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Resumo

Os fungos sdo um grupo de microrganismos diversificado com uma grande ubiquidade
na natureza, podendo ser encontrados no solo, no ar e na agua. Alguns destes
microrganismos sao considerados como verdadeiros agentes patogénicos para humanos
e, embora na grande maioria sejam inofensivos para individuos saudéaveis, tornam-se
patogénicos para individuos com fragilidade imunoldgica. A infegdo por estes agentes
em ambiente hospitalar tem sido relatada neste Gltimos anos como a principal causa de
morte nos pacientes internados com debilidade imunologica. Neste estudo foi feita a
avaliagdo da presenca de fungos no ambiente de algumas unidades mais criticas do
Hospital Agostinho Neto na cidade da Praia em Cabo Verde durante o més de Janeiro
de 2012, nomeadamente no Bloco Operatorio do hospital e nos servigos de
internamento Cirurgico e Queimadura, Neonatologia, Infeciologia, Oncologia e de
Hemodialise. No total foram recolhidas 34 amostras de diferentes locais, detectadas
393ufe/m’ no ar, 685ufc/m’ na 4gua e 2696ufc/m” nas superficies e isolados 104 fungos
morfologicamente diferentes, sendo sido obtidos 29 a partir do ar, 21 de amostras da
agua e 54 de superficies. A maior diversidade fingica foi encontrada nos servigos de
internamento Cirurgico ¢ Queimadura e de Neonatologia onde, em cada um, foram
detectados nove géneros diferentes de fungos no ambiente hospitalar. Observou-se
ainda uma forte presenga dos géneros Aspergillus, Penicillium e Cladosporium em
todos os locais estudados. Sabendo que a contaminagdo por estes agentes pode ser um
fator de risco para infecdo nosocomial em pacientes com sistema imunitario muito
debilitado, sugerimos no final do trabalho algumas linhas orientadoras para minimizar
os fatores de risco e propor trabalhos futuros para correlacionar esses fatores com casos
de ocorréncia de infecdes fungicas no Hospital Agostinho Neto na cidade da Praia,

Cabo Verde.

Palavras-chave: fungos; pacientes imunocomprometido; infecdo flngica; infeg¢do

nosocomial.



Abstract

Fungi are a diverse group of microorganisms with a large ubiquity in nature and can be
found in soil, air and water. Some of these microorganisms are considered as true
pathogens for humans and although the vast majority is harmless to healthy individuals,
they can become pathogenic to immunosuppressed patients. Infection by these agents in
hospitals has been reported in recent years as the leading cause of nosocomial infections
and death in hospitalized patients. This study aims to evaluate the presence of fungi in
the environment of some of the most critical units of Agostinho Neto Hospital in Praia,
Cape Verde during the month of January 2012. Were evaluated the services of Surgical
and Burns, Neonatology, Infectiology, Oncology and Hemodialysis. In a total of 34
samples were collected from different locations, 393ufc/m’ from the air, 685ufc/m’
from tap water and 2696ufc/m® from surfaces. Were isolated 104 morphologically
different colonies of fungi: 29 from the air 21 from water samples, and 54 from
surfaces. Fungal diversity was higher in inpatients services, like Surgical and Burns, and
Neonatology, were was detected nine different genera of fungi in the hospital
environment in each. There was also a strong presence of the genera Aspergillus,
Penicillium and Cladosporium in all locations studied. Knowing that contamination by
these agents may be a risk factor for nosocomial infection in patients with severely
impaired immune system, this work suggest, at the end, some guidelines to minimize
the risk factors and propose future works to correlate these factors with cases occurring

fungal infections at the Agostinho Neto Hospital in Praia, Cape Verde.

Keywords: fungi, immunocompromised patients, fungal infection, nosocomial infection.
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Capitulo I: Introducao







ENQUADRAMENTO TEORICO

1 - Caracteristicas gerais dos fungos

Os fungos sao um grupo de microrganismos diversificado com uma grande ubiquidade
na natureza, pertencentes ao reino Eumycota. Este reino encontra-se dividido em cinco
filos: Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota, Chytridiomycota, ¢ Glomeromycota
(Schiibler et al. 2001). A abordagem pratica da classificagdo subdivide os fungos em

varios grupos, tais como: fungos filamentosos, fungos leveduriformes e os cogumelos.

Estes microrganismos tém a capacidade de se adaptar e viver em todos os biotopos do
planeta, em presenca de condi¢cdes adequadas de humidade, temperatura e de um
substrato organico disponivel. As suas comunidades adaptaram-se para viver na maioria
dos ambientes do solo, assim como em vegetais Vivos ou nos seus restos em
decomposicdo e também em 4dgua doce e salgada, sendo mais abundantes nas regides

quentes e himidas, como nas zonas tropicais (Bdas & Ruiz 2004).

Atualmente os micologistas estimam que ja foram descritas cerca de 70.000 espécies
que correspondem a cerca de 5% de um total de 1,5 milhdes de espécies estimadas sobre
o planeta Terra (Hawksworth 2001). Esta grande discordancia deve-se ao facto de haver
um grande desconhecimento da sua ocorréncia nas areas tropicais e subtropicais, devido
a um insuficiente nimero de estudos micologicos (Alexopoulos et al. 1996). Segundo
Richardson & Warnock (2003), das espécies ja descritas, cerca de 500 estao associados
a doengas nos humanos e, de entre estas, mais de 100 espécies podem provocar infe¢des

em individuos saudaveis.

De acordo Guarro et al. (1999) ndo ha um conceito universal para definir as espécies
fungicas. Os fungos sdo organismos que apresentam uma estrutura celular do tipo
eucariotica cuja alimentacdo se processa por absorcdo (Santos et al. 1998). Sao
organismos heterotroficos, desprovidos de clorofila, cujas células possuem uma parede
celular rigida constituida na maioria por quitina e glucano, sendo que se reproduzem por
meio de esporos assexuados ou sexuados (Murray et al. 2007). Estas caracteristicas

fazem destes microrganismos seres vivos singulares no seio de outros eucariontes.



1.1 - Morfologia dos fungos

A classificacdo cléassica dos fungos baseia-se, essencialmente na observagdo das suas
caracteristicas morfologicas e reprodutoras (Guarro et al. 1999). No entanto, mais
recentemente caracteristicas bioquimicas e moleculares, bem como a ultra-estrutura da
parede, t€ém sido uma mais uma valia em estudos taxondémicos dos fungos. Entretanto, a
morfologia classica distingue duas formas de fungos: as leveduras (fungos unicelulares)

e os fungos filamentosos que desenvolvem micélio (fungos multicelulares).

As leveduras s3o organismos unicelulares. As células possuem forma arredondada,
ovoide ou alongada de tamanho variavel (entre 3 a 5 um) e a sua reprodu¢ao na maioria
dos casos ¢ assexuada, por meio de gemulagdo ou fissdo. Nos meios de cultura, como o
agar de Sabouraud, desenvolvem colonias em geral cremosas (Lacaz 1997). Algumas
leveduras reproduzem-se continuamente por gemulagdo sem que a gémula se separe da

cé¢lula mae dando origem a pseudohifas ou pseudofilamentos.

Os fungos filamentosos sdo organismos multicelulares constituidos por estruturas
tubulares em forma de filamentos designados por hifas, que podem ser simples ou
ramificados, os quais, no seu conjunto, constituem o micélio dos fungos. As hifas, de
acordo com a sua morfologia, podem ser divididas em dois tipos: hifas septadas e hifas

cenociticas ou ndo septadas (Lacaz et al. 2002).

As hifas septadas sdo hifas que possuem septo transversal ao longo da sua estrutura,
dividindo-as em compartimentos. Nos fungos Ascomicota ¢ Basidiomicota os septos
apresentam orificios ou um poro central que permitem a troca de material celular entre

células vizinhas.

Normalmente, todos os fungos filamentosos possuem hifas septadas, com exce¢do dos
fungos Zigomicota. Esses fungos possuem hifas formadas por estruturas tubulares, sem
divisdes transversais, com centenas de nucleos e outros organitos a circular num extenso

citoplasma (Deacon 1984).

Ha ainda fungos, os denominados fungos dimorficos, que tém a capacidade de alternar a
sua morfologia de leveduras para filamentosos e vice-versa em resposta a combinac¢ao

de diferentes fatores (internos ou externos). Segundo Esteves ef al. (1991), esta



especificidade ¢ verificada principalmente em alguns fungos agentes de micoses
profundas. Estes microrganismos, em geral, quando sdo cultivados a 25°C em meios de
cultura comuns, crescem sob a forma de fungos filamentosos. Nos tecidos parasitados
ou a 37°C em determinados meios de cultura, desenvolvem-se sob a forma de células

leveduriformes (Lacaz et al. 2002).

1.2 - Reproduc¢ao

A reproducao ¢ um mecanismo fundamental utilizado por todos seres vivos para
perpetuar a sua existéncia. Normalmente os fungos apresentam capacidade de se
reproduzirem sexuadamente, dando origem as formas telemorficas (com a produgdo de
esporos sexuados) e assexuadamente dando origem as formas anamorficas (com a

producao de esporos assexuados).

1.2.1 - Reproducio sexuada

De acordo com Kwon-Chung & Bennett (1992), a reproducdo sexuada nos fungos
resulta da unido de duas células pelo protoplasma (plasmogamia) com a unido dos
respetivos nucleos (cariogamia), dando lugar a um zigoto como resultado da
conjugacdo. O nucleo do zigoto, ¢ diploide e sofre uma divisdo meidtica (reducao de
cromossomas) dando origem a nucleos haploides, que depois, por uma ou mais divisdes
mitdticas, ddo origem a mais nucleos ou novas células diferenciadas com as
caracteristicas morfologicas e funcionais dos esporos. No entanto, ha muitos fungos em
que se desconhece a existéncia de estruturas diferenciadas para a reprodugdo sexuada.
Em Micologia Médica cléssica, os fungos com reproducdo sexuada conhecida (estado
perfeito ou telemorfo) sdo classificados nos filos Zygomycota, Ascomycota e
Basiomycota, conforme as estruturas reprodutoras a que dao origem. Os fungos com
apenas reproducdo assexuada conhecida (estado imperfeito ou anamorfo) tém sido
agrupados num grupo a parte, os Deuteromycota que, na realidade, constitui um grupo
artificial por ser taxonomicamente muito heterogéneo (Murray ef al. 2007). Contudo,
nestes ultimos anos, com a utilizagao de técnicas moleculares em estudos taxonémicos
de fungos, tem sido possivel reclassificar muitas das espécies anamorficas em uma das

trés primeiras classes.



1.2.2 - Reproducio assexuada

A reproducdo assexuada envolve apenas um progenitor e, no caso dos fungos, ¢ uma
forma muito eficaz de reprodugdo e propagagao das espécies pela capacidade que estes
organismos tém de se reproduzir continuamente desde que as condigdes do meio sejam
favoraveis. Este tipo de reproducdo salvaguarda o patrimoénio genético do progenitor

devido ao processo de divisdo nuclear por meio de mitoses.

A reprodugao assexuada ocorre nas leveduras por gemulacao ou por fissdo (Murray et
al. 2007). A gemulagdo ¢ forma mais comum nas leveduras e consiste no crescimento e
alongamento de uma pequena gémula a partir de um ponto da superficie da célula mae
por invaginagdo de uma certa porgdo da parede celular. A medida que a gémula se
desenvolve, o nicleo da célula mae divide-se por mitose dando origem a um ntcleo
filho que migra para a gémula, originado assim uma nova célula filha, que pode

permanecer ou nao ligada a célula-mae (Richardson & Warnock 2003).

Nos fungos filamentosos a reproducdo assexuada faz-se por meio da producdo de
esporos (endoésporos) que podem ficar no interior de estruturas unicelulares
(esporangidsporos) ou externamente, através da producdo de esporos externos

(conidios).

Os endosporos sdo produzidos por fungos filamentosos cenociticos pertencentes
as classes Zygomicota, como os géneros de Rhizopus, Absidia e Mucor (Kwon-Chung
& Bennett 1992). Os conidios sdo exdsporos assexuados que se desenvolvem na
extremidade de filamentos micelianos de certos membros dos filos Ascomycota,
Basidiomycota e Deuteromycota (Lacaz 1977). Sado produzidos por células
conidiogénicas, que podem ser encontradas em estruturas especializadas, os
conidioforos que existem, por exemplo, nos géneros Aspergillus, Penicillium e nos

dermatoéfitos (Murray et al. 2007).



1.3 — Nutri¢ao, metabolismo e crescimento dos fungos

Os fungos sao organismos heterotréficos, desprovidos de clorofila, o que impossibilita a
utilizacdo da luz como fonte de energia para a elaboracdo de produtos organicos,
dependendo, por isso, de seres autotroéficos para obter os nutrientes necessarios. Esta
dependéncia torna-os seres saprofitas, como decompositores da matéria organica do

meio ambiente e, eventualmente, parasitas de outros organismos (Oliveira 1999).

Sabe-se que, para o seu desenvolvimento, os fungos necessitam sempre de assimilar
compostos de carbono e de azoto para a produzir a sua energia, os quais sdo retirados
dos substratos organicos. Segundo Deacon (1984), as moléculas organicas mais simples
como monossacarideos, aminodcidos e 4cidos organicos sdo absorvidas através da
membrana celular enquanto as moléculas mais complexas, como muitos dissacarideos,
tém de ser degradadas em mondmeros no exterior das células fungicas por enzimas

libertadas através da parede celular, antes de serem absorvidas pelas células.

Os fungos habitualmente sdo seres aerdbios, podendo desenvolver-se em anaerobiose
envolvendo mecanismos enzimaticos complexos. O metabolismo respiratorio inicia-se
com a glicdlise anaerdbica, através do ciclo de Embden-Meyerhoff-Parnas (ou por outra
via alternativa) até a formagdo do acido pirtivico que, por descarboxilacao oxidativa, se
transforma em acetilcoenzima A (Lacaz et al. 2002). O processo metabdlico nos fungos
pode produzir tanto vitaminas como toxinas, ou antibidticos bem como qualquer outro
produto industrial como a leucina, serina, metionina, histidina, acido oleico, entre outros

(Oliveira 1999).

Os fungos filamentosos crescem, geralmente a partir de um esporo, pelo alongamento
centrifugo dos filamentos ou hifas, que constituem a sua estrutura somdtica, sempre na
procura constante de nutrientes no meio ambiente (Santos et al. 1998). Dao origem a
colonias que podem variar de cerosas a aveludadas e algodonadas (bolores), de cores,
textura, relevo e dimensdes muito varidveis. As leveduras, multiplicando-se por
gemulacdo, dao origem a colonias de aspecto cremoso caracteristico. Na sua maioria,
produzem colonias glabras, de coloragdo branca ou bege, textura cremosa e superficie
lisa, embora algumas espécies, como as do género Rhodotorula, desenvolvam colonias

pigmentadas.



Para muitos autores o crescimento dos fungos esta intimamente relacionado com as
caracteristicas ambientais e fisicas as quais os fungos sdao expostos. Segundo Sidrim &
Rocha (2004), todos os fungos necessitam de condi¢des minimas necessarias para o seu

desenvolvimento tais como:

e Fatores nutricionais — carbono, magnésio, potassio, fosforo e azoto em

concentracao elevada, e pequenas quantidades de ferro, cobre, zinco etc.

e Fatores fisicos — em que se destaca o pH do meio em que crescem, a

temperatura, o oxigénio, a humidade e a luminosidade.

O conhecimento desses fatores ¢ de capital importancia para controlar o crescimento e

desenvolvimento dos fungos.

1.4 - As Micoses Humanas

Os esporos fungicos e os fragmentos de micélio vegetativo propagam-se facilmente no
ambiente através de agentes como o vento, a agua, os insetos ou colonizam
naturalmente o préprio organismo humano. Quando as condigdes ambientais sdo
desfavoraveis, podem manter-se em laténcia por longos periodos de tempo no ambiente
até as condigdes de temperatura, humidade e nutrientes adequados voltarem a ser

favoraveis ao seu desenvolvimento.

Nao existem, portanto, ambientes livres da presenca fingica porque estes se propagam
facilmente sobrevivendo a grandes variagdes de temperatura, baixa taxa de humidade,
grandes variagdes de pH e baixas concentragdes de oxigénio. E comum a exposicio a
propagulos fingicos e aos seus metabolitos, principalmente em ambientes fechados e
habitados, como residéncias, escolas, escritorios. Podem ainda dispersar-se para o
interior das unidades hospitalares utilizando diversos veiculos como a dgua, ar e objetos
de uso hospitalar como meios de transporte, provocando uma grande variedades
de infegdes sistémicas potencialmente fatais, principalmente em pacientes com o

sistema imunitario comprometido (Lacaz et al. 2002).

Segundo Richardson & Warnock (2003), as infe¢des provocadas por fungos sdo



classificadas de acordo com o grau da invasdo no hospedeiro. Classicamente sdo
classificadas em micoses superficiais, micoses subcutaneas e micoses sistémicas (que

podem ser oportunistas).

1.4.1 - As Micoses superficiais

Sao infegdes que afetam apenas as camadas mais externas da pele ou os tecidos
queratinizados como a pele, unhas e cabelo. Normalmente, essas infe¢des atingem
milhdes de pessoas em todo o mundo e causam pouco desconforto devido a reduzida ou
nenhuma resposta imunitaria. Estas micoses sao facilmente diagnosticadas e tratadas

(Murray et al. 2007).

As mais comuns sdo provocadas por fungos dermatofitos, pertencentes ao género
Microsporum, Trichophyton e Epidermophyton ou por leveduras, como as do género
Candida, que podem fazer parte da flora normal da pele ou das mucosas humanas e
animais (Oliveira 1999). Estes organismos habitualmente ndo produzem doenca no
hospedeiro a menos que haja alguma mudanga circunstancial nas barreiras naturais do

mesSmo.

Em geral, as micoses superficiais apresentam como principais manifestacdes clinicas,
lesdes superficiais cutaneas com contornos mais ou menos arredondados e bordo bem

delimitado, ou lesdes exsudativas no caso das mucosas.

1.4.2 - As micoses subcutianeas

Sao micoses que afetam principalmente tecidos subcutaneos, derme, musculos e por
vezes os 0ssos. Geralmente estas infecdes surgem como resultado de lesdes traumaticas,
onde os fungos sapréfitas existentes no solo, nos vegetais € na matéria em
decomposi¢ao sdo implantados na camada subcutanea da pele, com mais frequéncia nas
populagdes do meio rural das regides tropicais e subtropicais. Em hospedeiros com
sistema imunitario muito debilitado pode ainda ocorrer a disseminagdo da infegdo
através da corrente sanguinea.

Englobam um grupo heterogéneo de entidades nosoldgicas, causadas por fungos
pertencentes a grupos taxondémicos diversos. Diferentes espécies de fungos podem ser
responsaveis por manifestagdes clinicas muito semelhantes. A classificagdo das varias

infecg¢des fingicas em micoses subcutineas ndo ¢ uniforme, variando com os diferentes



autores. Classicamente englobam a esporotricose, a cromoblastomicose, 0os micetomas,
as zigomicoses, as feohifomicoses, as entomoftoromicoses, a lobomicose e a
rinosporidiose, sendo as trés primeiras as mais frequentes em paises tropicais. Os
géneros Sporothrix, Cladosporium, Fusarium, Acremonium, Alternaria, Mucor e

Rhizopus estdo entre os que mais frequentemente causam estas infeccdes.

1.4.3 - As micoses sistémicas

Sao infecdes resultantes, na maioria dos casos, da inalagdo de esporos fungicos
suspensos no ar ambiente, os quais se alojam nos alvéolos pulmonares. Ai podera
ocorrer uma primeira infe¢do, dependendo do estado imunolégico do hospedeiro. Essas
infegdes também podem surgir através do contacto direto com fontes contaminadas
durante intervencdes cirurgicas, através de cateteres, de agulhas ou de outros

dispositivos médicos contaminados.

A infecdo flingica pode disseminar-se por multiplos oOrgdos, através de vasos
sanguineos, do sistema linfatico ou permanecer localizada nos tecidos profundos e
orgdos. Eventualmente podem ocorrer, em simultdneo, manifestagcdes cutaneas

secundarias.

Os fungos responsaveis pelas infe¢des sistémicas podem ser divididos em dois grupos

distintos: os fungos verdadeiramente patogénicos e os fungos oportunistas.

O primeiro grupo inclui os fungos existentes em areas endémicas (organismos somente
existentes numa determinada é4rea geografica) como Histoplasma capsulatum, H.
duboisii, Coccidioides immitis, Blastomyces dermatitidis e Paracoccidioides
brasiliensis. Estes sdo capazes de invadir os tecidos tanto de individuos imunocom-
petentes (sem nenhuma predisposi¢do imunitaria), como de imunocomprometidos,

causando patologias severas de elevada mortalidade (Norton 1994).

A fase inicial da infe¢do ¢ muitas vezes assintomatica ou pode mimetizar uma gripe
passageira, por exemplo. O contato com esses microrganismos ¢ frequentemente fatal
para os individuos imunocomprometidos, devido a sua acentuada viruléncia. Entretanto,
sabe-se que estes microrganismos possuem algumas caracteristicas morfoldgicas inatas
que aumentam a sua capacidade de viruléncia, como o dimorfismo, que facilita a sua
adaptacao e sobrevivéncia no interior do organismo hospedeiro (Richardson & Warnock

2003).
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Os fungos oportunistas podem ser organismos comensais do organismo humano ou
entdo saprofitas, ubiquos na natureza, os quais se encontram no solo, no ar € na matéria
organica em decomposi¢do. Esses organismos habitualmente ndo sdo patogénicos, mas

atuam como agentes oportunistas nos casos de debilidade organica acentuada.

Estas espécies flngicas oportunistas sdo muito numerosas € podem pertencer a um
nimero muito variado de géneros. Os mais comuns pertencem aos géneros Aspergillus,
Fusarium, Alternaria, Cladosporium, Mucor, Rhizopus, Penicillium, Rhodotorula,
Trichoderma, Acremonium, Geotrichum, Saccharomyces, Trichothecium, entre muitos
outros (Boas & Ruiz 2004). Por exemplo, as espécies dos géneros Rhizopus ¢ Mucor
que geralmente afetam pacientes com diabetes mellitus, leucemia, ou sob tratamento
com drogas imunossupressoras, podem causar zigomicose fatal. As infegdes
oportunistas causadas por espécies de Cryptococcus e Penicillium podem ser fatais para

doentes seropositivos para o virus da imunodeficiéncia humana (Lacaz et al. 2002).

1.5 - Infecdes fungicas nosocomiais

A infe¢do adquirida em ambiente hospitalar, ou infe¢do nosocomial, pode ser definida
como uma infe¢do adquirida pelo doente apds a sua admissdo no centro hospitalar, cuja
manifestagdo ocorre durante a permanéncia no hospital ou apds a alta, estando
relacionada com a permanéncia no proprio hospital e/ou com procedimentos médicos
(Weinstein, 1998). As infecdes em ambiente hospitalar sao uma preocupagao mundial,
tanto nos paises desenvolvidos como nos paises com menos recursos econdomicos.
Estima-se que s6 em 2008, teve um custo global de 4,5 a 5,7 bilides de dolares e
contribuiu para cerca de um milhdo de mortes nos EUA (Krueger & Nelson 2009). E
igualmente de realgar que essas infegdes constituem um peso significativo na economia
dos paises, as quais ndo sdo somente preocupantes € onerosas para os doentes como
também para os proprios hospitais, refletindo-se principalmente no aumento de custos
relacionados com morbilidade mais prolongada e acentuada e mais dias de

hospitalizagdo e de terapéutica.

Durante as ultimas décadas, as infe¢cdes fingicas nosocomiais tém sido apontadas como
uma importante causa de morbilidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos

(Ascioglu et al. 2002). Umas das razdes ligadas a este aumento do nimero de casos esta
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diretamente relacionada com o crescimento da populacdo de risco, muitas vezes
consequéncia de praticas médicas modernas (métodos cirirgicos invasivos, transplantes,
quimioterapia e uso excessivo de drogas imunossupressoras) e patologias diversas
como, infec¢do pelo VIH, leucemia, anemia e neutropenia acentuada. (Low & Rotstein
2011, Marchetti et al. 2004, Pfaller & Diekema 2004). Nestes grupos estdo incluidos
individuos submetidos a transplante de 6rgaos sélidos, transplante de medula, terapias
imunossupressoras, cirurgias complexas e muito invasivas, pacientes com SIDA,

doencas tumorais, idade avangada e nascimento prematuro.

Segundo Moura et al. (2008), as infecdes nosocomiais ocorrem principalmente em
hospitais com condigdes higiénicas pouco rigorosas, onde os processos de desinfecdo e
esterilizacdo de materiais sdo inadequados e/ou pouco rigorosos. Aliado a falhas nestes
procedimentos, estas infecdes podem estar igualmente relacionadas com um deficiente
controlo microbiano do ambiente envolvente e dos materiais que circulam dentro do
hospital. Os agentes responsaveis pela contamina¢do nos hospitais sdo habitualmente
bactérias, virus e fungos. E frequente que a presenga destes microrganismos no
ambiente hospitalar esteja associada a casos de doenca desde irritagdes e alergias até
infegdes severas em doentes debilitados, frequentemente fatais (Ministério da Saude do

Brasil 2000).

1.5.1- Epidemiologia das infe¢des nosocomiais

Alguns fungos, como as espécies dos géneros Aspergillus, Candida, Cryptococcus €
fungos Zygomycetes, sdo tradicionalmente comuns e frequentemente responsaveis por
micoses oportunistas em pacientes imunocomprometidos. Entretanto, cada vez mais,

sao relatadas novas variedades de fungos oportunistas emergentes (Tabela 1.1).

A contaminacdo dos pacientes por estes agentes pode ter uma origem endogena, por
microrganismos que fazem parte da flora habitual do individuo (ex. Candida sp.), ou
exogena quando causada por microrganismos que, ndo pertencendo a flora normal do
paciente (ex. Aspergillus sp.), existem no meio ambiente e cujos propagulos podem ser

facilmente inalados (Boas & Ruiz 2004).
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Nas unidades hospitalares, a candidiase invasiva, a candidémia e a aspergilose invasiva

estdo entre as

imunocomprometidos.

infecoes

oportunistas  mais

predominantes

em pacientes

Tabela 1.1 Espécies fungicas oportunistas mais comuns como agentes etiologicos de infegdes
nosocomiais (adaptado por Richardson & Lass-F16rl, 2008)

Género Espécies

Candida spp. C. albicans C. lusitaniae
C. glabrata C. lipolytica
C. guilliermondii C. rugosa
C. kefyr C. parapsilosis
C. krusei C. tropicalis

Outras leveduras

Aspergillus spp.

Outros fungos

hialinos

Fungos dematiaceos

Zigomicetas

Blastoschizomyces spp.
Cryptococcus neoformans

Malassezia spp.

A. fumigatus
A. flavus

Acremonium spp.
Fusarium spp.

Paecilomyces spp.

Alternaria spp
Bipolaris spp

Curvularia spp.

Absidia spp.
Cunninghamella spp.
Mucor spp.

Rhodotorula spp.
Saccharomyces spp.

Trichosporon spp.

A. niger

A. terreus

Scedosporium spp.
Scopulariopsis spp.

Trichoderma spp.

Cladophialophora spp.
Exophiala spp.

Rhizomucor spp.

Rhizopus spp.

A candidiase invasiva e candidémia

A candidémia surge quando ha invasdo da corrente sanguinea por leveduras do género

Candida durante uma infecdo. Naturalmente, estas leveduras podem fazer parte da flora

microbiana de individuos saudaveis, principalmente nas mucosas do trato digestivo e

vaginal. No entanto, em casos de desequilibrio dessa flora, invadem os tecidos do
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doente e causam infecdo, denominada de candidiase ou candidose. Estas infecdes
podem ser benignas, agudas ou crdnicas, superficiais ou profundas, e desenvolverem

aspetos clinicos variaveis (Barbedo & Sgarbi 2010).

As leveduras do género Candida, em particular Candida albicans, t€ém sido as mais
vulgarmente envolvidas em infe¢des hospitalares, estando associadas a um grande
numero de casos de infecdes fungicas nosocomiais, na medida em que facilmente
podem ser transmitidas entre doentes através da manipulacdo pelos profissionais de
saude, utensilios hospitalares e dispositivos médicos utilizados (Hinrichsen et al. 2008).
Como apresentam um acentuado dimorfismo, adquirindo facilmente uma morfologia
filamentosa, invadem mais eficazmente os tecidos do hospedeiro causando desde
infegdes orais, vaginais, pulmonares até infecdes sistémicas e septicemia (Sehulster et
al. 2004).

Nestes ultimos anos tem-se verificado uma grande alteragdo epidemioldgica no que diz
respeito a etiologia das infegdes hospitalares por espécies ndo-albicans, tais como
Candida glabrata, Candida krusei e Candida parapsilosis que estd descrito
apresentarem resisténcia aos fairmacos azolicos (Marchetti et al. 2004). O mesmo autor
acrescenta ainda que a infecdo por espécies de Candida nio-albicans tem estado
associada a uma estadia prolongada nas unidades hospitalares, contribuindo para o
aumento da taxa de morbidade e mortalidade (=40%) nas unidades hospitalares, bem

como o aumento dos custos com a saude.

Aspergilose invasiva

As espécies do género Aspergillus sao ubiquas, ttm como habitat natural o solo e as
plantas e desempenham um importante papel como decompositores da matéria organica.
Reproduzem-se por meio de conidios que se podem manter suspensos no ar € serem
facilmente inalados causando, nos casos de susceptibilidade, infecdes invasivas. As
reduzidas dimensdes dos conidios (2 a 3 um de diametro) permitem, apds a sua
inalagdo, a facil entrada nos alvéolos pulmonares (Rementeria ef al. 2005).

A inalacdo desses conidios por individuos ndo atdpicos e com sistema imunitario
saudavel ndo causa infecdo, uma vez que acabam por ser destruidos pelo sistema de
defesa do organismo. No entanto, no caso dos individuos atopicos podem desencadear

reacgOes alérgicas de ligeiras a graves e em individuos com o sistema imunitrio
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comprometido, podem invadir o tecido pulmonar, passar para a corrente sanguinea,
disseminar e invadir 6rgaos, levando a morte.

Até hé poucos anos, a espécie considerada mais patogénica era 4. fumigatus mas, nestas
ultimas décadas, com o aumento do numero de casos de debilidade imunolédgica ou de
outros fatores de risco, como neoplasias, neutropenia acentuada, corticoterapia, t€ém
ocorrido cada vez mais frequentemente infecdes invasivas por outras espécies de
Aspergillus, como por exemplo, A. flavus, A. terreus, A. niger, A. nidulans, A.

versicolor, etc. (Barnes & Marr 2006).

As manifestacdes clinicas das infegdes por Aspergillus spp. variam dentro de um
espectro de patologias muito amplo, desde manifestagdes alérgicas até a colonizagdo

cronica e a invasdo disseminada tecidular aguda.

1.5.2 — Fatores de risco associados as infecdes nosocomiais

Durante as ultimas duas décadas, as infe¢des fungicas tém sido cada vez mais comuns
em ambiente hospitalar. Além disso, porque os fatores de risco para estas infegdes
continuam a aumentar, ¢ provavel que a incidéncia desta infe¢do se continue a agravar
nas proximas décadas (Richardson & Lass-Fl6rl 2008). No entanto, o risco de infe¢do
estara sempre diretamente relacionado com a capacidade de defesa do sistema

imunitario do paciente e com o nivel de exposi¢do ao microrganismo oportunista.

Perante os estudos realizados sobre os fatores de risco destas infegdes, varios autores
comungam da ideia de que a aplicagdo de praticas médicas mais avancadas, com
finalidade de melhorar o estado e a sobrevivéncia do paciente, passaram a exigir
tratamentos mais agressivos e invasivos que muitas vezes enfraquecem o sistema
imunitario deixando o paciente mas suscetivel a microrganismos oportunistas (Bahtti et
al. 2006, Joseph 2006, Low & Rotstein 2011, Richardson & Lass-Florl 2008, Sabino
2010).

Associados a estes, hd que considerar ainda outros fatores de risco para a aquisi¢ao de
infe¢des oportunistas, como por exemplo a exposi¢cdo do paciente a grande quantidade
de microrganismos ambientais suspensos no ar, nomeadamente no interior hospital, ou
no ar circundante do mesmo e que entrem nas instalagdes vindos do exterior, a
contaminagdo da agua de uso hospitalar e a contaminagdo das diferentes superficies

dentro do hospital. De acordo com Sabino (2010) estas infe¢des podem estar
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relacionadas com fracos cuidados de higiene, associados ao ndo cumprimento das
recomendacdes basicas do controlo de infecdo pelo pessoal do hospital, tais como um
simples habito de ndo lavar as maos antes e depois de todo e qualquer profissional

contactar com estes pacientes.

1.6 - Ambiente hospitalar como foco de infecdo fungica

Segundo Sautour et al. (2009), a ocorréncia de fungos no ambiente de um hospital
depende de intimeros fatores, desde os reservatorios fungicos identificados no seu
interior, como por exemplo, ar ndo filtrado, 4gua da rede publica ndo controlada,
sistema de ventilagdo, existéncia de plantas ornamentais, até a realizacdo de obras no
proprio hospital ou nas imediagdes. A humidade e temperatura ambientais influenciam

paralelamente a sua frequéncia e distribuigao.

De acordo com Joseph (2006), o ar, o solo e a 4gua desempenham um importante papel

na transmissao de infe¢des nosocomiais.

O ar atmosférico ¢, via de regra, o meio de dispersdo mais comum e bem-sucedido
destes fungos, que se disseminam pela poeira ambiental e se mantém viaveis por longos
periodos em materiais de uso comum e nas superficies (Instituto Nacional de Satude Dr.
Ricardo Jorge 2002). Entretanto, se o ar ambiente estiver contaminado com grande
quantidade de microrganismos patogénicos oportunistas, qualquer agitacao aérea podera
transporta-los direta ou indiretamente para o ambiente hospitalar, aumentando assim o

risco de infe¢do nosocomial nos doentes mais suscetiveis.

’

E comum a contaminagdo do ar no interior dos hospitais ser consequéncia de obras de
constru¢ao tanto no interior como no exterior. Paralelamente, a deficiente manutencao
ou mesmo a avaria nos sistemas de ventilagdo e de ar condicionado, facilitam a
infiltracdo e dispersdo de propagulos flngicos no interior das instalagdes hospitalares
(Sautour et al. 2009). A acumulagdo de humidade e de material organico nas bandejas
de ar-condicionado pode torna-las também poderosas fontes de contaminagdo e de

dispersao fungica (Joseph 2006).

Normalmente, os esporos flutuantes que caem sobre as diferentes superficies,
associados as poeiras, constituem um verdadeiro reservatorio de fungos. Geralmente a
contaminag¢do dessas superficies ndo esta relacionada com o desenvolvimento direto de

infegdes nos pacientes, mas sim, indiretamente através do contato com as maos dos
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profissionais de saude (Sehulster & Chinn 2004). Dai a grande importancia de uma

lavagem frequente das maos como forma de minimizar o risco de infecdes nosocomiais.

A é4gua também constitui um fator de risco para o aumento de uma infe¢ao hospitalar.
Na opinido de Sehulster & Chinn (2004) a utilizac¢ao, nos cuidados médicos, de 4gua da
torneira nao tratada, acarreta um risco muito elevado de contaminacdo. Os fungos
facilmente podem utilizar este meio como um veiculo para a sua propagagdo

aumentando o risco de contaminagdo fungica.

Segundo Sabino (2010), estas fontes exdgenas como a agua, o ar € as superficies
hospitalares (incluindo os objetos), como meio de transmissdo de micro-organismos, se
ndo forem cuidadosamente controladas podem aumentar drasticamente o nivel de

contaminagdes fungicas nos hospitais.

1.6.1- A prevencio e o tratamento das infecoes fungicas

As infe¢des nosocomiais sao dificeis de diagnosticar e de controlar, apesar da existéncia
de um leque alargado de tratamentos antifiingicos. E comum as leveduras do género
Candida e as espécies de Aspergillus provocarem infegdes em grupos distintos de
pacientes hospitalizados como neutropénicos com cancro, recetores de transplantes
hematopoiéticos e de o6rgaos solidos, pacientes cirurgicos, pacientes internados em
unidades de cuidados intensivos de adultos e de neonatologia (Richardson & Warnock

2003).

O tratamento das candidoses depende do estado clinico do paciente e do tipo de
organismo ou espécie infetante. Geralmente as leveduras C. albicans, C. parapsilosis, e
C. tropicalis isoladas do sangue sdo suscetiveis in vitro a anfotericina B e ao fluconazol.
Algumas espécies de Candida apresentam diferentes padrdes de resisténcia intrinseca
como C. krusei e C. glabrata que sdo resistentes ao fluconazol mas suscetiveis a
anfotericina B e ao voriconazol (Low & Rotstein 2011, Richardson & Lass-Fl6rl 2008,
Richardson & Warnock 2003). No entanto, um dos problemas particulares com os
pacientes com candidémia e candidose invasiva ¢ que a sintomatologia ¢ dificil de
distinguir clinicamente da sepsis bacteriana, pelo menos no inicio da infe¢do. Muitas
vezes este facto leva a um atraso inicial na instituicdo da terap€utica antifungica ou, a

terapéutica empirica inicial pode ser inadequada (Richardson & Lass-Florl 2008).
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E evidente que fungos como Aspergillus spp. ¢ algumas espécies emergentes tais como
Zigomicetas, Fusarium spp. € Scedosporium spp. t€m sido detectados como sendo os
principais agentes etiologicos de infe¢des flngicas em pacientes com leucemia,
neoplasias, SIDA e em transplantados (Maertens et al. 2011). O aparecimento destes
organismos ¢ multifatorial e pode estar relacionado com uma intensa imunossupressao
dos pacientes, a sobrevivéncia prolongada de pacientes com uma patologia grave, ou
com a pressdo seletiva de um amplo espectro de agentes antifingicos utilizados na

profilaxia ou na terapéutica.

E claro que o inicio precoce do tratamento antifingico é determinante para a
sobrevivéncia e cura do doente. Portanto, o tratamento das infe¢des provocadas por
fungos emergentes deve ser iniciado com esquemas terapéuticos adequados e
especificos para cada caso (Maertens et al. 2011). Atualmente, o voriconazol ¢
mundialmente recomendado como a droga de primeira linha para o tratamento da
aspergilose, fusariose e scedosporiose com excecdo das zigomicoses (resistentes a este

farmaco) que t€m indicagdo para serem tratadas com posaconazol (tabela 1.2).

Mas esta igualmente demonstrado que estes antifungicos tém efeitos toxicos para os
pacientes e podem causar algumas manifestagdes secundarias. Por exemplo o
tratamento com a anfotericina B pode desencadear efeitos como febre, calafrios, dor de
cabega, nduseas, vOmitos, comprometimento respiratério e em alguns casos de
insuficiéncia renal aguda. No caso do voriconazol pode causar diferentes reagdes
adversas desde erupgdes cutaneas, alteragdes visuais transitorias, neuro-toxicidade e
hepatite. Para além dos efeitos toxicos dos farmacos antifiingicos, também podem
ocorrer falhas terapéuticas quando associados a outros fArmacos, levando por sua vez ao

agravamento do quadro clinico do paciente (Maertens ef al. 2011).

Virios estudos ja realizados nesta area (Harbarth ez al. 2003, McFee 2009) sugerem que
apostar na prevencdo sera a medida mais eficaz e mais econdmica para combater as
infecdes nosocomiais e reduzir a taxa de morbilidade e mortalidade nos pacientes
internados. Por isso, o conhecimento e a conscientizagdo dos varios riscos de
transmissdo da infecdo, das limitagdes nos processos de desinfe¢do e esterilizagdo
tornam-se imprescindiveis para que se possam vir a tomar as precaugdes mais

adequadas no sentido de melhorar a qualidade da prestacdo dos servigos de saude.
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Tabela 1.2 Farmacos mais utilizados no tratamento das diferentes patologias fingicas invasivas
em pacientes imunocomprometidos (Low ef al. 2011).

Terapia
Espécies Fungicas Condicio

Primaria Alternativa

Adultos ndo-neutropénicos  Fluconazol; Anfotericina B lipossomica;

com candidémia equinocandinas anfotericina B desoxicolato;
voriconazol,
Candida spp. L Equinocandinas;
pp Neutropénia com 4 . ’ .
. Anfotericina B Fluconazol; voriconazol
candidémia . ..
lipossomica
Aspergilose pulmonar .. . .
. . P .g . P ., Anfotericina B lipossomica;
Aspergillus spp. invasiva, sinusite, 0ssea, . . . .
. . Voriconazol caspofungina; micafungina;
cardiaca, ou do sistema .
posaconazol; itraconazol
nervoso central
Fusariose pulmonar .
) . . . Voriconazol,;
Fusarium spp. invasiva ou seios ..
. . Anfotericina B Posaconazol
paranasais, ou fusariose . ..
. . . . lipossomica
invasiva disseminada
Scedosporiose dos seios
paranasais, pulmonar
Scedosporium spp. invasiva, do sistema .
P PP ’ Voriconazol Posaconazol

nervoso central, 0ssea, ou
scedosporiose invasiva
disseminada

. . . . . . Anfotericina B ..
Zigomicoses Zigomicose invasiva . . Anfotericina B; posaconazol
lipossomica

1.7 — O diagnéstico laboratorial das infecc¢des fungicas

O sucesso do diagnostico de doencgas causadas por fungos depende ndo s6 da
competéncia das técnicas realizadas no laboratorio, mas também, e em larga medida da
qualidade da colheita. Amostras colhidas de forma inapropriada, deficiéncias ao nivel
do transporte, acondicionamento e processamento, podem traduzir-se tanto numa
dispersdo de recursos materiais € humanos, como na elaboracdo de diagndsticos

erroneos e consequente ineficicia terapéutica.

Para o diagnéstico de infecgdes flingicas, as amostras biologicas variam com a

apresentacao da doenga: hemoculturas, liquido cefalo-raquidiano (LCR), urina, pus (de
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abcessos fechados), exsudados, material de descamag¢do da pele e crostas. E
recomendado proceder a identificagdo de todos os fungos isoladas de fluidos corporais e
outras amostras estéreis de doentes imunocomprometidos ¢ dos isolados em grande
quantidade de qualquer tipo de amostra. O isolamento repetido da mesma espécie de
fungos, de diferentes tipos de amostras simultaneamente de varios locais do organismo,

¢ uma boa indicagdo de infec¢ao disseminada.

O diagnodstico laboratorial convencional das infecgdes flngicas baseia-se
essencialmente na utilizagdo de duas técnicas: o exame direto das amostras biologicas
ao microscopio e a cultura das mesmas em meios de cultura apropriados para o

isolamento do agente etioldgico.

O exame directo em Micologia Médica € por vezes a Unica evidéncia da presenca de
fungo na amostra. A sua grande mais valia ¢ o facto de permitir observar a morfologia
dos fungos in vivo, ou seja, a forma que assumem como parasitas, o que ¢ fundamental
em fungos patogénicos dimoérficos. A rapidez na resposta ¢ também uma grande

vantagem deste tipo de exame.

A cultura das amostras clinicas ¢ imprescindivel, pois constitui o exame de maior
sensibilidade e o unico que permite a identificacdo do agente etioldgico envolvido no
processo infeccioso. Assim, em caso de escassez de material por dificuldade na colheita,
ou outro motivo, devera ser dada preferéncia ao exame -cultural, sacrificando
eventualmente, o exame directo. E fundamental a utilizacdo de antibidticos
antibacterianos (cloranfenicol, gentamicina) em meios de isolamento para fungos para
impedir o crescimento de bactérias que, tendo um crescimento mais rapido que os
fungos, se sobrepdem a estes dificultando ou impedindo o desenvolvimento das suas

colonias.

Classicamente, a identificagdo do fungo crescido em cultura ¢ feita, para as leveduras,
com base em métodos bioquimicos e, para os fungos filamentosos, com base na
observagdo das caracteristicas morfologicas macroscopicas € microscopicas das suas
colonias. Mais recentemente, a aplicagao de técnicas moleculares na identificacdo de
fungos tem permitido abreviar o tempo de resposta do laboratério e iniciar uma

terapéutica mais cedo e mais ajustada facilitando o controlo das infecgdes.
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Identificacao molecular de isolados fliingicos

Apesar das técnicas convencionais ainda permanecem como o gold standard, porque as
técnicas moleculares ainda ndo estdo suficientemente padronizadas para as substituirem
por completo no diagnostico das infecgdes, estas tém facilitado muito a identificacao
dos fungos isolados a partir das culturas por serem muito mais sensiveis e rapidas.

Os genes do RNA ribossémico t€m sido largamente utilizados em estudos taxondmicos
de fungos, na identificagdo de géneros e de espécies dos mais variados organismos,
incluindo dos fungos. Estes genes estdo organizados numa unidade de DNA
ribossémico (rDNA) que se repete em tandem em varias dezenas de copias, dependente
do fungo. E composta por vérias subunidades, 18S, 5,8S e 26S, que formam uma tnica
unidade transcricional (Figura 1.1). Esta regido do DNA possui regides conservadas
com baixa taxa de polimorfismos genéticos ao longo da sua evolugdo, alternando com

regides mais variaveis.

Figura 1.1 Organizagdo da regido ITS do rDNA, local de hibrida¢do dos primers ITS1 e
ITS4 para amplificacdo da mesma por PCR (adaptado de White et al. 1990)

No rDNA, as sequéncias das regides ITS variam entre espécies diferentes de fungos,
permitindo através do alinhamento das sequéncias nucleotidicas desta regido, a
identificacdo do género e espécie de muitos isolados por comparacdo com as sequéncias
depositadas em bases de dados publicas, como o GenBank, por exemplo (Anderson et
al. 2001). A avaliagdo direta dos polimorfismos da regido ITS do rDNA permite
igualmente determinar as relagdes de proximidade filogenética entre espécies (Baldwin

et al. 1995, Ribeiro et al. 2009, White et al. 1990).
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1.8 — Caracterizacao do local de colheita: Hospital Agostinho Neto

Localizado na costa ocidental africana, a cerca de 500 quilémetros a oeste do Senegal,
Cabo Verde ¢ um arquipélago de dez ilhas, sendo 9 habitadas e 8 ilhéus, todos de
origem vulcdnica, totalizando uma superficie terrestre de 4033 km?,

administrativamente dividida em 22 municipios (censo 2010).

O Pais encontra-se numa extensa faixa saheliana, com clima do tipo tropical seco,
dividida em duas estagdes distintas: a seca e a humida. As ilhas apresentam

temperaturas elevadas, com uma média de 25°C durante todo ano.

Cabo Verde ¢ um pais com parcos recursos financeiros, o que naturalmente influencia a
qualidade de vida da sua populacdo e, consequentemente, dos servigos prestados. Ao
nivel da saude ¢ um pais que possui dois hospitais centrais, um localizado na Cidade da
Praia, ilha de Santiago que ¢ a capital econdmica e administrativa do pais, e o outro no
Mindelo, ilha de S. Vicente. Estes hospitais ddo uma cobertura de cuidados de saude a

mais de 1/4 da populagdo residente no arquipélago.

O Hospital Dr. Agostinho Neto na cidade da Praia, onde foi realizado o nosso estudo, ¢
um centro hospitalar vocacionado para a prestacdo de servigos a nivel secundario e
terciario, ou seja, mais orientado para servigos clinicos especializados que envolvem
procedimentos médicos mais complexos e técnicas clinicas complexas mais invasivas.
Alem disso, o Hospital Dr. Agostinho Neto desenvolve igualmente a sua atividade em
articulacdo com todos os Centros de Satde, Hospitais Regionais e Delegagdes de Saude
do pais, funcionando como centro de referéncia para a prestagdo de cuidados

diferenciados, facto que muitas vezes a leva a sua sobrelotacao.

Este hospital encontra-se estruturado em varios blocos, organizado em diferentes areas
de prestacao de servigos, desde os servicos de atendimento de referéncia aos servigos de

atendimento de urgéncia/emergéncia (Tabela 1.3).

Segundo o relatorio estatistico do Ministério da Satide de Cabo Verde (2010) o hospital
em estudo tem como areas de prestacdo de servicos mais criticas a Medicina, a Cirurgia
e a Neonatologia onde a taxa de mortalidade ainda é muito elevada (anexo 1). E nestas
unidades onde sdo encontrados pacientes com maior grau de fragilidade do sistema
imune, o que pode em algum momento justificar a elevada taxa de mortalidade. Por

exemplo, nos servicos de Medicina, a Unidade de Infeciologia acolhe pacientes com
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VIH em estado critico e na unidade de Neonatologia recém-nascidos de baixo peso com
sistema imune prematuro, aumentando assim a suscetibilidade destes doentes a contrair

infe¢des oportunistas quando expostos a fatores de risco.

Tabela 1.3 As areas de prestag@o de cuidados de satde no Hospital Dr. Agostinho Neto em

Cabo Verde'.
Especialidades Especialidades Servigos complementares de
com servi¢co sem servico diagnéstico
de internamento de internamento e terapéutica
e Medicina Interna o Estomatologia e Imagiologia
o Infeciologia e Hemodialise e Anestesia e Analises Clinicas
e Cirurgia (Geral, Cardio- e Medicina Fisica e Endoscopia
Toraxica, Maxilo-facial); ¢ Reabilitacao .
¢ Bloco cirtrgico
e Oftalmologia e e Urologia . .
& & ¢ Anatomia patologica
Otorrinolaringologia

* Neurologia e Hemoterapia

e Obstetricia-Ginecologia )
£ e Oftalmologia , .
e Farmacia

¢ Orto-Traumatologia . . .
e Otorrinolaringologia e
e Dietética
e Pediatria e Neonatologia )
e Pneumologia

Psiquiatri
I e Dermatologia
¢ Quimioterapia oncoldgica

e Psicologia Clinica

e Alergologia

1Adaptado de Fonte do Ministério da Saude de Cabo Verde (2010) Disponivel em http://www.minsaude.gov.cv.

1.9 - Objetivos e plano da dissertacio

A contaminagdo do ambiente hospitalar por fungos constitui um grave problema de
saude publica pelo que consideramos ser necessario comecar por fazer um diagnostico
das condigdes que possam envolver riscos associados a possiveis infecgdes nosocomiais
a fim de definir as estratégias acertadas de modo minimizar consequéncias nefastas para

os doentes e para os servigcos hospitalares. Neste contexto foi proposto, como objetivo
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geral do nosso trabalho, avaliar a existéncia de possiveis fontes de contaminagdo e
transmissdo fungica no Hospital da Praia, na ilha de Santiago, em Cabo Verde. Para a
sua concretizagdo, foram considerados os seguintes aspetos:

- Avaliar a ocorréncia de diferentes espécies fungicas em dependéncias do Hospital
Agostinho Neto com maior risco de infe¢des nosocomiais, nomeadamente em salas de

internamento e salas associadas ao bloco operatorio.

- Conhecer as vias de transmissdo de fungos mais importantes, dentro das instalagdes
hospitalares, nomeadamente através do ar, dgua canalizada de consumo corrente e das

superficies.

- Confirmar a existéncia de contaminagdo ambiental por fungos relacionando-a com a

ocorréncia de infe¢des fungicas adquiridas em ambiente hospitalar.

- Fazer a identificagdo molecular das espécies do género fingico mais prevalente e com
maior importancia médica, através do estudo das sequéncias da regido ITS do DNA

ribossémico (rDNA) de cada isolado desse género.

Esta dissertacdo esta organizada em quatro capitulos:

- No primeiro capitulo, fizemos um enquadramento teérico sobre as caracteristicas
gerais dos fungos destacando aspetos como a morfologia, reproducdo, nutri¢do,
metabolismo e crescimento. Em seguida, descreve-se a sua importancia médica como
responsaveis por diversas infe¢des humanas. Faz-se uma abordagem geral sobre as
infecdes fingicas nosocomiais, com énfase na sua epidemiologia e fatores de risco
associados. Foi feita a caraterizagdo do ambiente hospitalar como foco de infecdo
fingica, as estratégias de prevengdo e tratamento das infe¢des fingicas. Por tltimo,
fizemos um enquadramento do local de colheita e do hospital em estudo, bem como o
seu diagnostico laboratorial, finalizando com a exposicdo dos objetivos gerais e

especificos do estudo.

- No segundo capitulo descrevemos os materiais € métodos utilizados ao longo da
investigagdo. E descrita a selegio dos locais de colheitas de amostras, a metodologia
aplicada no isolamento em cultura dos fungos, da identificacio convencional das
espécies fungicas isoladas e da identificagdo molecular de algumas espécies com maior

importancia médica.
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- O terceiro capitulo ¢ dedicado a andlise e discussdo dos resultados obtidos. Em
primeiro lugar foram feitas comparagdes entre os diferentes morfotipos encontrados a
partir de cada fonte ambiental, em cada local de colheita e correlacionados os isolados
encontrados nos varios servigos do hospital. Em seguida, relativamente a espécie de
maior importancia médica com maior prevaléncia, foi feita a correlacdo entre os

diferentes servigos.

- No quarto capitulo apresentamos as conclusdes finais e sugestdes para melhorar as
condi¢gdes ambientais da prestacao dos servicos de saide no Hospital Agostinho Neto,

no sentido de um maior controlo de possiveis infe¢cdes fingicas nosocomiais.
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Capitulo II: Material e Métodos
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2.1 Selecao dos locais de colheita de amostras

No Hospital Agostinho Neto da cidade da Praia em Cabo Verde foram recolhidas
amostras ambientais em seis unidades distintas: Bloco Operatorio, Internamento de
Cirurgia, Internamento de Neonatologia, Internamento de Infeciologia, Unidade de

Oncologia e Unidade de Hemodialise.

2.2 Colheita das amostras ambientais

Todas as amostras foram colhidas durante o0 més de Janeiro de 2012 e transportadas de
imediato para o Laboratorio de Micologia da Unidade de Microbiologia Médica do
Instituto de Higiene e Medicina Tropical em Lisboa para a realizacdo dos exames

laboratoriais.

Para a realizagdo das colheitas foi levado para Cabo Verde todo o material necessario
para colheita de amostras ambientais: placas de Petri com meio de Sabouraud com
cloranfenicol, zaragatoas esterilizadas, tubos de ensaio com meio Sabouraud com
cloranfenicol, quadrados esterilizados de 100 cm?, filtros esterilizados com porosidade
de 0,25 pum, suportes de filtragdo (Millipore), bomba de vacuo, kitasato, fio reto, ansa e
pinca, parafilm e dgua destilada esterilizada. Todos os materiais necessarios a colheita
das amostras foram previamente esterilizados e adequadamente transportados de modo a
garantir a qualidade e fidelidade das amostras colhidas. Foi criteriosamente elaborado
um plano prévio dos locais mais adequados para a realizagdo das colheitas que
incluissem, em cada local selecionado, amostras de ar no interior das salas, 4gua da
torneira utilizada pelo pessoal do hospital ou pelos pacientes e amostras de diferentes
superficies de uso comum no interior das salas, incluido também as superficies das

bandejas dos aparelhos de ar condicionado.

2.2.1 Colheita de ar e agua e superficie

Para a colheita das amostras de dgua, foram retirados 200ml de 4gua da torneira depois
de se ter deixado sair a agua estacionada na canalizacdo da rede de abastecimento

durante 5 minutos. E importante realgar que durante a filtragio o copo Millipore foi
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mantido tapado para evitar a contamina¢do da d4gua com microrganismos existentes no
ar. A filtracdo da agua foi feita através da membrana Millipore, criando vacuo no
kitasato. No final, o filtro foi retirado e colocado de imediato sobre o meio de cultura de
uma placa de Petri a fim de permitir o crescimento de todo e qualquer fungo retido no

filtro.

A colheita do ar foi realizada pelo mesmo processo, deixando o suporte Millipore aberto
a altura de um metro do chdo de modo que houvesse suc¢ao do ar ambiente durante um
minuto, por forma a que ficassem retidos no filtro os esporos flutuantes (Figura 2.1).
Em seguida o filtro foi retirado e colocado de imediato sobre o meio de cultura em placa

de Petri.

Figura 2.1 Colheita de amostras de ar ambiental no Hospital Agostinho Neto, da
cidade da Praia, em Cabo Verde.

A colheita das diferentes superficies foi realizada passando uma zaragatoa embebida em
agua destilada esterilizada, cobrindo toda uma area de 100cm” na superficie selecionada
para o estudo. Para delimitagdo da referida area foi utilizada uma folha de papel,
previamente esterilizada, com um recorte de 10 x 10 cm e a zaragatoa humedecida foi
passada em ziguezague sobre toda a superficie do recorte quadrado. Em seguida foi
realizada a sementeira desse indculo em meio de cultura em placa de Petri por

espalhamento em toda a sua superficie (Figura 2.2).
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Figura 2.2 Representagao ilustrativa da colheita e sementeira de amostras de superficies. (A)
Colheita da amostra de superficie, com zaragatoa, numa area de 100 cm’; (B) sementeira da
amostra na placa de petri com meio de cultura agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol.

2.3 Cultura e isolamento dos fungos
2.3.1 Meios de cultura

O meio de cultura utilizado para a sementeira ou isolamento de fungos foi o meio
Sabouraud agar (4% dextrose, 1% peptona, 2% agar, p/v) adicionado de cloranfenicol
para impedir o crescimento de bactérias saprofitas. Sem este aditivo, as bactérias
existentes cresceriam mais rapidamente até ocupar todo o meio de cultura, impedindo o
desenvolvimento das colonias fungicas. Por outro lado, o meio de Sabouraud ¢ um meio
de cultura que permite o crescimento de todo e qualquer fungo existente na amostra por

conter uma fonte de carbono e de azoto € os minerais essenciais ao crescimento fingico.

Apos o isolamento dos fungos em cultura, os meios de cultura de Malte agar e de Corn
Meal agar podem ser utilizados para estimular o desenvolvimento de estruturas
reprodutoras de fungos que apresentem fraca ou auséncia de esporulacdo. Como para a
identificagdo dos fungos filamentosos ¢ essencial a observagdo dos esporos e das
estruturas de frutificagdo, muitas vezes € necessario recorrer a outros meios de cultura,
ou mais pobres em nutrientes, ou mais ricos em nutrientes, para estimular a sua

produgdo.
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2.3.2 Incubacio

As amostras colhidas a partir de fontes ambientais no Hospital Agostinho Neto foram
mantidas a temperatura ambiente durante a estadia em Cabo Verde, uma vez que a
temperatura ambiente média do pais varia entre 25°C e 30°C que ¢ a temperatura ideal
para o crescimento dos fungos. Todas as culturas foram desta forma incubadas durante
cerca de 4 a 5 dias até se observar crescimento de coldnias fingicas, apds os quais,

foram isoladas para tubos de ensaio com meio inclinado de Sabouraud agar.

2.3.3 Isolamento das coldnias

A partir de cerca de quatro dias de incubagdo os primeiros fungos comecaram a
apresentar crescimento suficiente para uma analise macroscopica das coldnias.
Diariamente, as placas de petri eram observadas e, a medida que as coldnias se iam
desenvolvendo, foi sendo contado o numero das coldnias que apresentavam
caracteristicas morfoldgicas macroscopicas (morfotipos) idénticas em cada placa de
petri. A partir de cada tipo de colonia foi retirada uma pequena por¢ao de uma das
coldnias e feito o isolamento da mesma em meio Sabouraud dextrose adicionado de
cloranfenicol para posterior estudo de todos os fungos que apresentavam um aspeto
morfolégico diferente. Todas as coldnias de fungos com caracteristicas diferentes foram
assim isoladas e etiquetadas em tubos de ensaio diferentes para posterior transporte e

estudo.

2.4 Identificacdo convencional das espécies fungicas isoladas

A identificacdo convencional foi baseada na andlise macroscopica e microscopica de
cada uma das colonias isoladas. A observacdo macroscopica baseou-se na observagao
das caracteristicas da cor do verso e reverso, dimensao, relevo, textura e topografia da

colonia devido a esporulagao desenvolvida.

A identificagdo microscopica foi feita a partir de observagdes microscopicas de
pequenas por¢des das colonias montadas entre lamina e lamela e coradas com azul
lactofenol. Foi registada a morfologia das hifas, tipo de frutificagdo e a dimensdo e
agrupamento dos esporos. Com alguns fungos menos pulverulentos realizaram-se
preparagdes utilizando fita-cola. Esta técnica consiste em fazer aderir uma pequena

por¢ao de fita adesiva transparente suavemente sobre a superficie da colonia e colocé-la
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numa lamina de microscopio sobre uma gota de azul lactofenol. Cobre-se com uma

lamela e observa-se ao microscopio.

Para a identificacdo até ao género dos fungos isolados, e de algumas espécies, foi feita a
conjugacao de todas as caracteristicas observadas macroscopica e microscopicamente,
comparando-as com as descri¢des apresentadas em livros de Micologia. Nos casos em
que o crescimento em Sabouraud ndo permitiu o desenvolvimento das estruturas
fingicas necessarias a identificagdo dos fungos, procedeu-se a subcultura dos mesmos
em outros meios de cultura (mais pobres ou mais ricos em nutrientes), como por
exemplo o meio de Malte agar, para estimular a sua producdo. Somente a observagao
dessas caracteristicas permitiria a identificacdo convencional dos géneros, e

eventualmente, das espécies fungicas.

A identificacdo dos fungos filamentosos foi efectuada com o auxilio dos atlas de
identificacdo de Hoog et al. (2000) e Lacaz et al. (2002). A identificacdo convencional
das leveduras foi feita por um método bioquimico, o kit comercial ID 32C
(Biomerieux™), através dos perfis de assimilacdo de determinados compostos, seguindo

as instrugodes do fabricante.

2.5 Identificacdo molecular de algumas espécies com maior importancia médica.

Os métodos moleculares sao ferramentas analiticas que, nestes ultimos anos, tém sido
utilizadas na identificacdo e estudo dos mais variados organismos, nomeadamente em
animais, vegetais, bactérias, fungos, entre outros. Muitas das técnicas exigem que se
comece por fazer a extragdo do material genético (DNA) das amostras, e os métodos de
extraccdo selecionados dependem essencialmente dos organismos em questdo e da
necessidade de se obter o material genético em um maior ou menor estado de pureza

(Plaza et al. 2004).

2.5.1 Extracao do DNA de fungos isolados em cultura

Para a extracdo de DNA das espécies de fungos filamentosos isolados neste trabalho foi
utilizada uma metodologia especifica de extracdo a partir das culturas puras de acordo

com os procedimentos descritos no Kit QuickGene® DNA tissue (FUJIFILM).
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A selec¢do desta metodologia de extraccaop prendeu-se com o facto de por vezes ser
dificil romper a parede celular das células fingicas e de se obter DNA com um bom
nivel de integridade e pureza. Este kit comercial tem a vantagem de colmatar estas
dificuldades e de permitir obter DNA de boa qualidade para aplicacdo em diferentes

técnicas moleculares.

As culturas selecionadas para serem identificadas por um método molecular foram
crescidas em meio de cultura de Sabouraud agar aproximadamente durante uma semana,

incubadas a temperatura ambiente (£ 25°C) para producao abundante de conidios.

Assim que atingiram a maturagdo, foram retirados cerca de 15 a 30 mg de coloénia e
colocados num tubo eppendorf de 2 ml. Em seguida adicionaram-se 30 pl de EDT
(Proteinase K) e 180 ul de MDT (Tissue Lysis Buffer). Os tubos foram selados com
parafilm e incubados a 55°C durante uma noite com objetivo de provocar a lise da
parede e das membranas celulares e consequentemente a libertagdo dos componentes

intracelulares.

No dia seguinte a suspensdo foi agitada em vortex a velocidade méxima durante 10
minutos seguida de centrifugagcdo durante 5 minutos a velocidade de 11 000 g. O
sobrenadante ¢ transferido para um tubo eppendorf de 1,5 ml, adicionados 250 pl de
LDT (Lysis Buffer) e novamente agitado no vortex durante 10 minutos. Adicionam-se
3 ul de RNAse Sug/ul, agita-se no vortex durante 3 minutos e incuba-se inicialmente
durante 10 minutos a 70°C e depois 30 minutos a 95°C. Em seguida, para obter os
lisados, adicionam-se 350 ul de etanol a 99% seguido de agitagdo no vortex a

velocidade maxima.

Os lisados sdo entdo transferidos para os cartuchos do kit ou cartridges QuickGene® e
fez-se a primeira pressurizagdo. Adicionam-se em seguida 750 pl de solugdo WDT
(Wash Buffer) e pressuriza-se novamente, repetindo este passo mais duas vezes. Em
seguida as cartridges sdo transferidas para as posi¢des de elui¢do, adicionam-se 100 ul
de CDT (Elution Buffer), incuba-se a temperatura ambiente durante 5 minutos, apds o
que ¢ feita uma ultima pressurizacao para obter o DNA gendmico num bom grau de

pureza e integridade.
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2.5.2 Amplificacio da regido ITS do rDNA

Para a amplificacio desta regido foram utilizados os primers universais ITS1
(5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG) € ITS4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC) na mistura reaccional

indicada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Mistura reacional para amplificagdo por PCR da regido ITS do rDNA
dos fungos isolados e selecionados para a reag¢do de sequenciagdo.

Solugdio stock Concentracio Volume
final por tubo (ul)

Agua bidestilada 26,6

Tampao 10x 1x 5,0

MgCl, 25mM 3,5 mM 4,0

dNTPs 1,25mM cada 250 pl cada 5,0

Mix ITS1+ITS4 5uM 0,4 WM 4,0

Tagq polimerase 1U 0,4

DNA 5,0
Volume final: 50,0

A reacdo de PCR foi realizada num termociclador de marca BioRad, modelo Icycler,
nas seguintes condi¢des: 6 min a 95°C seguidos de 35 ciclos de 20 s a 95°C, 20 s a 55°C
e 60s a 72°C, com uma extensdo final de 5 min a 72°C. Em seguida os produtos foram
mantidos a 4°C. Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram separados por
eletroforese em gel de agarose a 1,2% durante 45 minutos a 70 V num equipamento de
marca Amersham Pharmacia Biotech EPS 301 Electrophoresis Power Supply fabricado

no Reino Unido.

2.5.3 Purifica¢do do produto amplificado

Para o DNA amplificado ser sequenciado, foi necessario purificar os produtos
amplificados a fim de se retirarem as impurezas como proteinas, enzimas e alguns

nucleotidos em excesso.

Para a purificagdo do nosso produto PCR foi utilizado um kit de purificacdo da SIGMA

GenElute PCR clean-up, seguindo o protocolo indicado pelo fabricante.
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Procedimento de purificacio

, .

A coluna com membrana ¢ previamente montada num tubo de recolha de 2ml
(fornecidos com o kit GenElute™). Em seguida sdo adicionados 500 ul de solugdo de
preparacao da coluna (column preparation solution) a cada coluna de purificacao e sao
centrifugadas a 12.000 g durante 1 minuto. Descarta-se o liquido do tubo coletor e

recoloca-se a coluna no mesmo tubo.

E adicionada a coluna a solugio de ligagdo (binding solution), num volume cinco vezes
superior ao do produto PCR, e centrifuga-se a velocidade maxima durante um minuto.
O liquido no tubo de coleta ¢ novamente descartado e a coluna reposta no mesmo tubo.
Em seguida sdo adicionados a coluna 500 pl de solucdo de lavagem diluida (diluted
wash solution) e esta ¢ centrifugada a velocidade maxima durante um minuto. O fluido
do tubo de recolha ¢ novamente descartado e a coluna reposta para uma nova
centrifugacdo a velocidade maxima durante 2 minutos, sem a adi¢do de qualquer
solucdo de lavagem, para remover o excesso do etanol. O tubo da coleta e os fluidos
residuais sdo descartados, € a coluna ¢ transferida para um novo tubo de coleta de 2 ml.

Sao adicionados, no centro da coluna, 50 pl de solugdo de eluigdo (elution solution) e a

coluna ¢ incubada a temperatura ambiente durante um minuto.

A coluna ¢ centrifugada a velocidade maxima durante 1 minuto e o produto de PCR ¢
transferido para o novo tubo. O DNA existente no produto eluido esta pronto a ser

utilizado de imediato ou entdo deve ser conservado a -20 °C.

2.5.4 Sequenciacao da regiao ITS do rDNA.

As reacgdes de determinacdo das sequéncias correspondentes a regido ITS1-5.8S-ITS2
dos nossos produtos de PCR foram realizadas por uma empresa especializada, a
STABvida. Os resultados obtidos apds a sequenciagdo foram editados através do
Software Codoncode aligner para serem alinhados e corrigidos antes de ser depositado
no Software Blast do NCBI para procurar sequéncias similares. Com base nas
semelhangas encontradas foi possivel identificar até ao género e até a espécie muitos

dos isolados fungicos estudados neste trabalho.
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Capitulo II1: Resultados e Discussao
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3.1- Amostras obtidas no Hospital Agostinho Neto

As unidades hospitalares deveriam estar sensibilizadas para disponibilizar amostras
bioldgicas adequadas para a obtencdo de informagdes relevantes sobre o(s)

verdadeiro(s) agente(s) etiologico(s) de possiveis infegdes nosocomiais.

O Hospital Agostinho Neto ¢ um dos poucos hospitais de Cabo Verde equipados com
unidades clinicas onde se realizam procedimentos invasivos em doentes e
consequentemente deve redobrar os cuidados com a higiene e a seguranga, incluindo a
qualidade do ar, 4gua e outros elementos ambientais. Entre as diferentes Unidades
hospitalares, destacamos por esse facto a Unidade de Cirurgia e os servigos com
internamento prolongado de pacientes com fragilidade do sistema imunitdrio. Por
conseguinte, foi avaliada a ocorréncia e a variabilidade flingica ambiental nos seguintes
servigos do hospital: Unidade de Neonatologia, Unidade de Infeciologia, Unidade de

Oncologia, Bloco Operatorio, Internamento de Cirurgia e Internamento de Hemodialise.

Quanto a questdo logistica ¢ de salientar que as Unidades de Neonatologia, Cirurgia,
Hemodialise e Oncologia estdo equipadas com sistema de controlo do ar (ar
condicionado) sem filtros HEPA, sendo que na Unidade de Cirurgia, o funcionamento
do sistema de controlo do ar ndo ¢ permanente e a renovagdo do ar das alas ¢ feita
através da abertura das janelas para o exterior. Na Unidade de Infeciologia o ar interior
¢ renovado e ventilado abrindo as janelas, e no Bloco Operatorio o ar € controlado pelo

sistema de ar condicionado e pressurizacdo negativa das salas de operagao.

No entanto, ¢ importante frisar que o hospital em estudo possui algumas limitagdes na
prestacdo de servigos especializados na medida em que somente presta os servigos
terciarios basicos que ndo incluem cirurgias mais delicadas nem transplantes de 6rgados

solidos ou hematologia.

As amostras foram colhidas respeitando as normas de qualidade, seguranga e os
procedimentos mais indicados para a realizacdo do seu estudo laboratorial. O material
das amostras recolhidas incluiu amostras de 4gua da rede publica de abastecimento do
hospital, do ar no interior das diferentes dependéncias hospitalares e amostras de
diferentes superficies de uso hospitalar comum e de areas habitualmente frequentadas

por doentes mais debilitados. Foi dada especial atengdo a recolha de amostras de agua,
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ar e das superficies do Bloco Operatorio, da sala de internamento Neonatologia e das

salas de internamento dos pacientes submetidos a cirurgias.

Realizou-se um total de 34 colheitas de amostras, tendo sido 11 amostras recolhidas a

partir do ar, 6 amostras a partir da agua e 17 de superficies.

As amostras do ar foram colhidas em maior numero (cinco) no bloco operatédrio devido
a este servigo estar subdividido em varias subunidades no seu interior, tais como: sala
de preparacao para a Cirurgia, sala de Cirurgia, sala de Recobro, sala de pds-operatério
e corredor do Bloco Operatério. Na Unidade de Internamento Cirtrgico foram feitas
duas colheitas de ar, uma em cada subunidade: a de Internamento Cirargico ¢ a de
Internamento de Grandes Queimados. Nas outras unidades foi realizada apenas uma

colheita de ar em cada, por serem unidades sem subdivisdes internas.

As amostras da 4gua foram colhidas uma s6 vez por cada unidade, tendo em
considera¢do que a adgua encontrada nas torneiras de cada unidade provém da mesma

rede de abastecimento.

As amostras das superficies variaram muito dentro de cada unidade, dependendo do
mobiliario ou dos equipamentos existentes. Incluiram colheitas das mesas-de-cabeceira,
janelas, cadeiras/camas e superficies das bandejas de ar condicionado de acordo com a

distribuicao indicada em anexo II.

O maior niimero de coldnias fingicas proveio das colheitas realizadas nas superficies
(2696ufc/m”), em seguida a partir das amostras de 4dgua (685ufc/m’), ¢ um menor

namero (393ufc/m?) a partir das amostras de ar (tabela 3.1).

Em func¢ao dos resultados obtidos, verificamos que foi a partir das superficies que se
isolou um maior numero de coldnias flingicas, o que nos permite alertar para a grande
necessidade de tomar as devidas precaugdes para minimizar esses focos de
dissemina¢do. Sabendo que superficies contaminadas podem ser responsdveis pela
contaminagdo direta de objetos, dispositivos médicos, ou até as proprias maos que nelas
passem, ou indiretamente, através da dispersdao de esporos por correntes de ar, torna-se
fundamental ter consciéncia da grande necessidade de as manter livres de

microrganismos.
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Tabela 3.1 Ocorréncia de coldnias fungicas isoladas nos diferentes servigos do
Hospital Agostinho Neto, cidade da Praia, Cabo Verde.

Ar Agua Superficies
ufc'/m’? ufe/m’ ufe/m?
Bloco 63 255 895
operatorio
Servigos com  Cirurgia 15 25 186
Internamento
Neonatologia 15 145 320
Infeciologia 80 105 660
Unidade 185 150 480
Hospital de Oncologia
Dia :
Unidade
1
Hemodialise 33 > 33
Total 393ufc/m®  685ufc/m®  2696ufc/m’

T : =
ufc, unidades formadoras de colonias.

Pela analise da tabela 3.1 verifica-se a existéncia de uma grande variacao do niimero de

coldnias encontradas nos diferentes locais e a partir das diferentes amostragens.

Nos servicos com internamento, as amostras obtidas a partir do ar do servigo de
Infeciologia foram as que apresentaram maior nimero de unidades formadoras de
colonias (80 ufc/mS) muito provavelmente devido a falta de um eficiente sistema de
controlo do ar, uma grande ligagdo com o exterior do hospital, ou do grande fluxo de
entradas e saidas de pessoal médico, doentes e visitas, que facilmente podem promover
o transporte propagulos fungicos para o interior das instalacdes. Na realidade, existe um
habito local de abrir as janelas para o exterior do hospital a fim de arejar as salas,
mesmo sabendo que no exterior hd obras a decorrer. Tem sido relatado por varios
autores que a realizacao de obras de renovagao e de extensao de instituicdes hospitalares
pode ser responsavel pelo aumento significativo das infegdes hospitalares em doentes
imunologicamente fragilizados, tanto durante como ap6s as obras, devido a
disseminac¢do de microrganismos no ambiente hospitalar, incluindo de fungos (Alberti

et al. 2001, Cornet et al. 1999, Perdelli et al. 2006, Sixt et al. 2007).

Relativamente as amostras de agua, foi no Bloco Operatorio onde se isolou maior

numero de fungos (255ufc/m’), cerca do dobro dos que foram isolados da mesma fonte
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em outros servigos com internamento, como a Neonatologia (145/m>) e a Infeciologia

(105ufc/m®).

Estas ocorréncias podem estar relacionadas com o facto dos tubos de canaliza¢do da
rede de distribui¢ao de agua nos servigos serem mais antigos nas instalagdes do Bloco
Operatério, onde os fungos podem ter criado biofilmes facilitando a manutencao e
disseminagdo dos seus propagulos. Segundo Anaissie, et al. (2003) e Hedayati et al.
(2011), os sistemas hospitalares de distribui¢do de dgua mais antigos, podem conter
biofilmes formados por microrganismos no seu interior que podem ser um potencial
reservatorio interno de espécies como Aspergillus e de outros fungos oportunistas. Os
mesmos autores acrescentam ainda, que os resultados encontrados ao longo dos anos de
estudo indicam a existéncia de uma forte correlagdo entre os fungos encontrados em
amostras da dgua e nas amostras obtidas do ar, o que leva crer que a contaminagdo
interna do ar hospitalar também pode ocorrer através da dispersdo dos propagulos

fingicos encontrados na agua de consumo hospitalar.

Quanto as amostras recolhidas a partir das diferentes superficies, as provenientes do
Bloco Operatoério apresentaram um nimero muito mais elevado de coldnias fingicas
(895ufc/m?) em relacdo aos outros servicos com internamento, o que pode estar
igualmente relacionado com a movimentagdo e utilizacdo constante dos profissionais e

doentes, associado a poucos cuidados com a desinfecao regular das superficies.

Segundo Latgé (1999), as amostras das superficies podem ser uma forma alternativa de
avaliacdo qualitativa da contamina¢do do ar. Embora nenhuma conclusdo sobre a carga
fingica possa ser alcangada a partir deste estudo, estes resultados podem fornecer
informagdes importantes para a necessidade de monitorizagdo continua dos indices de

contaminagao do ar atmosférico.

Relativamente as instalagdes do Hospital de Dia, foi na Unidade de Oncologia onde se
isolou um maior nimero de colénias fingicas quer a partir do ar, da agua, como
também das superficies. Na verdade, ¢ muito distinta a utilizacdo das duas unidades
estudadas, Oncologia e Hematologia, o que pode estar na origem dessa discrepancia. Na
Unidade de Oncologia, a porta estd permanentemente aberta, ndo ha controlo do ar no
seu interior ¢ ha muita movimentagdo de entradas e saidas. Contrariamente, a Unidade
de Hemodialise tem uma utilizagdo mais restrita e controlada, as portas estdo

regularmente fechadas e o ar e 4gua interiores sdo mais controlados. Adicionalmente ¢é
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natural que também haja um maior cuidado de higiene e desinfecdo regular das

instalacdes nesta ultima unidade, dai os resultados terem sido mais apropriados.

Apoés esta analise global dos resultados obtidos nos diferentes servicos do hospital,
vamos agora analisar mais detalhadamente as varias amostras obtidas nos diferentes

locais de cada servigo.

Como foi referido nos materiais € métodos, a medida que eram realizadas as diferentes
colheitas, as amostras iam sendo inoculadas nos meios de cultura em placas de petri.
Em cada placa de petri, relativa a cada um dos locais de colheita, foram observadas
diariamente todas as coldnias de fungos que se iam desenvolvendo durante a incubagdo
e, com base no seu aspeto macroscopico (cor do verso e reverso, dimensao, relevo,
textura e topografia da colonia), foi selecionada uma colénia de cada morfotipo e feita

uma repicagem da mesma em tubo de ensaio para o isolamento de culturas puras.

A partir das colheitas efetuadas, foram isolados 104 morfotipos diferentes em culturas
puras, dos quais 54 foram isolados a partir das superficies, 21 a partir das amostras de
agua e 29 a partir das amostras de ar (tabela 3.2), a fim dos fungos serem posteriormente
identificados até ao género ou até a espécie pelos métodos indicados em Material e

Métodos.

Tabela 3.2 Morfotipos fungicos isolados a partir das amostras recolhidas nas diferentes
unidades do Hospital Agostinho Neto, cidade da Praia, Cabo Verde.

Ar Agua Superficies Total
Bloco operatorio 13 4 9 26
Servicos com Cirurgia 3 4 20 27
Internamento  \o o hatolo gia 3 3 13 19
Infeciologia 3 5 3 11
Unidade de 4 4 3 1
Hospital de oncologia

Dia Unidade de 3 1 6 10

hemodialise

Total 29 21 54 104
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Relativamente aos 104 morfotipos diferentes de fungos cujas coldnias foram isoladas
para posterior identificagdo, a variagdo da sua ocorréncia em cada unidade hospitalar

estudada foi muito distinta.

A identificagdo destes isolados por métodos convencionais (analise macroscopica e
microscopica dos isolados) demostrou a presenga dos mais variados tipos de fungos

existentes no ambiente das diferentes unidades hospitalares.

Perante o resultado apresentado na tabela 3.2 verifica-se que foi nos servigos com
internamento onde se encontrou uma maior diversidade de fungos: 27 fungos
morfologicamente distintos no Servigo de Cirurgia, 26 no Bloco Operatério e 19 na
Unidade de Neonatologia. Foi a partir das amostras de ar do Bloco Operatorio onde se
isolou maior nimero de fungos diferentes (13), bem como a partir das superficies da

Cirurgia (20) e Neonatologia (13).

Nas Unidades do Hospital de Dia ndo se observou uma diversidade tdo acentuada de
morfotipos fingicos o que pode corresponder a existéncia de contaminagdes ambientais
por um pequeno numero de variedades de espécies fungicas. No entanto, na Unidade de
Oncologia, apesar de se ter detetado uma diversidade muito baixa de morfotipos
fingicos (tabela 3.2), observou-se uma prevaléncia acentuada de unidades formadoras
de colonias (tabela 3.1). Podemos estar, deste modo, na presenga de uma grande
concentragdo de propagulos fungicos das mesmas espécies nas mesmas instalagdes
hospitalares, pondo em risco a satde dos pacientes que a frequentam, muito

principalmente se forem imunocomprometidos.

3.2 Fungos encontrados nos diferentes locais de colheita da amostra

A identificacdo dos fungos filamentosos isolados neste estudo foi efetuada, numa
primeira fase, até ao género, utilizando métodos macro e microscopicos convencionais,
com o auxilio de atlas de identificagcdo de Hoog et al. (2000) e Lacaz et al. (2002).
Numa segunda fase foi realizada através da analise das sequéncias moleculares dos
fungos mais prevalentes e com maior importancia médica. A identificagdo das leveduras
foi feita bioquimicamente por API, a partir dos perfis de assimilagdo de diferentes

compostos.
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Dos 104 morfotipos fungicos isolados em culturas puras, foram identificados somente
97 morfotipos, tendo sido 94 fungos filamentosos e 3 fungos leveduriformes. Esta
diferenca, de 7 fungos entre os fungos isolados e os identificados, deve-se ao facto de
alguns dos isolados se terem contaminado por outras espécies fingicas de crescimento
mais exuberante ou mesmo por auséncia de crescimento nas subculturas. Relativamente
aos 97 morfotipos isolados, baseado nas suas caracteristicas morfologicas, foi possivel
identificar, apenas 17 géneros diferentes, provenientes das varias origens ambientais
realcando que, em cada colheita, a ocorréncia de cada género variou bastante (ver

Anexo 1II).

Pela andlise do grafico da figura 3.1 verifica-se que o género Penicillium foi
identificado com maior frequéncia (35), seguido dos géneros Aspergillus (20) e
Cladosporium (15), ao contrario dos géneros Rhodotorula, Verticillium, Geotrichum,
Mucor e Chaetomium em que foi unicamente feito um isolamento de cada um no

conjunto total das colheitas realizadas.

Fungos identificados
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Figura 3.1 Prevaléncia dos géneros dos fungos identificados com base nas caracteristicas
morfoldgicas macroscdpicas e microscopicas das suas colonias.

Os trabalhos realizados por Kim & Kim (2007) e Faure et al. (2002) referem-nos

resultados semelhantes em estudos realizados em hospitais durante obras de renovacao
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dos mesmos. Estes autores encontraram igualmente maior prevaléncia do género
Penicillium, Aspergillus, e Cladosporium seguido de outras espécies fingicas menos
frequentes. Segundo Gniadek & Macura (2007) as espécies dos géneros Penicillium,
Aspergillus e Cladosporium, bem como os fungos leveduriformes como Rhodotorula
rubra e Candida sp., podem ser frequentemente isolados a partir de amostras de ar e

superficies no interior de unidades hospitalares com internamento.

Como a identificacdo até ao nivel da espécie de muitos fungos filamentosos ¢ mais
dificil se for unicamente baseada em critérios morfolégicos das colonias, foi adotada
uma metodologia molecular que, com elevada sensibilidade e especificidade, nos
permitisse saber a que espécies pertenciam alguns dos isolados. Deste modo, foram
selecionados para identificacdo molecular, algumas estirpes dos géneros mais
abundantes e potencialmente infeciosas para os pacientes imunologicamente debilitados

que frequentam a institui¢cao hospitalar do nosso estudo.

Para tal, para esses isolados selecionados, foi amplificada por PCR e sequenciada a
regido ITS do DNA ribossomico (rDNA) a qual, apés alinhamento com sequéncias
depositadas em bases de dados publicas (PubMed), permitiu a identificagdo dos nossos
isolados. Todavia, com alguns isolados, a identificagdo molecular obtida ndo foi
suficientemente clara para permitir a identificagdo da espécie porque nos foram dadas
varias hipdteses finais de identificacdo a partir das sequéncias obtidas. Deste modo foi
necessario voltar a observar a cultura macroscopica € microscopicamente e, com base
em informagdes recolhidas de varias fontes e registos (livros, atlas, fotografias na
internet) foi finalmente possivel selecionar a espécie mais idéntica a nossa amostra.

Em seguida serdo apresentados e discutidos o nimero de isolados de cada género
fingico encontrados a partir das diferentes fontes ambientais em cada unidade
hospitalar estudada, identificados tanto por métodos convencionais, como alguns

isolados, pelo método molecular.

3.2.1 Fungos encontrados no Bloco Operatorio

No bloco operatorio foram isolados 26 fungos com colénias morfologicamente distintas,
tendo sido isolados 13 a partir do ar, 9 das superficies e 4 da agua. Destes isolados
foram 1identificados 13 Penicillium sp., 5 Aspergillus sp., 5 Cladosporium sp., 1

Acremonium sp. € 1 Phoma sp. (tabela 3.3). Um dos morfotipos inicialmente
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observados a partir de uma amostra de 4gua nao chegou a ser identificado porque nao se

desenvolveu nas culturas seguintes.

Tabela 3.3 Ocorréncia das espécies fungicas isoladas a partir das amostras de ar,
agua e superficies do Bloco Operatorio

Géneros Ar Agua Superficies
Penicillium sp. 4" 1 8"
Aspergillus sp. 4" 0 1

Cladosporium sp. 4" 1 0
Acremonium sp 0 1 0
Phoma sp. 1 0 0
Total 13 3 9

* Inclui estirpes identificadas por sequenciagdo

Pela observacao da tabela 3.3 verificou-se existir uma maior ocorréncia de fungos no ar

do bloco operatorio, pertencentes a quatro géneros diferentes.

O género predominante foi Penicillium, que se encontrava presente em todas as
amostras. Trés destas estirpes de Penicillium sp. foram selecionadas para identificagao
molecular, uma obtida a partir do ar, e duas a partir de superficies, de onde resultou a
identificacdo de um P. brevicompactum a partir da amostra de ar, e dois P.

chrysogenum das amostras de superficies.

Também foram identificados molecularmente quatro estirpes de Aspergillus sp. € uma
estirpe de Cladosporium sp. Os isolados de Aspergillus sp., foram obtidos trés a partir
das amostras do ar e uma de uma superficie. Das amostras do ar foram isoladas duas
colonias de A4. versicolor e uma de A. nidulans. A partir da superficie foi isolado 4.

niger.

A estirpe de Cladosporium sp. obtida a partir do ar resultou na identificacdo de um C.

cladosporioides.
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3.2.2 Fungos encontrados no servico de internamento Cirurgico e Queimadura

Nos servigos de internamento Cirurgico € Queimadura foram isolados 27 fungos
filamentosos com colonias morfologicamente diferentes, tendo sido 18 isoladas a partir
de superficies, 2 do ar e 2 da dgua. Destes isolados foram identificados 4 Penicillium
sp., 7 Aspergillus sp., 3 Cladosporium sp., 1 Acremonium sp., 2 Fusarium sp., 2

Candida sp., 1 Bipolaris sp., 1 Mucor sp. e 1 Rhodotorula sp. (tabela 3.4).

Tabela 3.4 Distribuicao dos fungos isolados a partir das amostras de ar, dgua e
superficies do servigo de internamento Cirurgico e Queimadura.

Géneros Ar Agua Superficies
Penicillium sp. 1 0 3
Aspergillus sp. 1 0 6

Cladosporium sp. 0 1 2
Acremonium sp. 0 1 0
Fusarium sp. 0 0 2
Bipolaris sp. 0 0 1
Mucor sp. 0 0 1
Candida sp. 0 0 2"
Rhodotorula sp. 0 0 1*
Total 2 2 18

* Inclui estirpes identificadas por sequenciagio
Inclui estirpes identificadas por método bioquimico (API)

Cinco dos fungos inicialmente isolados ndo chegaram a ser identificados porque nao se

desenvolveram nas subculturas.

Analisando a tabela 3.4 verifica-se que foram identificados 9 géneros de fungos e a
maior ocorréncia foi encontrada nas amostras de superficies. Dos géneros que foram

identificados, o género Aspergillus foi o encontrado em maior numero.

Alguns dos géneros identificados nestes servicos foram submetidos a identificagdo
molecular, tendo sido identificado seis Aspergillus sp. nas amostras de ar e superficies e

um Fusarium equiseti a partir de uma superficie.

Cinco das estirpes de Aspergillus sp. isoladas foram obtidas a partir de superficies e
uma a partir do ar, de onde resultou na identificacdo de um A. tubingensis, A. niger, A.

wentii, A. nidulans e A. flavus nas amostras de superficies, e um Aspergillus sp. na
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amostra de ar.

As leveduras encontradas nestes servicos foram identificadas por métodos bioquimicos

(API ID32C®, Biomerieux), tendo sido identificados dois isolados de Candida

parapsilosis e um de Rhodotorula sp.

3.2.3 Fungos encontrados no servi¢co de internamento de Neonatologia

De entre os 19 isolados fungicos obtidos a partir das amostras dos servicos de
internamento  de  Neonatologia foram identificados 17 colonias flingicas
morfologicamente diferentes, tendo sido 12 isoladas a partir das superficies, 3 da agua e
2 do ar. Destes isolados foram identificados 5 Cladosporium sp., 4 Aspergillus sp., 2
Alternaria sp., 1 Penicillium sp., 1 Geotrichum sp., 1 Scopulariopsis sp., 1 Bipolaris sp.,

1 Paecilomyces sp. € 1 Chaetomium sp. (tabela 3.5).

Tabela 3.5 Distribui¢@o das diferentes espécies de fungos isolados a partir das amostras
de ar, agua e superficies do servigo de internamento de Neonatologia.

Géneros Ar Agua Superficies
Penicillium sp. 0 1 0
Aspergillus sp. 0 0 4"

Cladosporium sp. N 1 2
Geotrichum sp. 0 1" 0
Scopulariopsis sp. 0 0 1
Bipolaris sp. 0 0 1"
Alternaria sp. 0 0 2
Paecilomyces sp. 0 0 1
Chaetomium sp. 0 0 1
Total 2 3 12

* Inclui estirpes identificadas por sequenciagdo

Observando a tabela 3.5 verifica-se que os isolados das superficies apresentam maior
diversidade de géneros em relagdo as amostras de ar e agua. Dos isolados identificados
foram selecionadas algumas das amostras para a identificacdo molecular. Quatro
isolados de Aspergillus sp. obtidos a partir de superficies, foram identificados como

sendo A. nidulans, A. ochraceus, A. flavus e A. tamarii. Também foi identificado pelo
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método molecular a espécie Cladosporium sphaerospermun a partir do ar e um

Galactomyces geotrichum a partir de uma amostra de agua.

3.2.4 Fungos encontrados no servi¢o de internamento de Infeciologia

Nos servicos de internamento de infeciologia foram isolados 11 fungos em culturas
puras, tendo sido 3 isolados a partir do ar, 3 da superficie e 5 da agua. Destes, foram
identificados 7 isolados de Penicillium sp., 1 de Cladosporium sp., 1 de Candida sp. e 1
de Paecilomyces sp. (tabela 3.6).

Tabela 3.6 Distribuicao dos fungos isolados a partir das amostras de ar, dgua e
superficies do servigo de internamento de Infeciologia.

Géneros Ar Agua Superficies
Penicillium sp. 2" 2 3
Cladosporium sp. 1 0 0
Paecilomyces sp. 0 1 0
Candida sp. 0 1" 0
Total 3 4 3

* Inclui estirpes identificadas por sequenciagdo

Pela observacdo da tabela 3.6 verifica-se que houve pouca ocorréncia de fungos neste
servico hospitalar. O género mais predominante foi Penicillium sp., que estava presente
em todas as amostras. Para além destas, foi identificado um isolado de Candida

stellimalicola obtida a partir de uma amostra de dgua.

Trés destas estirpes de Penicillium sp. foram selecionadas para identificagdo molecular.
Duas foram obtidas a partir do ar e uma a partir da 4gua, de onde resultou a

identificagdo de dois P. crustosum e um P. chrysogenum.

3.2.5 Fungos encontrados no servico de Oncologia

Nos servigos de oncologia foram isolados 11 fungos, tendo sido 4 isolados do ar, 4 da
adgua e 3 da superficie. Destes isolados foram identificados 6 Penicillium sp., 1

Aspergillus sp., 1 Fusarium sp., 1 Rhizopus sp., e 1 Verticillium sp., (tabela 3.7).
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Tabela 3.7 Distribuicao dos fungos isolados a partir das amostras de ar, agua ¢
superficies do servigo de internamento de Oncologia.

Géneros Ar Agua Superficies
Penicillium sp. 4 0 2
Fusarium sp. 0 1" 0
Rhizopus sp. 0 1" 0
Aspergillus sp. 0 1 0
Verticillium sp. 0 1 0
Total 4 4 2

* Inclui estirpes identificadas por sequenciagio

Pela analise da tabela 3.7 verifica-se que o género Penicillium apresentou igualmente

uma maior ocorréncia neste servigo hospitalar.

Alguns dos géneros identificados nestes servicos foram submetidos a identificagdo
molecular, tendo sido identificado um isolado de Rhizopus oryzae, um de Aspergillus

niger, e um de Fusarium cf. solani a partir de uma amostra de agua.

3.2.6 Fungos encontrados no servico de Hemodialise

Nos servigos de Hemodialise foram isolados 10 colonias de fungos morfologicamente
diferentes, tendo sido trés isoladas a partir de amostras do ar, uma da agua e seis das
superficies. Destes isolados foram identificados 3 isolados de Penicillium sp., 4 de
Aspergillus sp., 1 de Cladosporium sp., 1 de Phoma sp., e 1 de Scopulariopsis sp.,
(tabela 3.8).

Pela observacdo da tabela 3.8 verificou-se uma maior ocorréncia de fungos nas

superficies com a presenc¢a de quatro géneros diferentes.

Dos géneros identificados, Aspergillus sp. foi encontrado em maior numero. Estes
1solados foram submetidos a identificacdo molecular, tendo sido identificado na amostra
de superficie um isolado de 4. flavus, um de A. nidulans € um de A. versicolor e a partir

de uma amostra do ar, um isolado de 4. versicolor.
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Tabela 3.8 Distribui¢ao dos fungos isolados a partir das amostras de ar, agua e
superficies do servigo de Hemodialise.

Géneros Ar Agua Superficies
Penicillium sp. 1 1 1
Aspergillus sp. 1" 0 3"

Cladosporium sp. 0 0 1
Phoma sp. 0 0 1
Scopulariopsis sp. 1 0 0
Total 3 1 6

* Inclui estirpes identificadas por sequenciagio

3.3 Correlacio entre os géneros fiungicos isolados nos diferentes Servicos do

Hospital

Em todos os servigos estudados do Hospital Agostinho Neto foram isolados fungos a

partir das trés fontes ambientais, ar, 4gua e superficies.

Comparando a ocorréncia de géneros fungicos identificados a partir das colheitas
realizadas nos diferentes servigos (Figura 3.2), verifica-se que a maior variedade de
géneros foi encontrada nos servigos de Internamento Cirtrgico ¢ Queimadura (13) e de
Neonatologia (13), seguindo-se no Bloco Operatorio (9) e na Unidade de Hemodialise
(8). Foi no servigo de Oncologia e no servico de Hematologia onde se encontrou uma

menor variedade de géneros fingicos.

Foi igualmente a partir das superficies dos servigos de Internamento Cirlrgico e
Queimadura (9) e de Neonatologia (9) que se isolou uma maior variedade de géneros

fingicos, comparando com as restantes Unidades.

A partir das amostras de ar, foi no Bloco Operatério onde se detectaram mais espécies

fungicas diferentes, potencialmente patogénicos oportunistas.

Apesar da agua canalizada ser comum a todos os servigos, houve muita variagdo na
diversidade e nimero de espécies fungicas isoladas em cada servico. Este facto pode
estar relacionado com a formacdo de biofilmes na canalizagcdo ou nas proprias torneiras
de cada servigo, apés contaminagio ambiental. E de realgar que, enquanto no Bloco

Operatorio e no Servico de Hemodialise foi isolada uma pequena percentagem de
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fungos, na dgua do Internamento Cirargico e Queimadura, e de Oncologia, foi isolado

um elevado niimero de fungos.

Bloco Operatério
Penicillium e
Penicillium \
Aspargiiiis Aspergillus II
Cladosporium |
Phoma Jf'l
enicillium /
Cladosporium " 4
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Figura 3.2 Ocorréncia dos géneros fingicos nos servigos estudados, no Hospital Agostinho Neto
na cidade da Praia em Cabo Verde, isolados a partir de amostras do ar (amarelo), agua (azul)

e de superficies (verde).



Por ultimo ¢ de notar que o género Aspergillus foi encontrado nos diferentes locais em
praticamente todos os servigos, pelo que fica realgada a importincia de melhorar as
condi¢gdes de higiene e assepsia, na medida em que as espécies deste género podem
atuar como patogénicos oportunistas, causando desde reacgdes alérgicas até sérias
infeccdes invasivas. Consequentemente, considerou-se necessario proceder a
identificacdo molecular das espécies a que pertenciam os isolados de Aspergillus sp.,

através do estudo das sequéncias da regido ITS do rDNA.

3.4 Espécies de maior importincia médica e com maior prevaléncia

Segundo a andlise dos resultados anteriormente apresentados, os géneros Penicillium,
Aspergillus, e Cladosporium foram encontrados em maior frequéncia e praticamente em
todos os locais estudados e em elevada percentagem das amostras e sabe-se que em
algumas circunstancias, podem ser patogénicos para determinados grupo de pacientes

hospitalizados.

Os fungos do género Cladosporium sp., geralmente considerados inofensivos para a
saude, podem causar micoses subcutineas em alguns pacientes debilitados quando
inoculados diretamente no organismo, através da introdu¢do de uma sonda, de um
cateter ou durante um corte cirurgico. Outros fungos igualmente comuns, como as
espécies de Penicillium sp., que sdo muito abundantes na natureza, também podem
causar infegdes oportunistas (penicilioses) em pacientes com doengas pulmonares, como
bronquite por exemplo (Kwon-Chung & Bennett 1992). Ainda, as espécies do género
Aspergillus, que sdo ubiquas na natureza, t€ém sido apontadas por varios autores como
sendo uma importante causa de morte por infe¢des oportunistas em diferentes grupos de

pacientes imunocomprometidos.

Até had poucos anos, 4. fumigatus era a espécie deste género considerada mais
patogénica mas, nestas Ultimas décadas, com o aumento do nimero de casos de
debilidade imunolodgica e de outros fatores de risco, como neoplasias, neutropenia
acentuada, corticoterapia, t€ém ocorrido cada vez mais frequentemente infecdes
invasivas por outras espécies de Aspergillus, como por exemplo por A. flavus, A.

terreus, A. niger, A. nidulans, A. versicolor, etc. (Barnes & Marr, 2006).
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No presente estudo também encontramos um leque variado destas espécies, presentes

praticamente em todas as unidades do hospital em estudo (Tabela 3.9).

Tabela 3.9 Identificagdo molecular espécies de Aspergillus isoladas nos diferentes servigos do
hospital Agostinho Neto, da cidade da Praia, em Cabo Verde.

Ar Agua Superficies

Bloco 2- A. versicolor (> seql)*

__________ - 1 *
operatorio | 1- A. unguis (> seq 2)* =2 mger Bese)

1- A. tubingensi (> seq 4)*
1- A. niger (> seq 5)*
1- Aspergillus sp. | = ====m-mm- 1- A. wentii (> seq 6)*
1- A. nidulans (> seq 7)*
1- A. flavus (> seq 8)*

Cirurgia

Servigos 1- A. nidulans (> seq 9)*

com 1- A. westerdijkiae (>seq 10)*
1- A. flavus (> seq 11)*
1-4

. tamarii (> seq 12)*

Internamento | Neonatologia |  ——--—-—--— [ oo

Infeciologia | - | e e
Unidade de .
Greslsn |0 1- Aspergillus sp. | = =—-—--—-—-
Hospital de 1- 4. flavus (> seq 14)*
Dia Unidade de . N 1- A. nidulans (> seq 15)*
Hemodialise I- 4. versicolor (>seq 13) 1- Aspergillus sp.

(> seq)* sequéncias disponiveis no Anexo III.

Observando a tabela 3.9 verificamos que as superficies foram as fontes a partir das
quais se isolou maior numero de estirpes de Aspergillus sp., tendo sido as superficies do
servico de Cirurgia as que apresentaram o maior nimero de ocorréncia destas espécies.
Em alguns dos isolados nao foi possivel fazer a identificagdo até a espécie, uma vez que
o resultado da sequenciagdo da regido ITS do rDNA apresentou uma homologia de 99
ou 100% com mais do que uma espécie quando comparadas com as sequéncias
depositadas na base de dados NCBI. Seria necessario realizar outras abordagens
moleculares para a identificacdo acurada destas espécies, nomeadamente a técnica Multi
Locus Sequence Typing (MLST) em que, estudando diferencas nucleotidicas em varios
genes, seria muito vantajosa nestes casos. No entanto, ainda foram identificados cerca

de nove espécies diferentes do género Aspergillus a partir das colheitas realizadas neste
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hospital: 4. versicolor, A. nidulans, A. niger, A. flavus, A. tubingensis, A. wentii, A.

westerdijkiae, A. unguis e A. tamarii (figura 3.2).

Figura 3.3 Observacdo microscopica das diferentes espécies de Aspergillus identificadas neste estudo.
(A) A. versicolor; (B) A. wentii; (C) A. unguis; (D) A. tubingensis; (E) A. niger; (F) A. westerdijkiae; (G)
A. nidulans; (H) A. flavus e (1) A. tamarii.

Segundo Denning (1998), algumas destas espécies de Aspergillus como A. flavus, A.
niger, ¢ A. nidulans eram classicamente mais responsaveis por infegdes invasivas em
pacientes imunocomprometidos, enquanto outras espécies como A. versicolor, A. wentii,
A. unguis, A. tubingensis, A. niger, A. westerdijkiae e A. tamarii raramente causavam
doenca. No entanto, mais recentemente, tem sido descrito que um niimero cada vez
maior de espécies de Aspergillus, se tém revelado ndo sé patogénicas para os seres
humanos como também se tem constatado serem mais resistentes aos farmacos

antifungicos (Iwen et al. 1998, Smith & Kauffman 2012).
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Capitulo I'V: Consideracées finais e Recomendacdes
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A contaminagdo do ambiente hospitalar ¢ um dos principais fatores para o aparecimento
das infegOes oportunistas em pacientes internados € com sistema imunitario
comprometido. Estas infegdes podem ser responsaveis por uma elevada taxa de

morbilidade e mortalidade destes pacientes e uma prolongada permanéncia no hospital.

A melhoria qualitativa do ambiente microbioldgico hospitalar pode ser um fator
determinante para o bem-estar e sobrevivéncia dos pacientes que possuam debilidade do
sistema imunitario. Segundo Sautour et al., (2009) a qualidade microbiologica do
ambiente hospitalar depende de inumeros fatores, desde a qualidade do ar e agua
circulante no ambiente hospitalar, ocorréncia de obras de renovagao no hospital ou nas
proximidades e o cumprimento das normas internas de higiene e seguranga por

profissionais da satde.

O hospital em estudo tem sido, ao longo destes ultimos anos, alvo de avultadas obras de
manuten¢do e expansdo como resposta ao aumento da necessidade de prestacdo de
servigos de saude, tdo necessarias ao prolongamento da sua vida util e & ampliacdo das
suas valéncias. No entanto, tem sido numerosas vezes relatado que a realizagao de obras
em institui¢des hospitalares ¢ responsavel pelo aumento significativo das infe¢des
hospitalares em doentes imunologicamente fragilizados, tanto durante como apds as
obras, pois estas fomentam a dissemina¢do de microrganismos, incluindo fungos
(Joseph 2006). Sendo assim, considera-se necessario proceder-se a uma avaliacdo
regular da presenca de fungos no ambiente interno das instituicdes hospitalares que
possuam servigos com doentes de risco para infegdes fungicas oportunistas, a fim de se
poderem adotar as medidas profilaticas adequadas que conduzam a uma diminui¢do do

numero de casos de infe¢cdes nosocomiais.

No presente estudo foi feita a avaliagdo epidemioldgica dos fungos presentes no ar, agua
e superficies no interior de alguns servigos do Hospital Agostinho Neto, na cidade da
Praia, ilha de Santiago, Cabo Verde. Em todas as amostras recolhidas para o estudo
verificou-se a existéncia de fungos, sendo que em algumas placas de petri ndo foi
possivel a sua identificacdo devido ao répido crescimento de outras colonias de fungos
que se sobrepuseram aquelas, impedindo o seu isolamento. As amostras de superficies

. , O] ’ . 2 .
foram as que apresentaram maior nimero de colonias fungicas (2696 ufc/m”), seguidas
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das provenientes da agua (685 ufc/m’) e por fim, em menor quantidade, do ar (393
ufc/m®). No entanto perante esses resultados positivos podemos justificar a hipotese de
que tanto a dgua, o ar como as superficies inanimadas existentes no interior do hospital
Agostinho Neto, podem desempenhar um papel importante como fatores de risco para a

transmissdo de fungos responsaveis por infegdes invasivas oportunistas.

Por exemplo, alguns fungos como as espécies do género Aspergillus, que podem ser
infecciosas e letais para pacientes muito debilitados, foram encontradas, tanto nas
amostras do ar, da 4gua como das superficies, alertando para a necessidade de uma

maior atengao sobre a seguranga e o bem-estar dos doentes que utilizam o hospital.

Deste modo, no final deste trabalho pretendemos deixar algumas sugestdes ou
recomendacdes gerais no sentido de poder vir a minimizar os fatores de risco de

contaminagdes fungicas associados ao ar, a agua e as superficies:

e Implementagdo de um sistema de controlo e melhoramento da qualidade do ar
interno circulante nas unidades mais criticas do hospital;

e Um maior controle da qualidade microbioldgica da dgua canalizada;

e Uma maior atengdo para com a limpeza e desinfecdo das superficies inanimadas
(incluido superficies das bandejas dos aparelhos de ar condicionado, para além
das mesas-de-cabeceira, cabeceiras das cama, portas, janelas e bancadas);

e Aumento da vigilancia epidemioldgica das unidades do hospital frequentadas
por pacientes em estado mais critico ou debilitados imunologicamente, tais
como Bloco Operatério e Servicos de Infeciologia e Neonatologia;

e Sensibilizacdo dos profissionais de saide para os cuidados a ter com a
contaminagao indireta dos pacientes através de maos e utensilios contaminados e
sobre a exposi¢do dos pacientes a contaminantes ambientais pela abertura das

janelas para arejamento das alas.

Como perspetivas futuras seria importante dar continuidade a este estudo alargando
essas medidas de sensibilizacao e medidas preventivas a outros hospitais com servigos
de cuidados especiais e internamento de pacientes imunologicamente debilitados.
Também seria bom desenvolver um trabalho estatistico sobre a ocorréncia de infe¢des
fingicas nosocomiais ndo s6 no hospital Agostinho Neto, como em outros hospitais, e

relaciona-las com os fatores de riscos apresentados neste estudo.
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Anexo [

Anexo I Distribui¢ao da mortalidade por Servigos do Hospital Agostinho Neto, cidade da
Praia, Ilha de Santiago, Cabo Verde, no ano de 2009.

Doentes Obitos Taxa Mortalidade
Internados Internos (%)

Servicos

Ortotraumatologia 1269 10 0,8

Internamento de
Pediatria

BUP! 1296 27 2,1

1333 16 1,2

Neonatologia 642 38 5,9

Oftalmologia 439 0 0

' BUP - Banco de Urgéncia da Pediatria, > BUA - Banco de Urgéncia para Adulto
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Anexo I1

\'f

fl'\

Universidade do Minho

Escola de Ciéncias - Departamento de Biologia

METODOLOGIA DAS COLHEITAS

1 - Locais a estudar no Hospital Agostinho Neto — Praia em Cabo Verde
Bloco operatorio (B):

- Sala de preparacao (BP).
- Sala de operagoes (BO).
- Sala de Recobro

- Sala pos-operatorio

- Corredor do bloco operatorio
Sala de Internamento (I) de:
- Unidade de Hemodialise (UH).
- Unidade de Neonatologia (UN)
- Unidade de Oncologia (U.O)
- Internamento de Infeciologia (I I)
- Internamento de Cirurgia (I1.C)
Ar exterior envolvente do hospital (AE) - controle.

(no exterior das janelas do hospital)

2 - Amostras a colher em cada sala

- Superficies — mesas do trabalho, mesas-de-cabeceira, bandejas de ar condicionado e de

objectos e equipamentos existentes;
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- Ar atmosférico de cada local;
- Agua corrente usada em cada local;
B.O. — Bloco Operatorio
B.O.R. — Bloco Operatorio Sala de Recobro
B.O.P. — Bloco Operatorio Sala de Preparacao
B.O.J. — Bloco Operatorio Janela do corredor
B.O.C. — Bloco Operatorio corredor de acesso direto a bloco operatorio
LN. - Internamento de Neonatologia
LN.B. - Internamento de Neonatologia Bandeja de ar condicionario
L.N. C- Internamento de Neonatologia Controlo
U.O. - Unidade de Oncologia
LI - Internamento de Infeciologia
I.C.- Internamento Cirargico
U.H.- Unidade de Hemodialise

A.A. - Agua autotanque

70



LOCAL DA COLHEITA Bloco Operatoério DATA / /
o . Dia - N° dos Género Espécies
N Tipo de Amostra Inocul. Colonias observadas Tubos (identifica¢do convencional) (identificagio molecular)

B.O.1 Agua 17/01 | A-6 coldnias de cor branca B.O.1.A Acremonium sp
B-7 col. verde-escura B.O.1.B Cladosporium sp
C-35 col. verde clara B.O.1.C Penicillium sp.
D-3 col. branca esverdeada B.O.1D Sem crescimento

B.0.2 Ar 17/01 | A-1-col. verde-escura B.O.2.A Cladosporium sp. Cladosporium cladosporioides
B-6-col. verde/branca B.O.2B Aspergillus sp. Aspergillus versicolor

B.O.3 Superficie da mesa de A-17-col. branca e verde B.O.3.A Penicillium sp. Penicillium chrysogenum

operagdes
B.O.R.1 Ar A-1-col. branca penugenta B.OR.1.A

B-3-col. verde-escura B.O.R.1.B
C-4-col. branca/verde B.O.R.1.C
D-15-col. verde-clara B.O.R.1.D
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B.O.R2 Superficie da Mesa A-79- col. verde clara B.O.R2.A Penicillium sp.
B-2- col. amarela/cast B.O.R.2.B Aspergillus sp. Aspergillus niger
C- 31- col. branca B.O.R.2.C Penicillium sp.
B.O.P.1 Superficie da A-25- col. verde clara B.O.P.1.A Penicillium sp. Penicillium chrysogenum
cabeceira da cama
B-16- col. verde/branca B.O.P.1.B Penicillium sp.
C-1- col. verde-escura B.O.P.1.C Penicillium sp.
B.O.P.2 Ar A-4 col. verde-escura B.O.P.2.A Cladosporium sp
B-3 col. verde-clara B.O.P.2.B Aspergillus (16) Aspergillus versicolor
C-6 col. branca B.O.P.2.C Penicilliun sp
D-1 col. branca penugenta B.O.P.2.D Aspergillus (3) Aspergillus unguis
E- col. branca B.O.P.2.E Phoma sp.
Superficie da janela do B.O.J.A
B.OJ. corredor do bloco 17/01 | A-135 col. verde clara Penicilliun sp.
operatério
B-52 col.verde/branca B.OJB Penicilliun sp.
B.O.C A-2 col. verde-escura B.0.CA

Ar do corredor de
acesso direto ao B.O.

Cladosporium sp
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B-1 col. branca peluda B.0.C.B Penicillium sp. Penicillium brevicompactum
C-6 col. esverdeada B.O.C.C Penicillium sp.
D-4 col. verde clara B.0.C.D Penicillium sp.
I.C.9 Sala do pds-operatodrio A-3-col. verde-escura I.LCO.A Cladosporium sp
B-2-col. verde-clara I.C.9.B Penicillium sp.
LOCAL DA COLHEITA Internamento de Neonatologia DATA / /
o . Dia - N° dos Género Espécies
N Tipo de Amostra Inocul. Colénias observadas Tubos (identificaciio convencional) (identificaciio molecular)
LN.1 Agua A-10-col. levedura IN.I.A Geotrichum sp. Galactomyces geotrichum
B-2-col. verde-escura ILN.1.B Cladosporium sp.
C-5-col. branca penugenta IN.1.C Sem crescimento
D -12 col. verde-clara LN.1.D Penicillium sp.
IN.2 Ar A-1-col. verde-escura IN.2.A Cladosporium sp. Cladosporium sphaerospermun
B-1-col. verde/branca IN.2.B Cladosporium sp.
C-1-col. branca IN.2.C Sem crescimento
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LN.B1 Bapdeja ar A-13-col. verde-escura IN.B.1.A Aspergillus sp. Aspergillus nidulans
condicionado 1
B-5-col. branca IN.B.1.B Sem crescimento
C-4 col. branco penugenta LN.B.1.C Chaetomium sp.
D-1-col. violeta clara ILN.B.1.D Paecilomyces lilacinus
LN.B2 Bandeja ar A-14 col. verde-escura IN.B.2.A Cladosporium sp
condicionado 2
B- 3 col. branca/amarela IN.B.2.B Aspergillus sp Aspergillus westerdijkiae
C- 2 col. branca/castanha LN.B.2.C Aspergillus sp Aspergillus flavus
D- 2 col. verde/acastanhada | LN.B.2.D Bipolaris sp.
E- 4 col. creme acastanhada | LN.B.2.E Scopulariopsis sp.
LN.B3 Bandeja ar A- 34 col. verde-escura LNB.3.A Cladosporium sp.
condicionado 3
B- 2 col. esverdeada ILN.B.3.B Alternaria sp.
penugenta
C- 10 branca penugenta IN.B.3.C Alternaria sp.
D- 2 branco amarelado IN.B.3.D Aspergillus sp. Aspergillus tamarii
Controlo
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LN. Ar exterior da janela A- 3 col. verde-escura ILN.C.A Contaminagao
B- 1 col. branca penugenta | LN.C.B «“
C- 32 col. verde-clara ILN.C.C “
LOCAL DA COLHEITA Unidade de Oncologia DATA /
o . Dia L . N° dos Género
N Tipo de Amostra Inocul. Colonias observadas Tubos (identificacio convencional)
U.0.1 Ar A-12 col. verde-escura U.O.1.A Penicillium sp.
B-3 col. branca-verde U.0.1.B Penicillium sp.
C-18 col. verde/cinzenta U.0.1.C Penicillium sp.
D-4 col. branca/verde U.0.1.D Penicillium sp.
U.0.2 Superficie do brago da A -37 col. verde-clara U.02.A Penicillium sp.
almofada de
quimioterapia
B-9 col. branca compacta U.0.2.B Penicillium sp.
C-2-col. verde-escura U.0.2.C Sem crescimento
U.03 Agua A-2 col. branca espessa U.O3.A Rhizopus sp. Rhizopus oryzae ou R. arrhizus
B-25 col. branco espessa U.0.3.B Aspergillus sp. Aspergillus niger
C-2 col. branca penugenta U.0.3.C Verticillium sp.
D-1 col. branca/creme U.0.3.D Fusarium sp. Fusarium cf. solani

75




LOCAL DA COLHEITA Internamento de Infeciologia DATA /
N° Tipo de Amostra Dia Colonias observadas N° dos Género Espécies
Inocul. Tubos (identificacio convencional) (identificacio molecular)
LI.1 Ar 18/01 A-1 col. verde-escura LL1A Penicillium sp. Penicillium chrysogenum
B-14 col. verde-clara LL1.B Penicillium sp. Penicillium chrysogenum
C-1 col. esverdeada LL1.C Cladosporium sp
L1.2 Agua 18/01 A-8 col. branca LI2.A Penicillium sp. Penicillium crustosum
B-7col. castanha clara LL2.B Candida sp. Candida stellimalicola
C-1 col. branca rosada LL2.C Byssochlamys nivea
D-3 col. verde-escura LI.2.D Sem crescimento
E-2 col. verde-clara LL2.E Penicillium sp.
I.I.3 Superf. Mesa-de- 18/01 A-82-col. Verde clara LLI.3.A Penicilliun sp.
cabeceira 1
I.1.4 Superf. Mesa-de- 18/01 A-47-col.verde clara I.I.4.A Penicilliun sp.
cabeceira 2
B-3-col. Branca L.LI.4.B Penicilliun sp.
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LOCAL DA COLHEITA Intenamento Cirdrgico DATA /
o . Dia - N° dos Género Espécies
N Tipo de Amostra Inocul. Colénias observadas Tubos (identificacio convencional) (identificacdo molecular)
L.C.1 Ar sala de queimadura A-4 col. verde-escura LC.1.A Sem crescimento
B-2 col. branca I.C.1.B Aspergillus sp. (7) Aspergillus sp.
Ar sala com pacientes
L.C.2 idosos debilitados e A-3 col. verde-clara LC2.A Penicillium sp.
diabéticos
I.C3 Agua A-2 levedura L.C3.A Sem crescimento
B-1 col. branca/rosa I.C.3.B Acremonium sp.
C-1 col. verde-escura I.C.3.C Cladosporium sp.
D-1 col. verde-clara L.C3D Sem crescimento
L.C4 Janela da sala A-4 col. amarela 1L.C4.A Aspergillus s Aspergillus tubingensis
e queimadura ' T Pers p- pers &
B-2 col. levedura 1.C.4.B Candida parapsilosis Candida parapsilosis
C-3 col. branca/rosa I.C4.C Rhodotorula sp. Rhodotorula
D-6 col. branca espessa 1.C4D Mucor sp
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Mesa-de-cabeceira

LC.5 internamento cirargico A-4 col. verde-clara LLCS5.A Penicillium sp.
variado 1
B-4 col. amarela LC5.B Aspergillus sp. Aspergillus niger
C-3 col. castanha clara L.C.5.C Fusarium sp. Fusarium equiseti
D-6 col. verde-escura LC5.D Sem crescimento
E-7 col. branca espessa LCS.E Sem crescimento
F- 2 col. amarela/branca LCSF Aspergillus sp. Aspergillus wentii
G- 3 col. vermelha LC5.G Sem crescimento
Mesa-de-cabeceira
LC.6 internamento A-2 col. verde-escura I.C.6.A Cladosporium sp.
de cirurgia
B-13 col. verde/branca 1.C.6.B Penicillium sp. Penicillium chrysogenum
C-2 col. branca espessa I.C.6.C Bipolaris sp.
D- 1 col. amarela/verde 1.C.6.D Aspergillus sp. Aspergillus nidulans
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Mesa-de-cabeceira de
sala com pacientes A-22 col. branca/verde . .
I.C.7 ‘dosos  debilitados e clara L.C.7.A Aspergillus sp. Aspergillus flavus
diabéticos
1])31311_3 col. - leveduriforme I.C.7.B Candida parapsilosis Candida parapsilosis
C-1 col branca I.C.7.C Candida sp. C. parapsilosis
. Cladosporium sp.
1.C.8 Mesa-de-cabeceira de A- 3 col. verde-escura LC.8.A +
sala de queimados .
Aspergillus sp.
B-4-col. branca I.C.8.B Penicilliun sp.
LOCAL DA COLHEITA Unidade de Hemodidlise DATA / /
0 . Dia L. N° dos Género Espécies
N Tipo de Amostra Inocul. Coldnias observadas Tubos (identifica¢do convencional) (identifica¢io molecular)
U.H.1 Bande;j a do Ar A-11 col verde-claro UH.1.A Penicilliun sp.
condicionado T
B-10 col branco/verde Aspergillus sp. Aspergillus flavus
U.H.1.B
claro
C-1 col amarela Aspergillus sp. Aspergillus nidulans
UH.1.C
esverdeado
U.H.2 Ar A-3 col creme UH.2.A Scopulariopsis sp.
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B-1 col amarela U.H.2.B Penicillium sp.
C- 3 col verde-claro U.H.2.C Aspergillus sp. Aspergillus versicolor
U.H.3 Superficie de cama A-1 col verde-escuro U.H.3.A Cladosporium sp.
. Aspergillus versicolor ou
B-1 col branco especo U.H.3.B Aspergillus sp Aspergillus nidulans (duvida)
C-7 col verde-claro U.H.3.C Phoma + Penicillium sp.
U.H.4 Agua A-1.col. branca plana UHA4.A Penicillium sp.
Controlo da agua do hospital
Agua do autotanque A-1 col Branco AAA Geotrichum sp. Galactomyces geotrichum
B- 6 col branca plana A.AB Penicillium sp. Penicillium chrysogenum
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Anexo II1

<<Seq 1
TGATCCGAGGTCACCTGAAAAAAATGGTTGGAGACGTCGGCTGGCGCCCGG
CCGGCCCTAATCGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACA
CGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGETCCCCCGGGGGGGACGACGACCCA
ACACACAAGCCGGGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCC
CCCGGAATGCCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTG
AATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAGTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCC
GGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGACTGATTTTATATTCAGACTC
AGACTGCATCACTCTCAGGCATGAAGTTCAGTAGTCCCCGGCGGCT>>

<< Seq 2
CCAACCTCCCACCCTTGAATACTGAACACTGTTGCTTCGGCGGGGCGTCCCC
CTGGAACTCTCCGGGAGGGGCAAGCCGCCGGAGACCACCGAACTTCATGCC
TGAGAGTGATGCAGTCTGAGCCTGAAATATAAATCAGTCAAAACTTTCAAC
AATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTG
CGCCCCCTGGCATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTT
CAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCGGGGGACGGACCCGA
AAGGCAGCGGCGGCACCGTGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCAC
CCGCTCGATTAGGACCGGCCGGGCGCCCGCCGGCGTCAAACCCCAATCTTT
CTAAGGTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA>>

<<Seq3
GTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTACCGAGTGCGGGTCCTTTGGGCCCA
ACCTCCCATCCGTGTCTATTGTACCCTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGCTTGT
CGGCCGCCGGGGGGGCGCCTCTGCCCCCCGGGCLCCGTGLCCCGCCGGAGACC
CCAACACGAACACTGTCTGAAAGCGTGCAGTCTGAGTTGATTGAATGCAAT
CAGTTAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACG
CAGCGAAATGCGATAACTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAG
TCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTCCGA
GCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTTGGGTCGCCGTCCCCCTC
TCCGGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGATCCTCGA
GCGTATGGGGCTTTGTCACATGCTCTGTAGGATTGGCCGGCGCCTGCCGACG
TTTTCCAACCATTCTTTCCAGGTTGACCTCGGATCA>>

<<Seq 4

CTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGAAAAAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGG
CGCCGGCCAATCCTACAGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATC
GGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGAC
GGCGACCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACA
GGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGAT
GATTCACTGAATTCTGCAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTC
ATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATT
CAATCAACTCAGACTGCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGG
CGGGCACGGGCCCGGGGGGCAAAGGCGLCLCCCCCGGCGGCCGACAAGCGG

CGGGCCCGCCGAAGCAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTGGGC
C>>

<<Seq 5
TCAACCTGGAAAAAATGGTTGGAAAACGTCGGCAGGCGCCGGCCAATCCTA
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CAGAGCATGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCC
GCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCCGGAGAGGGGGACGGCGACCCAACACAC
AAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAA
TACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTG
CAATTCACATTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATTGATGCCGGAACC
AAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCATTCAATCAACTCAGACT
GCACGCTTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGGGTCTCCGGCGGGCACGGGCCCG
GGGGGCAAAGGCGCCCCCCCGGCGGCCGACAAGCGGLCAGGGLCCCGCCGAAG
CAACAGGGTATAATAGACACGGATGGGAGGTTG>>

<< Seq 6

GATCCGAGGTCACCTGGTTAAAAAAAGGTTGGTGGTCGGCAGGCGCCGGCC
GGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACGCG
GTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGAAGGGGACGGCGACCCA
ACACACAAGCCGTGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCC
CCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGA
ATTCTGCAATTCACATTAATTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCG
GAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGTTTTAACGATTAAATAAATCGACTCA
GACTGCAACCTTCAGACAGTGTTCGTGTTGGTGTCTCCGGCGGGCGCGGGCC

CGGGGGCGAGATGCCCCCCGGCGGCCACGAATGGCGGGCCCGCCGAAGCA>
>

<<Seq7
CTGATCCGAGGTCAACCTGAGAAAAATAAGGTTGGAGACGCCGGCTGGCGC
CCGGCCGGCCCTAATCGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCG
GACACGGTGCCGCCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGGGGGACGACGA
CCCAACACACAAGCCGGGCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATG
CCCCCCGGAATGCCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCA
CTGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAGTTCGCTGCCTTCTTCATCGAT
GCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGA>>

<<Seq 8
TGGAAAAGATTGATTTGCGTTCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGG
GTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTT
TGGGGCCCGTCCCCCCCGGAGAGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCGTG
CTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGG
GGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCA
CACTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGAT
CCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCGATACAATCAACTCAGACTTCACTA
GATCAGACAGAGTTCGTGGTGTCTCCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGCTGAGA
GCCCCCGGCGGCCATGAATGGCGGGCCCGCCGAAGCAACTAAGGTACAGTA
AA>>

<<Seq9
AACCTCCCACCCGTGACTACCTAACACTGTTGCTTCGGCGGGGAGCCCCCTA
GGGGCGAGCCGCCGGGGACCACTGAACTTCATGCCTGAGAGTGATGCAGTC
TGAGCCTGAATACAAATCAGTCAAAACTTTCAACAATGGATCTCTTGGTTCC
GGCATCGATGAAGAACGCAGCGAACTGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAA
TTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGCATTCCGG
GGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGCCCGGCTTGTGTGTT
GGGTCGTCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGCGGCACCAT
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GTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCGATTAGGGCCGGCC
GGGCGCCAGCCGGCGTCTCCAACCTT>>

<<Seq 10
CCAACCTCCCACCCGTGTATACCGTACCTTGTTGCTTCGGCGAGCCCGCCCC
CCTTCCTTAGGGGTGGCACAGCGCTCGCCGGAGACACCAACGTGAACACTG
TCTGAAGTTTTGTCGTCTGAGTCGATTGTATCGCAATCAGTTAAAACTTTCA
ACAATGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGAT
AATTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCACAT
TGCACCCCCTGGTATTCCGGGGGGTATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCC
TCAAGCACGGCTTGTGTGTTGGGTCGTCGTCCCCCCCGGGGGACGGGCCCG
AAAGGCAGCGGCGGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCA
CCCGCTCTTGTAGGCCCGGCCGGCTGCTGGCCGACGCTGAAAAGCAACCAA
TTTATTTCTCCAGGTTGACCTCGGATC>>

<< Seq 11
GTCAACCTGGAAAAAGATTGATTTGCGTTCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTA
CAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGLC
GCTGCCTTTGGGGCCCGTCCCCCCCGGAGAGGGGACGACGACCCAACACAC
AAGCCGTGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGA
ATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACGGAATTCT
GCAATTCACACTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAAC
CAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCGATACAATCAACTCAGA
CTTCACTAGATCAGACAGAGTTCGTGGTGTCTCCGGCGGGCGCGGGCCCGG
GGCTGAGAGCCCCCGGCGGCCATGAATGGCGGGCCCGCCGAAGCAACTAA
GGTACAGTAAACACGGGTGGGAG>>

<< Seq 12
AGTGGGGTATCCCTACCTGATCCGAGGTCAACCTGGAAAGAATGGTTGTTTT
GCGTTCGGCAAGCGCCGGCCGGGCCTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATA
CGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCCGCCGCTGCCTTTGGGGCCCGTCCCCCCC
GAAGAGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCGTGCTTGATGGGCAGCAAT
GACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGACTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACACTAGTTATCGCATTT
CGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTT
AACTGATTGCGATACAATCAACTCAGACTTCACTAGATCAGACAGAGTTCG
TGGTGTCTCCGGCGGGCGCGGGCCCGGGGGCTGATGCCCCCCGGCGGCCTT
AAAGGCGGGCCCGCCGAAGCAACTAAGGTTACAGTAAACACGGGTGGGAG
GTTG>>

<<Seq 13
TCAACCTGAAGAAAAATGGTTGGAGACGTCGGCTGGCGCCCGGCCGGCCCT
AGTCGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACACGGTGCCG
CCGCTGCCTTTCGGGCCCGTCCCCCGGGGGGGACGACGACCCAACACACAA
GCCGGGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAAT
GCCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGC
AATTCACATTACTTATCGCAGTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCA
AGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTGACTGATTTTATATTCAGACTCAGACTGC
ATCACTCTCAGGCATGAAGTTCAGTAGTCCCCGGCGGCTCGCCCCCGAGGG
GGTTCCCCGCCGAAGCAACAGTGTTAGGTATTCACGGGTGGGAGGTTGGGC
GC>>
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<< Seq 14
GAGGTCAACCTGGAAAAAGATTGATTTGCGTTCGGCAAGCGCCGGCCGGGC
CTACAGAGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGATCGGACGCGGTGCC
GCCGCTGCCTTTGGGGCCCGTCCCCCCCGGAGAGGGGACGACGACCCAACA
CACAAGCCGTGCTTGATGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCC
GGAATACCAGGGGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACGGAAT
TCTGCAATTCACACTAGTTATCGCATTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGG
AACCAAGAGATCCATTGTTGAAAGTTTTAACTGATTGCGATACAATCAACTC
AGACTTCACTAGATCAGACAGAGTTCGTGGTGTCTCCGGCGGGCGCGGGCLC
CGGGGCTGAGAGCCCCCGGCGGCCATGAATGGCGGGCCCGCCGAAGCAACT
AAGGTACAGTAAACACGGGTGGG>>

<< Seq 15
TGAGAAAAATAAGGTTGGAGACGCCGGCTGGCGCCCGGCCGGCCCTAATCG
AGCGGGTGACAAAGCCCCATACGCTCGAGGACCGGACACGGTGCCGCCGCT
GCCTTTCGGGCCCAGTCCCCCGGGGGGGACGACGACCCAACACACAAGCCGG
GCTTGAGGGCAGCAATGACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATGCCAGG
GGGCGCAATGTGCGTTCAAAGACTCGATGATTCACTGAATTCTGCAATTCAC
ATTACTTATCGCAGTTCGCTGCGTTCTTCATCGATGCCGGAACCAAGAGATC
CATTGTTGAAAGTTTTGACTGATTTGTATTCAGGCTCAGACTGCATCACTCT
CAGGCATGAAGTTCAGTGGTCCCCGGCGGCTCGCCCCTGGGGGGCTCCCCG
CCGAAGCAACAGTGTTAGGTAGTCACGGGTGGGAGGT>>
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