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_Algoritmo para o diagndstico laboratorial das infecdes fungicas profundas

Algorithm for the diagnosis of deep fungal infections
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_Resumo

Amostras de tecidos de doentes com suspeita de infegdes fingicas pro-
fundas ou subcutaneas foram analisadas no Laboratério Nacional de Re-
feréncia de Infegdes Parasitarias e Fungicas do INSA, de acordo com um
algoritmo de diagnostico desenvolvido que apresenta uma abordagem
polifasica, que tem por objetivo permitir um diagndstico laboratorial mais
rapido das infecdes fungicas profundas. Quarenta e seis amostras de
tecido de 39 doentes com suspeita de infecdes fungicas profundas ou
subcutaneas foram analisadas durante um periodo de 26 meses (janeiro
de 2015-fevereiro de 2017) pelo laboratério do INSA, usando uma abor-
dagem laboratorial que incluiu cultura, PCR panflngica e PCR dirigida
a Aspergillus. Do total de amostras estudadas, 23 foram positivas para
fungos (PCR, cultura e/ou histologia). Das 46 amostras, 16 apresentaram
resultados positivos para DNA fungico. Em 12 amostras foi detetado um
sinal positivo por PCR panflingica e em 6 por PCR dirigida a Aspergillus
(em 2 das amostras ocorreu detegéo pelas duas metodologias). Em 61%
(22/36) das amostras estudadas, houve concordancia entre os métodos
moleculares e culturais. Os agentes etiologicos identificados foram Can-
dida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, Trichosporon montevideense,
Alternaria spp., Exophiala sp., Trichoderma sp., Histoplasma spp., Asper-
gillus fumigatus, Trichophyton rubrum e Paracoccidioides brasiliensis. Os
resultados obtidos mostraram que a abordagem polifasica proposta pare-
ce ser uma boa estratégia na detegao de fungos em amostras de tecidos,
permitindo eventualmente um melhor prognéstico. Em estudos posteriores,
pretende-se estudar um maior nimero de amostras clinicas e implementar
mais metodologias moleculares que permitam a detecéo dirigida a determi-
nados géneros fungicos.

_Abstract

Tissue specimens from patients with suspicion of having deep or subcuta-
neous fungal infections were analyzed at the National Reference Labora-
tory for Parasitic and Fungal Infections of INSA, according to a developed
diagnostic algorithm comprising a polyphasic approach. This algorithm
might allow a faster laboratory diagnosis of deep fungal infections. Forty-

six tissue samples from 39 patients suspected of having deep or subcuta-
neous fungal infections were analyzed during a 26-month period (January
2015-February 2017) by the laboratory of INSA, using a laboratory approa-
ch that includes culture, panfungal PCR and Aspergillus-directed PCR.
From the total samples studied, 23 were positive for fungi (PCR, culture
and/or histology). From the 46 samples, 16 showed positive results for
fungal DNA. In 12 samples a positive signal was detected by panfungal
PCR and in 6 by Aspergillus-directed PCR (in 2 samples, there was positi-
ve detection using both methods). In 61% (22/36) of the samples studied,

there was concordance between molecular and cultural methods. The
etiological agents identified were Candida albicans, C. glabrata, C. tropi-
calis, Trichosporon montevideense, Alternaria spp., Exophiala sp., Tricho-
derma sp., Histoplasma spp., Aspergillus fumigatus, Trichophyton rubrum
and Paracoccidioides brasiliensis. The results showed that the proposed
polyphasic approach seems to be a good strategy for the detection of
fungi in tissue samples, possibly allowing a better prognosis. In subse-
quent studies, it is intended to study a higher number of clinical samples
and to establish more directed PCRs, allowing the detection of specific
fungal genera.

_Introdugéo

As infegdes fungicas invasivas estdo a aumentar em todo o
mundo. Esta tendéncia parece dever-se ao aumento do niimero
de pessoas imunocomprometidas e/ou sujeitas a procedimen-
tos invasivos. Acresce-se que estas infecdes sédo dificeis de
diagnosticar e tratar, representando um desafio para o labora-
torio e para os clinicos (1).

De acordo com as definicdes do EORTC/MSG (European Or-
ganization for Research and Treatment of Cancer/Invasive
Fungal Infections Cooperative Group and the National Institute
of Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group (2),
uma infec&o fungica invasiva comprovada é definida pela ob-
servacao de estruturas fungicas ou cultura positiva de uma
amostra bioldgica colhida de local habitualmente estéril, para-
lelemente a um quadro clinico compativel de infegdo. No en-
tanto, o procedimento necessario para a execugao do exame
histopatologico requer experiéncia técnico-cientifica do exe-
cutante e, por vezes, as culturas permanecem negativas apos
varias semanas de incubacao, o que representa uma grande
desvantagem quando se pretende um diagnostico precoce.
De facto, exame histoldgico e cultura negativos ndo permitem
a classificagdo de uma infecao invasiva como comprovada,
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e na maioria dos casos, essas infecdes sao classificadas como
possiveis ou provaveis. Contudo, a classificagdo de uma infe-
¢do fungica invasiva é sempre baseada em fatores do hospe-
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panfungica e PCR dirigida a Aspergillus), através da andlise
descritiva dos resultados moleculares e do exame micoldgi-
co cultural obtidos nas amostras analisadas.

deiro, critérios clinicos e micolégicos (2).
_Material e métodos

_Objetivos No perfodo entre janeiro de 2015 e fevereiro de 2017 foram ana-

Com a finalidade de contribuir para uma futura discussao e lisadas no Laboratério Nacional de Referéncia de Infecdes Pa-

padronizacéo do diagnéstico laboratorial das infecées fin- rasitarias e Fungicas do INSA, amostras de tecido, colhido de

gicas profundas, este estudo apresenta a experiéncia do La- local habitualmente estéril, de doentes com suspeita clinica de

boratério Nacional de Referéncia de Infecdes Parasitarias infecédo flngica profunda ou subcutanea. A populagéo de doen-

e Fungicas do Instituto Nacional de Satde Doutor Ricardo tes nao foi selecionada em relacao a qualquer fator ou grupo de

Jorge (INSA) no diagnéstico de infecdes flngicas invasivas e risco. Amostras de tecido fresco sao consideradas como amos-

subcutaneas, utilizando para o efeito uma abordagem labo- tras na primeira linha de escolha para o diagnostico de infecdes

ratorial polifasica que inclui metodologias culturais e mole- fungicas profundas, face as amostras de tecido parafinadas.
culares no tecido, sugerindo-se ainda a inclusao da dete¢ao O diagndstico laboratorial das infecdes fungicas invasivas e

de biomarcadores em simultaneo. subcutaneas (IFls) seguiu o algoritmo indicado na figura 1.

Especificamente, o presente trabalho teve como objetivo es- O exame cultural foi efectuado de acordo com 0s procedi-

tudar as metodologias de amplificag@do do DNA fungico (PCR mentos estabelecidos pelo Clinical and Laboratory Standards

Figura 1: [ Algoritmo para o diagndstico laboratorial das infe¢des flingicas profundas.
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Institute (CLSI) (). Um primeiro relatorio laboratorial foi emiti-
do ap6s 30 dias de incubagao e um relatério final ao fim de 60
dias. Nas culturas em que se obteve isolados fungicos, foi rea-
lizada a sua identificagdo através da observacédo das suas ca-
racteristicas macrocroscépicas (caracteristicas da colénia) e do
exame microscopico com coloragéo azul de lactofenol, utilizan-
do para tal um atlas laboratorial de identificagéo fingica ().

Apds extracdo de DNA, foi realizada PCR panfungica a todas
as amostras. Para tal, utilizaram-se os primers universais ITS1
e ITS2 (5). A identificagdo molecular dos fungos obtidos por
cultura foi realizada utilizando a mesma metodologia de extra-
cao de DNA e usando os primers universais ITS1 e ITS4 (6).

No caso de suspeita de infecao por Aspergillus, foi realizado
uma PCR usando AsperGenius® multiplex real-time PCR
assay de acordo com as instrugdes do fabricante.

_Resultados

Foram analisadas 46 amostras de tecidos durante o periodo
em estudo. Estas amostras foram obtidas de 39 pacientes (27
homens e 12 mulheres) com idades entre 1 e 85 anos. Os te-
cidos analisados foram colhidos por bidpsia de: pele (n=17),
figado (n=6), ganglios (n=4), intestino (n=2), osso (n=2), nariz
(n=8), cérebro (n=2), olho (n=1), labio (n=1), pulmao (n=2), me-
diastino (n=1), palato (n=1), amigdala (n=1), estémago (n=1),
rim (n=1) e regiao sinovial do punho (n=1). Das 46 amostras,
23 foram positivas para fungos (cultura, PCR e/ou histologia).
Doze (26,1%) das 46 amostras de tecido tinham informacéo
sobre o exame histoldgico, das quais 10 foram positivas para
elementos fungicos. Nas restantes 34 amostras (73,9%), o
exame histologico ndo foi realizado ou o resultado nao foi re-
gistado no inquérito que acompanhou as amostras.

Em relacdo a detegdo de DNA fungico, 16 (34,8%) amostras
foram positivas. Destas, 12 foram detetadas por PCR panfun-
gica e 6 casos por PCR dirigida a Aspergillus (em 2 casos,
ambos os testes foram realizados). Em todas as amostras po-
sitivas para PCR panflungica foi possivel identificar os agen-
tes etioldgicos por sequenciacdo. Foram identificados fungos
filamentosos em 10 amostras (7 Aspergillus fumigatus,
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1 Alternaria infectoria, 1 Alternaria alternata, 1 Tricho-
phyton rubrum); fungos dimérficos em 2 amostras (1
Histoplasma duboisii e 1 Paracoccidioides brasiliensis) e le-
veduras em 4 amostras (1 Candida albicans e 3 C. tropicalis).

A cultura foi realizada em 36 (78,3%) amostras (tabela 1).
Destas 36 amostras, 29 (80,5%) culturas permaneceram
negativas apds o periodo de incubacdo de 60 dias
recomendado (tabela 1). No que respeita as culturas positivas,
em 2 delas obtiveram-se apenas leveduras (Candida spp. e
Trichosporon montevideense) e 3 foram positivas apenas para
fungos filamentosos (2 para Alternaria spp. e 1 para Exophiala
sp.). Foram obtidas culturas mistas em duas amostras: C.
albicans e Histoplasma sp. (tecido do célon) e C. albicans e
Trichoderma sp. (tecido do nariz).

Tabela 1: £ Resultados do exame cultural e PCR obtidos na
detecdo de fungos em amostras de tecido.
PCR positiva PCR negativa Total
Cultura positiva 4 3 7
Cultura negativa 11 18 29
Cultura néo realizada 1 9 10
Total 16 30 46

_Discussao e concluséo

Ao comparar 0s resultados positivos obtidos por métodos
culturais e/ou moleculares (n=19), a PCR mostrou maior
numero de casos positivos (n=16). A concordancia dos re-
sultados obtidos pelos métodos moleculares e culturais foi
de 61% (22/36).

Em 3 amostras, obteve-se resultado negativo de PCR e cul-
tura positiva. Esta situagdo pode dever-se a uma extragao
ineficiente de DNA. Em 11 amostras, a PCR foi positiva e a
cultura negativa, o que pode dever-se a profilaxia antifungi-
ca administrada ao doente aquando da colheita da amostra,
ou eventual contaminacdo ambiental, apesar de se assegu-
rar as condigdes de assépsia durante o processamento das
amostras.
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Com o algoritmo apresentado na figura 1 sugere-se que,
sempre que possivel, se proceda a colheita de amostras
de tecido em duplicado para cultura e PCR. Aconselha-se
ainda, caso se justifique, a detegao de biomarcadores fun-
gicos. Caso também seja efetuada histologia, é de extrema
importancia notificar ao laboratério de referéncia o resulta-
do da mesma, uma vez que ira permitir melhor interpretar os
resultados laboratoriais obtidos. Pelo mesmo motivo, é im-
portante referir profilaxia ou terapéutica antifungica admi-
nistrada a data da colheita da amostra bioldgica.

Os resultados obtidos mostraram que a abordagem polifasi-
ca (figura 1) parece ser uma boa estratégia na detegao de
fungos em amostras de tecidos. Além disso, a utilizagao de
uma PCR em tempo real para Aspergillus e Mucorales refor-
ca esta estratégia, caso ja exista suspeita de infecao por
estes mesmos agentes, uma vez que por serem PCR dirigi-
das a agentes especificos, conseguir-se-a obter um resulta-
do positivo de forma mais célere. Devido as recomendacoes
internacionais para realizar testes de suscetibilidade aos
antifingicos em infegées fungicas invasivas (7), o algoritmo
aqui sugerido para a detecao de infegdes fungicas profun-
das inclui uma segunda etapa em que se aconselha a deter-
minagao da suscetibilidade dos agentes etioldgicos.

Numa época em que se prevé um aumento da prevaléncia
das infecOes fungicas invasivas, verifica-se uma evolugao no
seu diagnostico laboratorial, com um maior nimero de meto-
dologias moleculares disponiveis. Apesar da detecao de DNA
fungico ainda nao fazer parte dos critérios de diagnostico
laboratorial da EORTC por falta de padronizacdo dos méto-
dos moleculares, é j& evidente a importancia destes métodos
como meios complementares ao diagnostico clinico.
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