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_Resumo

A epidemiologia das infecdes fungicas invasivas tem vindo a alterar-se com
0 surgimento de novos agentes etioldgicos. A Rede Nacional de Vigilancia
Laboratorial de Infecdes Fungicas Invasivas e Subcutaneas (IFl) teve inicio
em 2013 com o objetivo de melhor compreender a epidemiologia destas
infecdes em Portugal. O objetivo deste estudo é analisar os dados obtidos
através da Rede entre junho de 2013 e setembro de 2018. Os laboratérios
participantes asseguram a comunicagao dos casos de IFls ao Laboratorio
Nacional de Referéncia do INSA, enviando amostras biolégicas ou isola-
dos, acompanhados de um inquérito contendo informagdes demograficas,
laboratoriais e avaliagbes clinicas dos doentes com suspeita de infegéo
fungica. O estudo incluiu: i) casos de infecao fungica invasiva (IFl) por
fungos filamentosos/dimorficos, i) casos de IFl provavel, de acordo com
os critérios estabelecidos pelo EORTC/MSG 2008, e iii) casos de infegdes
fungicas subcutaneas. As infecdes por leveduras ndo foram incluidas. Entre
junho de 2013 e setembro de 2018, foram incluidos 52 casos, distribuidos
da seguinte forma: IFI comprovada (por fungos filamentosos) (n=9); Infecéo
fungica subcutanea (n=17); Infegdo por fungos dimoérficos endémicos (n=9),
totalizando 67% de casos de IFI comprovados (n=35) e 33% de casos IFl
provavel (n=17). Os dados obtidos chamam a aten¢édo para a grande diver-
sidade de espécies envolvidas em infecdes fungicas profundas, com impli-
cagdes para o diagndstico clinico/laboratorial bem como para o tratamento
destas infegdes.

_Abstract

The epidemiology of deep fungal infections has been changing with the
emergence of new species as etiological agents. The National Laboratory
Surveillance Network for Invasive and Subcutaneous Fungal Infections (IFls)
began in 2013 with the aim of better understanding the epidemiology of inva-
sive and subcutaneous fungal infections in Portugal. The goal of this study
is to analyse the data obtained from this Network between June 2013 and
September 2018. The participating laboratories ensured the reporting of
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suspected or confirmed IFls cases to the National Reference Laboratory of
INSA, by sending biological samples or isolates, accompanied by a survey
containing demographic information, laboratory and clinical evaluation of
patients with suspicion of having an IFls. The study included: i) cases of inva-
sive fungal infection (IFl) caused by filamentous/dimorphic fungi, ii) cases of
probable IFl, according to the criteria established by EORTC/MSG 2008, and
iii) cases of subcutaneous fungal infections. Yeast infections were not inclu-
ded. Between June 2013 and September 2018, 52 cases were included. The
cases were distributed as follows: Proven IFl (by filamentous fungi) (n=9);
Subcutaneous fungal infection (n=17); Infection due to endemic dimorphic
fungi (n=9), totalizing 67% of proven IFl cases (n=35) and 33% of probable
IFI cases (n=17). The obtained data raise the awareness to the great diversi-
ty of species involved in deep fungal infections, with implications to the
clinical/laboratory diagnosis of these infections as well as their treatment.

_Introdugéo

Nas Ultimas décadas tem-se observado um aumento da inci-
déncia de infegbes fungicas profundas, devido principalmen-
te a uma maior utilizacdo de procedimentos invasivos e ao
aumento da prescricao de terapéutica (). A epidemiologia
destas infecoes tem vindo a modificar-se com a emergéncia
de novas espécies enquanto agentes de infecdo fungica (2).

A Rede Nacional de Vigilancia Laboratorial das Infecdes Inva-
sivas e Subcutaneas (IFls) iniciou-se em 2013 com o objetivo
de melhor conhecer a epidemiologia das infecdes fungicas in-
vasivas e subcutaneas em Portugal.
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A componente laboratorial da Rede IFIs é assegurada por 15
laboratérios de microbiologia de unidades hospitalares per-
tencentes ao Servico Nacional de Saude (SNS) (figural). Os
laboratérios participantes asseguram a comunicagao dos
casos suspeitos e/ou confirmados de IFls ao Laboratdrio Na-
cional de Referéncia para Infecdes Parasitarias e Flungicas
do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge (INSA),
com o envio de amostras bioldgicas e/ou isolados fungicos,
acompanhadas de um inquérito no qual consta informagao
demografica, laboratorial e clinica dos doentes com IFls. O
Laboratdrio do INSA efetua a caracterizagédo fenotipica e mo-
lecular dos isolados recebidos e analisa 0s casos obtidos da
Rede IFls.

Figura 1: Distribuicdo geografica das unidades hospitalares

participantes na Rede Nacional para Vigilancia La-
boratorial das Infegdes Flngicas Invasivas e Sub-
cutaneas (5 distrito de Lisboa; 3 distrito do Porto e
1 laboratdrio nos restantes distritos assinalados).
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_Objetivo

Anélise dos dados de obtidos através da Rede Nacional para
Vigilancia Laboratorial das Infe¢des Fungicas Invasivas e Sub-
cutaneas entre junho de 2013 e setembro de 2018.

_Material e métodos

Recolha de dados

Cada unidade hospitalar designou um responsavel por reunir
ainformagao clinica, laboratorial e epidemioldgica, dos casos
a notificar a Rede através do preenchimento de inquérito de-
senhado para o efeito. O formulario inclui os dados demogra-
ficos do doente, os dados clinicos, micoldgicos e fatores do
hospedeiro que podem potenciar o aparecimento de IFls. Do
inquérito constam ainda questdes relativas a fatores de risco
para infecdo fungica invasiva, bem como questoes sobre a
terapéutica e o outcome 30 dias apoés tratamento.

Os fatores de risco foram divididos em trés grupos: 1) fatores
de imunossupressao (quimioterapia, transplante de medula
hematopoiético, transplante de medula 6ssea alogénico, trans-
plante de 6rgéo solido, infecdo HIV/SIDA, outro disturbio com
necessidade de imunossupressao); 2) trauma/intervencao
(internamento na unidade de cuidados intensivos (UCI), cirurgia
invasiva, queimadura, traumatismo penetrante; 3) doencas
cronicas/fatores comportamentais (alcoolismo, doenca pulmo-
nar obstrutiva crénica (DPOC), diabetes mellitus, doenca
renal/hepética cronica, viagem a regido de infecoes fungicas
endémicas, nascimento prematuro).

Critérios de incluséo

Foram incluidos nesta analise: i) casos de infecdo fungica
invasiva (IFl), causadas por fungos filamentosos/dimorficos,
comprovadas por microscopia ou cultura positiva a partir de
amostras estéreis, colhidas por biépsia ou por pungao, ii)
casos com diagnéstico de IFI provavel segundo os critérios
estabelecidos pelo EORTC/MSG (European Organization
for Research and Treatment of Cancer/Invasive Fungal
Infections Cooperative Group and the National Institute of
Allergy and Infectious Diseases Mycoses Study Group) (3),
quando devidamente fundamentados, nomeadamente: iso-
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lamento de fungos filamentosos a partir de amostras respi-
ratérias, provenientes de doentes com fatores de risco para
IFI (de acordo com os critérios estabelecidos e devidamente
referenciados no inquérito clinico) e iii) casos de infegdes
fungicas subcutaneas. Nao foram inclufdos no estudo as
infegdes por leveduras.

Identificacé@o dos fungos isolados em cultura

Sempre que se observou uma cultura positiva, 0s fungos
isolados foram enviados ao INSA para identificagdo da
espécie/género. Numa primeira fase, os fungos isolados
foram identificados com base na observagao da sua morfolo-
gia macro e microscépica, de acordo com o descrito no atlas
de identificacdo (4). Para confirmagdo da identificacdo ao
nivel da espécie, efetuou-se extracdo do DNA total das col6-
nias fungicas por sequenciagao da regiao ITS (internal trans-
cribed spacer) do DNA ribossomal (5) ou, no caso do género
Aspergillus, sequenciando a regiao codificante para a protei-
na calmodulina. As sequéncias obtidas foram comparadas
com as sequéncias depositadas em bases de dados Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) - National Center for
Biotechnology Information/US National Institutes of Health
e Westerdijk Fungal Biodiversity Institute.

_Resultados

No periodo compreendido entre junho 2013 e setembro de
2018 foram incluidos 83% dos casos notificados a Rede
(52/63) provenientes de 13 distritos de residéncia do doente,
sendo a maioria do distrito de Lisboa (grafico 1).

Os casos declarados a Rede distribuiram-se do seguinte
modo: IFI comprovada (por fungos filamentosos) (n=9), infecéo
subcutanea comprovada (excluindo fungos dimoérficos) (n=17);
infecdo por fungos dimérficos endémicos (n=9), totalizando
67% de IFI comprovadas (n=35) e 33% de IFI provaveis (n=17)
(tabela 1).

Em geral, as infegOes fungicas foram mais frequentemente
notificadas nos individuos do género masculino (n=36), nao
se tendo observado, no entanto diferenga quanto ao género

2019

ndmero

nas infecoes fungicas subcutaneas. A mediana das idades
do total de doentes foi de 59 anos (3-90 anos).

A anélise dos casos revelou uma predominancia de infegdes
localizadas (n=46), tendo-se observado infe¢cdes dissemina-
das em apenas 6 casos. Destes, 3 foram classificados como
IFl provada, 1 como IFl provével e 2 doentes com infegao por
fungos dimérficos endémicos.

Relativamente ao outcome, foi possivel ter resposta em
40% (n=21) dos casos, tendo-se verificado resposta par-
cial/completa a terapia (n=12), sem resposta a terapia (n=2)
ou Obito devido a infecdo fungica (n=7). Nestes 21 casos a
letalidade relacionada a IFI foi de 33,3% (7/21) (tabela 1).

Em 67% dos casos (n=35) obteve-se resposta para a questao
relativa aos fatores de risco, tendo-se observado que a maioria
dos casos (n=27) apresentou apenas um fator de risco, enquan-
to oito casos apresentaram dois ou mais fatores de risco. Os fa-
tores risco do grupo “Doencas créonicas/Fatores comportamen-
tais”, foram os mais frequentemente assinalados nas infecdes
por fungos dimdrficos endémicos (Histoplasma capsulatum,
Paracoccidioides brasiliensis), sendo os fatores “Estadia em
zonas de fungos endémicos” e “Alcoolismo” os predominantes,
pelo que todas as infe¢cdes por fungos dimorficos endémicos
foram consideradas como casos de importagao.

Nas infecoes comprovadas e provaveis por fungos filamento-
s0s, os fatores de risco mais referenciados foram associados
a Imunossupressao sendo o fator “Outros disturbios com ne-
cessidade de imunossupresséo incluindo esteroides” o fator
mais referenciado, seguido de “Transplante de medula/érgéo
sélido” No gréfico 2 encontram-se apresentados e discrimina-
dos os fatores de risco anteriormente descritos quer para a IFl
provada quer para a IFl provavel. Nas infecdes subcutaneas,
o fator de risco “Traumatismo penetrante” foi referenciado em
24% (4/17) dos casos.
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Gréfico 1: [ Distribuicdo dos casos de infegdes invasivas e subcutaneas (IFls) por distrito de residéncia, 2013-2018 (n=52).
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Tabela 1: [/ Distribui¢do de casos por tipo de infegdo fungica, de acordo com género, idade (mediana), fatores
risco associados localizagéo de infecdo e outcome (n=52).

Infegdes fungicas invasivas (IFl) comprovadas

IFI
I 1 IFI provavel
l(por fungos (por fungqs q|morf|cos SubeuiEnca
filamentosos) endémicos)
Total de casos 9 9 17 17
Sexo masculino (36) 6 8 8 14
Dados Sexo feminino (16) 3 0 9 4
demograficos
Mediana das idades 63 anos 64 anos 65 anos 54 anos
Trauma/Intervencao (18) 8] 0 7 8
Fatores de risco -
Imunossupressao (19) 2 3 6 8
Doencas croénicas/ 5] 16 1 6
comportamentais (28)
Tipo de infecao Infegao localizada (46) 6 7 17 16
Infegao disseminada (6) 8 2 0 1
Resposta ao tratamento 2/3 4/6 4/5 2/5
Outcome L . . . . ~
Obito devido a infe¢éo fungica (7) 2 2 sem informacédo 3

Grafico 2: [} Fatores de risco referenciados nos casos de infe¢do flingica invasiva por fungos filamentosos comprovada
e provével, 2013-2018.

DOENCAS CRONICAS/FATORES Doenca hepatica cronica

COMPORTAMENTAIS
DPOC [ IFI provavel

Toxicodependéncia

@ IFl por fungos filamentosos
Diabetes comprovada

Alcoolismo

IMUNOSSUPRESSAO Outros disturbios com necessidade de imunossupressao
Transplante de orgéo solido/medula

HIV

TRAUMA /INTERVENCAO Traumatismo penetrante
Internamento UCI

Cirurgia invasiva
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Na andlise da distribuicao das espécies por tipo de infecao,
observou-se que nas IFIs comprovada e provavel (por fungos
filamentosos) o género Aspergillus foi 0 mais frequente (n=8)
correspondendo a 30,7% (8/26) dos agentes responsaveis
por este tipo de infecdo, tendo-se identificado apenas duas
espécies: A. fumigatus (seccao) (n=7) e A. flavus (seccéo)
(n=1). As infecdes por fungos asseptados da ordem Mucorales
corresponderam a 19,2% (5/26) das infegdes IFl comprovada
e provavel (por fungos filamentosos), observando-se maior
variedade de espécies implicadas, tais como Mucor velutino-
sus (n=1), Rhizopus microsporus (n=1), Cunninghamella
bertholletiae (n=1) e fungos asseptados sem isolamento (n=2)
(confirmacéao por histologia). Os fungos do género Fusarium
spp. (n=4) corresponderam a 15% (4/26) dos agentes identifi-
cados nas IFls comprovada e provavel (por fungos filamento-
s0s), bem como fungos do género Scedosporium spp. (n=4).
Para além das espécies/géneros descritos foram ainda notifi-
cados outras espécies/géneros responsaveis por infecao fun-
gica comprovada/provavel, nomeadamente Cladophialophora
bantiana (n=1) descrito como agente de feohifomicose cere-
bral em individuos imunocompetentes, Exophiala spp. (n=1) e
Paecilomyces spp. (n=1).

Os fungos do género Alternaria (n=7), foram os agentes mais
frequentemente implicados nas infegdes fungicas subcutane-
as, representando 41% (7/17) dos agentes responsaveis por
este tipo de infecdo, sendo a espécie Alternaria infectoria
predominante (n=6). O segundo género mais frequentemente
implicado neste tipo de infegdes foi 0 género Scedosporium,
nomeadamente as espécies do complexo Scedosporium
apiospermum (n=4) que corresponderam a 24% (4/17) das
infecOes subcutaneas. Os restantes 35% (6/17) corresponde-
ram a fungos dos géneros Trichosporon (n=2), Trichophyton
(n=1), Saksenaea (n=1), Fusarium (n=1), Schizophillum (n=1).

As infecdes por fungos dimoérficos endémicos foram causa-
das por duas espécies: Histoplasma capsulatum (n=6) e
Paracocciodioides brasiliensis (n=3). A variedade H. capsulatum
duboisii (variedade africana) foi a mais frequente (n=4).
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_Discusséo e conclusao

Os resultados apresentados nédo traduzem a realidade nacional
por falta de cobertura de algumas regides e por o nimero de
laboratérios que integram a Rede IFIs ndo ser representativo
da realidade nacional. No entanto, os dados obtidos chamam
a atencado para a grande diversidade de espécies envolvidas
nas infecdes fungicas profundas, o que tem implicagdes, quer
ao nivel do diagndstico clinico/laboratorial, quer no tratamento
destas infecdes, uma vez que as diferentes espécies/géneros
de fungos apresentam diferentes padroes de suscetibilidade
aos antifingicos, sendo algumas destas espécies resistentes a
mais do que uma classe de antiftngicos (6.

Os doentes com patologia hematologica e tumor sélido, bem
como os doentes transplantados de medula éssea alogénica e
doentes transplantados de 6rgdo sélido, s@o considerados 0s
principais grupos de risco para infegéo fungica invasiva e sub-
cutanea devido a imunossupresséo subjacente a estas patolo-
gias (7). No entanto, nos casos analisados observou-se que
o fator de risco mais frequentemente referenciado foi “Outros
disturbios com necessidade de imunossupressdo incluindo
esterdides”, e so depois é referido o fator “Transplante de
6rgéo sélido/medula”. Apesar das limitagdes inerentes ao pre-
sente estudo, este facto chama a atencéo para a emergéncia
de outros grupos de risco para além dos atras descritos, o que
esté de acordo com diversas publicagbes que apontam, por
exemplo, os doentes com DPOC (doencga pulmonar obstrutiva
cronica), doenga hepatica cronica, doentes criticos, como
grupos em cuja incidéncia de IFls tem vindo a aumentar (©).

As infecdes fungicas invasivas apresentam uma elevada taxa
de letalidade associada (8). Neste estudo a letalidade associa-
da a estas infecoes foi 33% (7/21) que apesar de elevada é
inferior a habitualmente descrita para as infecdes invasivas
por fungos filamentosos. Esta letalidade podera, no entanto,
estar afetada pela baixa representatividade da amostra, uma
vez que apenas foi possivel obter resposta a esta questao em
21 do total de casos incluidos.

No que se refere a etologia das IFls, os resultados obtidos
estdo de acordo com a maioria dos estudos publicados,
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tendo-se observado predominancia de A. fumigatus (Seccao)
enquanto agente das IFl provavel e comprovada, seguido dos
fungos asseptados da ordem Mucorales e pelas espécies
do género Fusarium. A epidemiologia das IFls varia com a
localizacdo geografica, sendo, por exemplo, a espécie A.
flavus descrita como mais frequente nos climas tropicais e A.
terreus mais frequente noutras regides ().

A representatividade dos casos neste estudo é afetada por
diversos fatores, nomeadamente pelas limitacdes referentes a
guideline utilizada para a inclusdo dos casos, que foi desenha-
da tendo em vista o doente hematoldgico, podendo, portanto,
nao se adequar aos doentes criticos internados nas unidades
de cuidados intensivos ou a outros grupos de risco para IFls.
A dificuldade de diagndstico laboratorial, nomeadamente a
baixa sensibilidade dos métodos convencionais, microscopia
e cultura, poderao também ter contribuido para a ndo inclusao
de alguns casos de IFls, pelo que a utilizacdo de novas meto-
dologias, nomeadamente a detegdo por métodos moleculares,
podera auxiliar no diagnéstico laboratorial destas infecoes e
contribuir para um melhor conhecimento da epidemiologia das
IFls em Portugal.
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