristicas de 17 pacientes com fusariose no

periodo de janeiro - setembro de 2014 no Inca-RJ?

Dados demograficos e clinicos n =17 (%)
Idade - Mediana (variacéo) 11 (4-50)

Masculino 10 (58,8)

Feminino 7(41,2)
Doenca de base

Hematol6gica 12 (70,6)

N&ao hematoldgica 5(29,4)
Neutropenia < 500 céls/ mm3

Presente 9(52,9)

Ausente 8 (47,1)
Galactomana > 0,5 ng/mL

Ausente 12 (70,6%)

N&o avaliado 5 (29,4%)
Transplante de medula éssea

Presente 7(41,2)

Ausente 10 (58,8)
Quimioterapia

Presente 15 (88,2)

Ausente 2(11,8)
Uso de corticoides

Presente 11 (65%)

Ausente 6 (35%)
Cateter de Longa Duracao

Presente 17/(100)
Colonizacao/ infeccao prévia por Fusarium spp.

Ausente 17/(100)
Antiflingico prévio?

Voriconazol 1/(5,9)
Localizacéo do paciente

Cemo?® pediatria 2/(11,8)

Cemo adulto 5/(29,4)

Oncopediatria 4/(23,5)
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Hematopediatria 4/(23,5)

Hematologia adulto 2/(11,8)
Coinfecgao por outros fungos*

Presente 2(11,8)
Obito 30 dias ap6s a infecgéo

Presente 4 (24%)

Ausente 13 (76%)
Complexo de espécie identificada®

FOSC 15 (88,2)

FSSC 2(11,8)
Amostras clinicas® n =33 (%)

Hemocultura 26 (78,8)

Ponta de cateter 6 (18,2)

Urina 1(3)

linca-RJ, Instituto Nacional do Cancer, Rio de Janeiro; 2considerado antiflingico prévio o uso de anfotericina B,
voriconazol e/ou posaconazol; 3Cemo, Centro de Transplantes de Medula Ossea; “Coinfeccdo por Aspergillus
spp. e Sporothrix brasiliensis; > FOSC, complexo de espécies Fusarium oxysporum; FSSC, Complexo de
espécies Fusarium solani; ®Alguns pacientes apresentaram amostras clinicas diferentes.



