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RESUMO 

Infecções fúngicas invasivas têm emergido nas últimas duas décadas como uma das 

principais micoses causadoras de infecções nosocomiais, merecendo destaque aquelas 

causadas por espécies de Candida e Aspergillus. A aspergilose invasiva (AI) apresenta 

alta taxa de mortalidade e a detecção precoce de Aspergillus pode ser de extrema 

importância para o tratamento e consequentemente evitar a morte do paciente. O 

galactomanana (GM), componente protéico da parede celular de Aspergillus spp, pode 

ser detectado no soro, urina, líquido cefalorraquidiano e lavado bronqueoalveolar. A 

detecção de GM nos estágios iniciais da doença é considerada um marcador útil no 

diagnóstico precoce da doença. Neste estudo foi verificada a incidência de infecções 

fúngicas nos pacientes transplantados de células tronco hematopoiéticas (HCTH) 

procedentes do Hospital Araújo Jorge de Goiânia-GO. Foram analisados 117 pacientes 

dos quais foram catalogados dados como idade, gênero e doença de base. Destes 

pacientes foram coletadas 392 amostras de sangue e analisadas para detecção de GM 

por ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) e por cultivo em meio bifásico 

contendo brain heart infusion (caldo) e Sabouraud dextrose (ágar) para isolamento de 

fungos. Testes de suscetibilidade in vitro utilizando o método de microdiluição em 

caldo para os agentes antifúngicos: itraconazol, voriconazol, fluconazol, caspofungina e 

anfotericina B foram utilizados para os fungos isolados. Dentre os dados obtidos dos 

pacientes TCTH verificou-se que a média de idade foi de 35,7 anos e o maior número 

pertencia à faixa etária entre 21 e 60 anos com 52,2% pertencentes ao sexo masculino. 

Nestes pacientes havia 53% de receptores alogênicos e das doenças associadas os 

diferentes tipos de leucemias (55,5%) foram as principais responsáveis pelo transplante. 

Dos fungos isolados das amostras clínicas, foram identificados dois Aspergillus 

fumigatus, um Aspergillus flavus, um Fusarium sp, um Acremonium strictum, seis 

Candida parapsilosis, seis Candida tropicalis e quatro Candida albicans. Do total de 

pacientes analisados 19,6% (23/117) apresentaram duas ou mais amostras positivas para 

GM. Seguindo a classificação  do European Organization for Research and Treatment 

of Cancer, a aspergilose invasiva foi interpretada como provada em 2,5%, definida pelo 

crescimento de Aspergillus em cultivo, 5,9% como provável pela detecção de GM no 

sangue e presença de infiltrados pulmonares e 2,5% como possível por alterações 

radiológicas sugestivas de aspergilose e GM negativo. A taxa de mortalidade para AI 

provada/provável foi de 60% e mostrou que a doença estava significativamente 

associada com o risco de morte (P <0,05). Os fungos filamentosos mostraram-se mais 

suscetíveis in vitro ao voriconazol, enquanto para as leveduras a maior suscetibilidade 

foi encontrada para caspofungina. Considerando-se que a taxa de mortalidade da AI é 

muito elevada e a terapia inicial pode levar ao melhor prognóstico da doença, pode-se 

sugerir que a detecção de GM no soro de pacientes TCTH é uma ferramenta útil para a 

identificação de pacientes com risco elevado de desenvolver AI, a fim de reduzir a alta 

mortalidade relacionada a esta condição. 
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ABSTRACT 

Invasive fungal infections have emerged in the last two decades as a major cause of 

nosocomial fungal infections, with emphasis on those caused by Candida species and 

Aspergillus. Invasive aspergillosis (IA) has a high mortality rate and early detection of 

Aspergillus is of paramount importance for the treatment and consequently prevention 

of patient death. The galactomannan (GM) cell wall protein component of Aspergillus 

species can be detected in serum, urine, cerebrospinal fluid and bronchoalveolar lavage. 

The detection of GM in the early stages of the disease is considered a useful marker for 

early diagnosis of the disease. The aim of this study was to determine the incidence of 

fungal infections in patients transplanted hematopoietic stem cells. In this study was 

verified the incidence of fungal infections in 117 patients undergoing hematopoietic 

stem cell transplantation (HSCT), whose data such as age, gender and underlying 

disease were cataloged. Blood samples of these 392 patients were collected, and tested 

for detection of GM using ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) test and 

cultivated in culture medium containing biphasic brain heart infusion (broth) and 

Sabouraud dextrose (agar) for isolation of fungal. The fungi isolated were subjected to 

in vitro susceptibility testing using broth microdilution method for the antifungal agents: 

itraconazole, voriconazole, fluconazole, caspofungin and amphotericin B. Among the 

data obtained from HSCT patient it has been found that the mean age was 35,7 years 

and the largest number belonged to the age group between 21 and 60 years; 52,2% were 

male, 53% had received allogeneic stem cell transplant. Leukemias (55,5%) were the 

main diseases responsible for transplant. Fungal isolates from clinical samples were 

identified as A. fumigatus (02), Aspergillus flavus (01), Fusarium sp (01), Acremonium 

strictum (01), Candida parapsilosis (06), Candida tropicalis (06) and Candida albicans 

(04). Of all patients analyzed 19,6% (23/117) had two or more positive samples for GM. 

According to European Organization for Research and Treatment of Cancer, invasive 

aspergillosis was interpreted as proven in 2,5% defined by growth of Aspergillus in 

culture, 5,9% as probable for the detection of GM in blood and pulmonary infiltrates 

and 2,5% as possible by radiological changes suggestive of aspergillosis and negative 

GM. The mortality rate for AI proven/probable was 60% and showed that the disease 

was significantly associated with the risk of death (P <0,05). The filamentous fungi 

were more susceptible in vitro to voriconazole, while higher susceptibility of the yeast 

was found to Caspofungin. Considering that the crude mortality rate of IA is very high 

and the early therapy may lead to improved prognosis, we could suggest that the Platelia 

Aspergillus GM EIA in serum of patients could be useful as screening tools for 

identification in patients at high risk of developing IA. 
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1 INTRODUÇÃO / REVISÃO DA LITERATURA  

1.1 Infecções fúngicas em transplantados de células tronco hematopoiéticas 

(TCTH) 

O transplante de medula óssea tem sido largamente usado nas últimas três 

décadas como terapia curativa, tanto para crianças quanto para adultos em uma 

variedade de doenças hematológicas. Entre estas, a aplasia medular, as 

hemoglobinopatias, as leucemias agudas e crônicas e os linfomas e mielomas são 

considerados os principais (Williamson et al. 1999). O TCTH pode ser classificado de 

acordo com o doador em alogênico e autólogo. No transplante tipo alogênico, as células 

progenitoras são infundidas de um doador compatível, sendo que estas células são 

imunologicamente competentes. No transplante tipo autólogo, as células infundidas são 

do próprio paciente carregando a imunodepressão da doença de base (Bhatti et al. 

2006). Estes transplantes, tanto alogênicos quanto autólogos, representam uma parcela 

significativa de pacientes que podem desenvolver infecções fúngicas, principalmente 

durante o período de neutropenia (Nucci & Maiolino 2000, Jirí Pavlu et al. 2011). Há 

fortes indicações de que os transplantados alogênicos desenvolvem infecção fúngica 

com maior facilidade do que os autólogos, pois, os alogênicos para não apresentarem 

rejeição ao enxerto passam por um longo período de depressão, associado ao uso de 

glicocorticóides (Pagano et al. 2011). 

Quando o paciente é submetido a TCTH, há diferentes fatores que são de grande 

importância para que os indivíduos tenham uma infecção fúngica invasiva (IFI). A 

duração da neutropenia, o uso de glicocorticóides, o tipo de doador, doenças subjacentes 

e a idade do beneficiário são considerados os principais fatores de risco para IFI 

(Wingard et al. 1987, McWhinney et al. 1993, Morrison et al. 1994, O'Donnell et al. 

1994, Jantunen et al. 1997, Wald et al. 1997, Martino et al. 2002, Walsh et al. 2008, Jirí 

Pavlu et al. 2011).  

Dentre as várias infecções fúngicas que acometem pacientes TCTH, merecendo 

destaque aquelas causadas pelos fungos dos gêneros Aspergillus e Candida. 
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1.2 Aspergillus spp 

Os membros do gênero Aspergillus são ubíquos, amplamente distribuídos no meio 

ambiente reproduzindo-se por meio de propágulos assexuais externos denominados 

conídios ou esporos (Del Palacio et al. 2003). As exposições a estes propágulos podem 

levar à colonização, a manifestações alérgicas ou a infecção invasiva dependendo de 

fatores adversos do hospedeiro. A. fumigatus é a espécie mais frequentemente associada 

à doença, embora outras espécies também tenham sido isoladas de pacientes com 

infecção invasiva (Krishnan et al. 2008, Alangaden 2011). Cerca de 185 espécies de 

Aspergillus foram identificadas e destas, 20 são documentados por causar doença 

humana (Krishnan et al. 2008).  

As infecções por Aspergillus atingem diferentes regiões do hospedeiro, podendo 

produzir desde infecções cutâneas a sistêmicas, sendo que a aspergilose invasiva (AI) se 

manifesta por sintomas respiratórios, dores no tórax, respiração ofegante e é a de maior 

ocorrência entre os transplantados (Marr et al. 2002, Martino et al. 2009).  

1.3 Aspergilose Invasiva 

A aspergilose é primariamente adquirida pela inalação dos esporos do fungo, tendo 

o ar (Alonso et al. 2006) e os tecidos de algodão (Fox 2001, Kontoyiannis & Bodey 

2002) como as fontes mais importantes de contaminação. A AI foi descrita pela 

primeira vez em 1940 após a realização de autópsias em pacientes com difícil 

diagnóstico (Groll et al. 1996, Kontoyiannis &  Bodey 2002). Atualmente a AI é 

descrita como uma doença comum entre os pacientes imunocomprometidos com 

neutropenia prolongada ou que recebem doses elevadas de corticosteróides. Esta 

infecção é uma importante causa de morbidade e mortalidade em pacientes TCTH e de 

órgãos sólidos. A AI tem sido relatada de 2-26% dos TCTH e de 1-15% nos receptores 

de transplantes de órgãos sólidos (Singh & Paterson 2005, Christopher et al. 2006). A 

taxa de mortalidade entre os receptores de TCTH com AI varia geralmente de 65% a 

92% (Morgan et al. 2005, Singh et al. 2009) e estima-se que 9,3-16,9% de todas as 

mortes no primeiro ano ocorram devido a AI (Patterson 1999). 

Em TCTH alogênico ou autólogo, A. fumigatus é predominante nas infecções 

principalmente quando o paciente apresenta neutropenia profunda (Bodey 1966, Latge 
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1999, Kontoyiannis & Bodey 2002). É conhecido que doenças de enxertos entre os 

hospedeiros e terapias com corticosteróides podem aumentar os riscos de AI. Como 

estes fatores são comuns na população de transplantados alogênicos admite-se que este 

tipo de transplante acarrete maior número de casos de AI (Wald et al. 1997, Marr et al. 

2002, Barnes & Marr 2007, Upton et al. 2007, Alangaden 2011).  

Em pacientes submetidos ao TCTH alogênico, a AI tem ocorrência bimodal. O 

primeiro pico de incidência ocorre durante ou logo depois do período de neutropenia 

(logo após o transplante). O segundo pico ocorre 100 dias após o transplante quando o 

paciente desenvolve reação crônica contra o enxerto do hospedeiro, necessitando do uso 

de corticosteróides e reduzindo assim as suas células de defesa (Van Burik et al. 2007, 

Mikulska et al. 2009, Martino et al. 2009). Em pacientes submetidos a transplante 

autólogo, a aspergilose ocorre apenas no período de neutropenia.  

A AI é dificilmente diagnosticada no início da infecção, sendo sensato a 

observação da sintomatologia quando apresentada pelo paciente. Nas autópsias a 

visualização de lesões pulmonares, antes observadas por tomografias, apresentaram 

90% de probabilidade de ser AI. Estima-se que aproximadamente 30% dos casos de AI 

não são diagnosticadas nem tratadas, sendo descobertas somente após a necropsia 

(Yeghen et al. 2000, Kontoyiannis & Bodey 2002). 

Entre os exames utilizados para o diagnóstico da AI, a radiografia do tórax que 

revela infiltrações localizadas e a tomografia computadorizada são as mais sensíveis. 

Esta última pode mostrar típicas infiltrações nodulares mesmo em pacientes com 

radiografias normais. A bronqueoscopia com biópsia transbronquial fornece material 

para exame histopatológico e para cultivo do microrganismo (Wingard 1999).  

O uso de meios de cultura padrão como o ágar Sabouraud que exibe bom 

crescimento das espécies de Aspergillus é importante para sua diferenciação e de outros 

fungos filamentosos que apresentam quadro clínico semelhante. Um dos problemas 

inerentes ao cultivo dos fungos reside no fato de resultados falsos negativos 

principalmente quando são usadas amostras clínicas. Neste sentido, para reduzir os 

resultados falsos negativos são realizadas pelo menos três culturas de cada amostra 

clínica. No entanto, quando as culturas são positivas, esta técnica constitui um excelente 

método de diagnóstico (Horvath & Dummer 1996, Munoz et al. 2003, Walsh et al. 

2008).  

A utilização de marcadores para a detecção precoce da AI vem se mostrando 

altamente promissor. Dentre as técnicas laboratoriais que podem contribuir para o 



 4 

diagnóstico da AI, merece destaque a detecção de galactomanana (GM) (Yamakami et 

al. 1998, Loeffles et al. 2000, Verweij & Meis 2000, Kami et al. 2001, Sanguinetti et al. 

2003, Walsh et al. 2008). 

O GM é um componente protéico da parede celular dos fungos do gênero 

Aspergillus liberado durante a invasão de tecidos, podendo ser detectado em fluidos 

corporais como soro, urina, líquido cefalorraquidiano e lavado bronqueoalveolar 

(Mennink-Kersten et al. 2004, Seong et al. 2010). A detecção do galactomanano 

(ELISA) no soro é mais comum, sendo relatada por ter uma sensibilidade em torno de 

93% e uma especificidade em torno de 95% (Maertens et al. 1999). Esta proteína pode 

ser detectada em estágios iniciais da doença, sendo considerada um marcador útil no 

diagnóstico precoce da AI (Maertens et al. 1999, Maertens et al. 2001). Pacientes que 

apresentam fatores de risco para AI, como longo tempo de neutropenia ou que tenham 

sido submetidos a transplantes, a detecção deste antígeno pode servir como um provável 

diagnóstico da infecção (Walsh et al. 2008).  

O GM em pacientes não neutropênicos pode ter a sua sensibilidade de detecção 

reduzida possivelmente devido a um menor número de células fúngicas e assim menor 

quantidade de anticorpos anti-Aspergillus (Husain et al. 2004, Kwak et al. 2004). Outros 

fatores também interferem na detecção deste antígeno como as profilaxias antifúngicas 

que reduzem significativamente os níveis de circulação de GM (Marr et al. 2004, 

Maertens et al. 2005). Resultados falso-positivos têm sido relatados em vários 

contextos, inclusive em pacientes que receberam certos antibióticos ricos em β 

lactâmicos (pipercillin-tazobactam e amoxicilina-clavulanato) e em pacientes com 

outras micoses invasivas como peniciliose, histoplasmose e blastomicose norte 

americana (Mennink-Kersten et al. 2004, Verweij & Mennink-Kersten 2006).  

1.4 Fatores que Influenciam a Infecção por Aspergillus 

A estratégia de controle primário da infecção consiste em minimizar a exposição 

ao ar ambiente, rico em esporos do fungo dentro das unidades de saúde durante o 

período de alto risco (Walsh et al. 2008, Tomblyn et al. 2009, George & Alangaden 

2011). As normas para a proteção do ambiente com cuidados especializados para 

pacientes imunocomprometidos permanecem sem regras adequadas (Ofelia et al. 2004). 
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As características essenciais de uma área protegida englobam (Sehulster & Chinn 2003, 

Segal et al. 2006, Hidron et al. 2008):  

1- Utilização de filtros de ar com alta eficiência de partículas (High Efficiency 

Particulate Air - HEPA) com capacidade de remoção de até 99,97% de partículas com 

diâmetro de 0,3 mm ou maior; 

2- O fluxo de ar tem que ser direcionado de tal forma que a entrada de ar seja 

obrigatoriamente oposta ao de saída;  

3- Pressão positiva de ar entre a sala e corredor (Pa ≥ 12,5); 

4- Manutenção de 12 ou mais trocas de ar por hora; 

5- O quarto deve ser hermeticamente fechado. 

A imunidade do indivíduo representa um fator importante na defesa de 

progressão da doença. Na maioria dos indivíduos hígidos, os esporos de Aspergillus são 

removidos por mecanismos de defesa inata. Pacientes imunocomprometidos como os 

TCTH ou de órgãos sólidos, portadores de doenças hematológicas malignas, portadores 

de tumores ou ainda da síndrome da imunodeficiência adquirida (SIDA) estão mais 

suscetíveis às infecções (Kojima et al. 2004, Vonberg & Gastmeier 2006, Pagano et al. 

2011).  

Alterações na imunidade mediada por células predispõem os indivíduos a 

infecções fúngicas. O papel dos neutrófilos no controle de infecções é fundamental. 

Estas células são as principais responsáveis por iniciarem e executarem a resposta 

inflamatória aguda. O fator mais importante na previsão do risco de infecção é a 

duração da neutropenia. É bem conhecido que os pacientes transplantados têm um longo 

tempo de neutropenia sendo que a persistência de redução de neutrófilos (em níveis < 

0,10  10
9
/L) por três semanas aumenta o risco de desenvolver infecção por fungos 

(Pagano et al. 2011).  

Assim como os neutrófilos, os monócitos são componentes do sistema de defesa 

celular sendo que a redução destas células está correlacionada com o desenvolvimento 

de infecção fúngica. Os neutrófilos juntamente com monócitos/macrófagos fagocitam os 

conídios tentando debelar a infecção (Dvorak et al. 2005, Carol et al. 2008, Baddley et 

al. 2010, Pagano et al. 2011). 
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1.5 Leveduras do Gênero Candida 

Candida é uma levedura que faz parte da microbiota do corpo humano e de 

animais, colonizando a pele e mucosa do trato digestivo e urinário, bucal e vaginal. 

Desta forma, candidíase é na maioria das vezes de origem endógena, ocorrendo como 

consequência de um distúrbio imunológico do hospedeiro e dos fatores de virulência 

destas leveduras, que possuem habilidade de colonizar, penetrar e invadir o tecido 

(Brown et al. 2007, Hollenbach 2008). Atualmente existem cerca de 200 espécies de 

leveduras incluídas no gênero Candida, sendo aproximadamente 20 espécies 

responsáveis por infecções no homem. Dentre estas, Candida albicans tem sido ralatado 

como a mais prevalente, seguida de C. parapsilosis, C. glabrata, C. tropicalis e C. 

krusei (Lu et al. 2004, Odds et al. 2006, Pfaller & Diekema 2007, Panizo et al. 2009). 

Estas leveduras são consideradas o principal grupo de fungos patógenos oportunistas, 

representando cerca de 8-10% das causas de infecções sanguíneas nosocomias em UTIs 

(Hossain et al. 2003, Borg-von et al. 2007, Kumar et al. 2008, Karkowska-Kuleta et al. 

2009, Negri et al. 2010). 

Candidíase pode ocorrer como consequência do rompimento do equilíbrio 

parasita-hospedeiro, desencadeado por alterações na barreira tecidual e na microbiota 

autóctone e pelo comprometimento das defesas naturais como a imunológica (Playford 

et al. 2008).  

Mecanismos mediados por imunidade celular e humoral constituem uma 

eficiente proteção contra infecções por leveduras do gênero Candida. Os tipos de 

imunidades inatas e adaptativa (celular e humoral) possuem um papel importante na 

proteção contra a infecção por C. albicans. A imunidade inata através de neutrófilos e 

macrófagos predominam na defesa do hospedeiro contra candidemia, enquanto que a 

imunidade celular é ativada predominantemente por citocinas das células T CD4+ 

protegendo as mucosas de infecção (Fidel 2002). Pacientes com doenças graves como 

neoplasias, SIDA (Síndrome da Imunodeficiência Adquirida), portadores de doenças 

hematológicas e que são submetidos a tratamentos quimioterápicos apresentam uma 

intensa diminuição do número de neutrófilos sendo, portanto, altamente suscetíveis a 

infecções invasivas por Candida (Galván & Mariscal 2006, Richardson & Lass-Flör 

2008).  

Além dos fatores relacionados ao hospedeiro, C. albicans e espécies não 

albicans possuem importantes fatores que facilitam a sua multiplicação no hospedeiro 
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possibilitando a produção de infecções. Estes fatores estão relacionados principalmente 

com a adesão ao tecido do hospedeiro, capacidade de transformação de leveduras para 

hifas, variabilidade de mudança fenotípica (fenômeno switching), produção de 

exoenzimas hidrolíticas e hemolisinas, que são considerados de grande importância para 

a virulência do fungo (Vargas et al. 2000, Fotedar & Al-Hedaithy 2003, Negri et al. 

2010). 

1.6 Infecções causadas por Candida spp 

As infecções causadas por leveduras do gênero Candida, dependendo do local 

da lesão, podem ser classificadas em duas formas distintas: candidíase superficial ou de 

mucosa e candidíase profunda ou sistêmica (Jayatilake & Samaranayake 2010). 

Candidíase superficial acomete a pele e mucosas e normalmente é causada por 

C. albicans que é a espécie comensal mais comum encontrada na boca, vagina e trato 

gastrointestinal de indivíduos saudáveis (Samaranayake et al. 2006). Candidíase 

sistêmica ocorre preferencialmente em pacientes com a imunidade comprometida onde 

o microrganismo se dissemina através do sangue e pode se instalar em órgãos vitais 

como cérebro, coração e rins (Jayatilake & Samaranayake 2010). Em pacientes 

hospitalizados principalmente em unidade de terapia intensiva (UTI) vários fatores são 

responsáveis para aquisição de candidiase invasiva (CI) e candidemia, incluindo as 

terapêuticas médicas modernas que melhoram a sobrevida dos pacientes. Candidíase 

sistêmica está relacionada com altas taxas de mortalidade nestes indivíduos (Jayatilake 

2011). 

O aumento na incidência de candidemia e de infecções invasivas por espécies de 

Candida ocorre devido a um conjunto de fatores. Pacientes críticos, internados por 

longo período em hospitais principalmente em unidades de cuidados especiais, 

utilizando antibióticos e corticóides, administração de alimentação parenteral, 

neutropênicos e TCTH possuem vários atributos de risco para aquisição de infecção por 

espécies de Candida. Estas leveduras são responsáveis pela maioria das fungemias em 

pacientes TCTH e representam os fungos oportunistas mais importantes implicados em 

infecções nosocomiais (Barnes & Marr 2007, Staber et al. 2007, Richardson & Lass-

Flörl 2008).  
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1.7 Terapia para Infecções Fúngicas 

Há vários medicamentos utilizados no tratamento das infecções fúngicas e entre 

estes merecem destaque os derivados azólicos, os poliênicos e as equinocandinas. Os 

antifúngicos azólicos de administração oral ou intravenosa agem inibindo a produção do 

ergosterol que é o componente essencial da membrana citoplasmática fúngica (Como & 

Dismukes 1994, Ghannoum & Hossain 2000, Klepser et al. 2000, Silva 2005, Brown 

2007). Itraconazol, fluconazol, voriconazol e posaconazol são os principais compostos 

triazólicos que atuam bloqueando a enzima 14--demetilase presente no citocromo P-

450 da célula fúngica impedindo a demetilação do precursor lanosterol em ergosterol 

(Vanden Bossche et al. 1994, Vanden Bossche 1997, Silva et al. 1998, Maertens 2004). 

Estes agentes antifúngicos apresentam-se com poucos efeitos tóxicos sendo que pode 

haver intolerância gastrintestinal ou ainda hepatotoxicidade. 

O espectro de ação destes agentes antifúngicos é abrangente podendo ser 

utilizado para o tratamento de várias infecções fúngicas como paracoccidioidomicose, 

histoplasmose, coccidioidomicose, aspergilose, criptococose e blastomicose norte-

americana. A maioria das espécies de Candida mostra suscetibilidade aos azólicos 

(Martinez 2006). 

O itraconazol intravenoso é um dos principais agentes usados contra espécies de 

Aspergillus, sendo uma alternativa à anfotericina B no tratamento de pacientes com 

aspergilose. O voriconazol, já disponibilizado para uso médico como V Fend
® 

mantém 

as propriedades gerais dos azólicos, porém bloqueia mais intensamente a síntese de 

ergosterol dos fungos filamentosos para os quais chega a ser fungicida. Também mostra 

ação sobre espécies de Aspergillus mais intensa do que o itraconazol inclusive sobre o 

A. terreus que comumente é resistente à anfotericina B. É fungistático para espécies de 

Candida, inclusive aquelas resistentes ao fluconazol (Diakema et al. 2003, Johnson & 

Kauffman 2003, Martinez 2006). 

O posaconazol possui composição química similar ao itraconazol, disponível em 

formulação oral, mas ainda com atividade pouco conhecida em humanos. Experimentos 

com animais mostram atividade em aspergilose pulmonar ou disseminada (Kirkpatrick 

et al. 2000, Petraitiene et al. 2001, Cornely et al. 2007). 

Entre os poliênicos, o antifúngico mais usado é a anfotericina B que pertence à 

ampla família dos macrolídeos que atua ligando-se ao ergosterol da membrana celular 

fúngica. Neste sentido, altera a permeabilidade da membrana, promovendo o 
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desequilíbrio osmótico pela perda de íons intracelulares e consequentemente produzindo 

a lise e morte celular (Vanden Bossche 1997). A anfotericina B produz efeitos adversos 

sendo mais comuns a nefrotoxicidade e a anemia. Outras reações adversas incluem 

plaquetopenia, dispnéia, hipotensão arterial, arritmia cardíaca e toxicidade neurológica, 

além de tromboflebite no local de aplicação. Embora seja de uso limitado devido aos 

seus efeitos tóxicos e necessidade de aplicação endovenosa, a anfotericina B é o 

antimicrobiano/antifúngico mais empregado em casos de infecções fúngicas invasivas, 

particularmente em imunossuprimidos, na doença disseminada em imunocompetentes. 

Terapia com anfotericina B é usada em casos de criptococose, aspergilose, infecções 

disseminadas por Candida spp. resistente a triazólicos e infecções por certos agentes de 

feohifomicose e de hialohifomicose. 

Caspofungina, micafungina e anidulafungina são equinocandinas cuja ação se 

baseia na capacidade que estas substâncias têm de interferir com a síntese da parede 

celular pela inibição da ß (1,3)-glucana sintase, impedindo a síntese de glucanas. O 

bloqueio da síntese de glucanas produz o desequilíbrio osmótico, o que pode interferir 

na viabilidade da célula fúngica (Martinez 2006). Todas as equinocandinas só podem 

ser administradas por via intravenosa sendo que, normalmente são bem toleradas com 

poucos efeitos adversos que incluem a liberação de histamina. 

A caspofungina é a principal equinocandina, sendo fungistática para espécies de 

Aspergillus e com ação fungicida sobre diferentes espécies de Candida, incluindo as 

amostras resistentes ao fluconazol e a anfotericina B (Denning 2003). 

A duração prolongada de neutropenia com subsequente risco de aspergilose em 

TCTH alogênico faz com que haja recomendações para o uso profilático de agentes 

antifúngicos. O itraconazol, a anfotericina B lipossomal e o posaconazol têm 

demonstrado eficácia na prevenção de infecções por fungos filamentosos em receptores 

de transplantes. O uso de profilaxia anti-Aspergillus também tem sido recomendado 

para pacientes com leucemia mielóide aguda e síndromes mielodisplásicas durante os 

períodos de neutropenia prolongada (Marr et al. 2002, Winston et al. 2003, Patterson 

2005, Ullmann et al. 2007, Walsh et al. 2008, Rijnders et al. 2008). 

O risco de adquirir CI também é elevado durante o período pós-transplante 

devido à neutropenia, processos inflamatórios da mucosa e ainda devido à presença de 

catéter venoso central que é bastante comum nestes pacientes. O fluconazol é o farmaco 

de escolha para a profilaxia da CI em receptores de enxerto e pode ser iniciado logo 

após o TCTH alogênico ou ainda quando a neutropenia é prolongada. Baixa dose de 



 10 

fluconazol tem eficácia variável e, portanto, doses inferiores a 200 mg não são 

recomendadas. O período de uso de fluconazol como agente profilático não está 

definido, mas seu uso por 75 dias após o transplante está associado com proteção 

prolongada contra a CI (Marr et al. 2009).  

Diante do exposto, o diagnóstico e tratamento precoce das infecções fúngicas é 

de grande interesse para reduzir as taxas de mortalidade nos TCTH.  
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2 JUSTIFICATIVA  

 

Infecções fúngicas invasivas (IFIs) têm emergido nas últimas duas décadas como 

uma das principais micoses causadoras de infecções nosocomiais principalmente em 

pacientes com doenças imunológicas graves. Nestes pacientes, em especial, estão os 

portadores de doenças hematológicas e os transplantados de medula óssea (TMO) ou 

TCTH (Karkowska-Kuleta et al. 2009, Metin et al. 2011). Estas infecções denominadas 

oportunísticas são de evolução rápida, de diagnósticos difíceis, resultando em crescente 

índice da taxa de mortalidade entre estes pacientes (Cornely 2008, Walsh et al. 2008).  

Entre os fungos predominantes nas infecções nosocomiais principalmente nos 

pacientes TCTH estão incluídas as espécies de Candida, Aspergillus, Fusarium, além de 

fungos da ordem Mucorales (Richardson & Lass-Flörl 2008). 

O gênero Candida é responsável por cerca de 80% das infecções fúngicas 

nosocomiais que envolvem um espectro amplo de doenças superficiais e invasivas, 

acometendo geralmente pacientes que são expostos a uma grande diversidade de fatores 

de risco. Entre as infecções invasivas causadas pelo gênero Candida, vale salientar a 

relevância clínica dos casos de infecção da corrente sanguínea, complicação esta 

conhecida como candidemia ou candidíase hematogênica (Colombo et al. 2003). 

Aspergillus spp. tem se tornado causa comum de infecções nosocomiais em pacientes 

altamente imunocomprometidos em que se verifica uma profunda neutropenia. 

Pacientes com doenças malignas hematológicas, TCTH ou de órgão sólido ou ainda que 

receberam terapia de corticosteróides são normalmente os indivíduos mais acometidos 

por Aspergillus spp. (Fridkin & Jarvis 1996, Patterson, 1999). 

Segundo Nucci (2003), fungos filamentosos como Fusarium spp e Zigomicetos 

(Rhizopus, Mucor e Absidia) podem aparecer como causas significativas de micoses 

invasivas em pacientes severamente imunocomprometidos. Outros fungos como 

Trichosporon spp, Rhodotorula spp, Geotrichum capitatum, Acremonium spp, 

Scedosporium spp, Paecilomyces spp, Trichoderma spp. e dematiáceos como Bipolaris 

spp, Cladophialophora spp. e Alternaria spp. são considerados patógenos emergentes, 

tendo sido relatados com grande frequência. Um dos grandes problemas inerentes a 

estas infecções reside no fato de serem dificilmente diagnosticadas ou diagnosticadas 

tardiamente, fazendo com que a doença seja letal. 
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Desta forma o diagnóstico de infecções oportunísticas faz-se de extrema 

necessidade. A detecção de GM para o diagnóstico de AI em pacientes submetidos a 

transplante servirá provavelmente para avaliação precoce da doença. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Verificar a incidência de infecções fúngicas nos pacientes transplantados de 

células tronco hematopoiéticas. 

3.2 Objetivos Específicos 

1- Isolar e identificar fungos filamentosos e leveduriformes de amostras clínicas 

de sangue dos pacientes transplantados de células tronco hematopoiéticas. 

2- Determinar os principais fatores de risco para aspergilose. 

3- Avaliar se a detecção de galactomanana no soro pode ser útil no diagnóstico 

de aspergilose. 

4- Determinar in vitro as concentrações inibitórias dos antifúngicos itraconazol, 

voriconazol, fluconazol e anfotericina B para os isolados de Aspergillus spp. 

5- Determinar in vitro as concentrações inibitórias dos antifúngicos voriconazol, 

fluconazol, caspofungina e anfotericina B para os isolados de Candida spp. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS  

4.1 Amostras Clínicas 

Foram analisadas 392 amostras de sangue provenientes de 117 pacientes TCTH 

do Hospital Araújo Jorge em Goiânia-GO no período de dezembro de 2008 a julho de 

2011. Todos os pacientes com doenças hematológicas graves e submetidos ao TCTH 

alogênico ou autólogo concordaram em participar da pesquisa e deram consentimento 

informado por escrito (Anexo 1 a 3). O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa da Associação de Combate ao Câncer do Estado de Goiás (ACCG), protocolo 

nº 055/2008 (Anexo 4). Os dados relativos aos principais fatores de risco destes 

pacientes como neutropenia, uso de antibióticos de amplo espectro e de catéter venoso 

central foram catalogados de acordo com o prontuário do Hospital Araújo Jorge. 

4.2 Isolamento e identificação dos fungos 

A colheita de material clínico (sangue) foi realizada assepticamente 

(aproximadamente 5 mL) em dois tubos a vácuo. Um tubo (sem anticoagulante) foi 

usado para obtenção do soro na detecção de GM e o outro tubo com anticoagulante 

(Ethylene Diamine Tetra Acetec Acid - EDTA) foi usado para hemocultura. O sangue 

com anticoagulante foi semeado em tubos de ensaio contendo meio de cultura bifásico 

com uma fase sólida de ágar brain heart infusion (BHI) e a fase líquida de caldo BHI. 

Estes tubos foram incubados a 37ºC a temperatura ambiente, examinados e 

homogeneizados diariamente. Após crescimento, os fungos isolados foram transferidos 

para tubos de ensaio contendo ágar Sabouraud dextrose para posterior identificação 

(Telles Filho & Severo 1997). As culturas foram consideradas positivas quando havia o 

crescimento do fungo em, pelo menos, três tubos e em duas diferentes amostras clínicas 

coletadas em períodos distintos.  

A identificação dos fungos filamentosos foi realizada através de características 

macroscópicas e microscópicas. O microcultivo em lâmina foi realizado para auxiliar na 

identificação das espécies de Aspergillus. Esta técnica, que consiste no crescimento do 

fungo em uma pequena quantidade de ágar batata, permite o desenvolvimento dos 
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elementos de frutificação assexuados que são importantes na identificação destes 

microrganismos.  

Para as leveduras do gênero Candida, a identificação foi realizada de acordo 

com Kurtzman & Fell (1998), usando a técnica de produção de tubo germinativo em 

soro fetal bovino, produção de clamidoconídios em ágar corn meal suplementado com 

1% de tween 80 e teste de assimilação de hidratos de carbono (Auxanograma). 

Concomitantemente estes isolados foram inoculados em meio de CHROMagar Candida 

(CHROMagar, Paris, France) para identificação presuntiva da espécie.  

4.3 Diagnóstico por Galactomanana (GM) 

A detecção de GM foi feita através do kit Platelia Aspergillus EIA (Laboratório 

Bio-Rad, Marnes, França) realizada segundo as instruções do fabricante. 

As análises foram feitas no soro tratado com solução ácida de EDTA, aquecidos 

em banho maria por 3 minutos a 100°C e centrifugados a 10.000 rpm por 10 minutos. O 

sobrenadante do soro (50 µL) foi colocado nos poços das microplacas (96 orifícios) 

previamente adicionadas de anticorpos monoclonais de antigalactomanana marcados 

com peroxidase. A placa foi vedada com parafilme e incubada a 37°C (± 1°C) durante 

90 minutos. Após este período, o conteúdo da placa foi aspirado e cada poço lavado 

com tampão tris NaCl, Tween
® 

20 a 1%, timerosal 0,01% e água destilada por 5 vezes e 

secados. Em seguida foi adicionado a cada orifício tampão e solução de 

tetrametilbenzidina que é considerado o substrato cromógeno. O tampão é constituído 

de solução de ácido cítrico e acetato de sódio diluído em peróxido de hidrogênio a 

0,009% e dimetilsulfóxido (DMSO) a 4%, enquanto a solução cromogênica é 

constituída de tetrametilbenzedina a 0,6% em DMSO a 90%. A placa foi então incubada 

a temperatura de 25ºC por 30 minutos na ausência de luz. Solução de parada com ácido 

sulfúrico 1N (100 µL) foi adicionada e a base da placa foi seca. A leitura foi realizada 

após 30 minutos da adição da solução de parada em aparelho de ELISA em uma 

densidade ótica (DO) de 450 nm, sendo que valores de DO > 0,5 foram considerados 

como positivos.  

Em todas as análises de detecção de GM, soro negativo (negativo para GM, 

anticorpos HIV-1, HIV-2 e HCV), soro positivo (contem GM) e soro controle cut-off 

(soro humano que contém GM liofilizado) foram usados como controle. Para definir a 
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infecção como aspergilose invasiva foi usado o consenso de European Organization of 

the Research and treatment of Cancer/Mycoses Study Group- EORTC/MSG (Ascioglu 

et al. 2012). Casos provados de aspergilose invasiva foram definidos como crescimento 

do fungo da amostra do sangue e casos prováveis foram determinados como infiltrados 

pulmonares visualizados em tomografia computadorizada do tórax e detecção de GM do 

soro por ELISA. O consenso estabelece que exista a possibilidade de aspergilose 

invasiva quando há infiltrados pulmonares, mas sem evidências microbiológicas e ainda 

sem detecção de GM (Ascioglu et al. 2012). 

4.4 Suscetibilidade in vitro  

A suscetibilidade in vitro para os fungos filamentosos e para leveduras foi 

realizada utilizando a metodologia de microdiluição em caldo seguindo os documentos 

M38-A (2002) e M27-A3 (2008) propostos pelo Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI). 

4.4.1 Agentes Antifúngicos 

Itraconazol, fluconazol, voriconazol e anfotericina B foram utilizados para 

verificar a suscetibilidade in vitro dos fungos filamentosos enquanto fluconazol, 

voriconazol, anfotericina B e caspofungina foram usados para leveduras. Estes 

antifúngicos foram obtidos na forma de pó dos seus respectivos fabricantes, dissolvidos 

em DMSO (Dimetilssulfóxido) ou água destilada e diluídos em RPMI 1640 (Roswell 

Park Memorial Institute) com L-glutamina sem bicarbonato de sódio, tamponado com 

0,165 mol/L de tampão MOPS (ácido morfolinopropanossulfônico) para pH 7,0 e 

esterilizado por filtração (Tabela 1). 
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Tabela 1. Agentes antifúngicos, procedência, solventes e variações das concentrações 

usadas no teste de suscetibilidade in vitro. 

Antifúngico Procedência Solvente Concentração (μg/mL) 

Itraconazol Janssen-pharmaceuticals DMSO 0,0313 – 16 

Fluconazol Pfizer H2O destilada 0,125 – 64 

Voriconazol Pfizer DMSO 0,0313 – 16 

Anfotericina B Squibb DMSO 0,0313 – 16 

Caspofungina Meck Sharp & Dohme DMSO 0,015 –  8 

4.4.2 Preparo do Inóculo  

4.4.2.1 Leveduras 

Os isolados de leveduras foram cultivados em ágar Sabouraud dextrose por 24 

horas a temperatura ambiente. Uma suspensão foi preparada em salina a 0,85% 

esterilizada e a densidade celular medida em espectrofotometria para uma transmitância 

de 85% em  (comprimento de onda) de 530 nm. Esta suspensão foi posteriormente 

diluída 1:50 e a seguir 1:20 em caldo RPMI 1640 de modo a permitir uma concentração 

final do inóculo de 1 a 5  10
3 

UFC/mL. 

4.4.2.2 Fungos Filamentosos 

Os fungos filamentosos foram cultivados em ágar-batata dextrose durante 7 dias 

a 35ºC para a produção de conídios. A estes tubos foram adicionados 10 mL de salina 

estéril (0,85%) sendo que a suspensão resultante contendo conídios e hifas foram 

transferidas para um tubo estéril que permaneceu em repouso por 10-15 minutos para 

sedimentação das partículas mais pesadas. A suspensão contendo o inóculo foi ajustada 

em espectrofotômetro com  de 530 nm de tal modo a produzir uma transmitância de 

aproximadamente 80% o que equivale a 0,6 a 1,4  10
6
 UFC/mL. Em seguida, a 

suspensão foi diluída em caldo RPMI 1640 de tal modo a se obter uma concentração 

final de 0,4 a 5  10
4 

UFC/mL.  
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4.4.2.3 Realização e Leitura do Teste 

Foram utilizadas placas de microtitulação contendo 96 poços. Em cada poço 

foram pipetados 100 µL do agente antifúngico em diferentes concentrações e 100 µL do 

inóculo. 

A leitura foi realizada para fungos filamentosos 72 horas e para leveduras 48 

horas após incubação ambos a temperatura de 35ºC. Para fungos filamentosos, a 

concentração inibitória mínima (CIM) de itraconazol, voriconazol e anfotericina B foi 

definida como a menor concentração do agente antifúngico capaz de inibir o 

crescimento total do microrganismo enquanto para fluconazol a CIM foi considerada a 

menor concentração capaz de inibir pelo menos 50% do crescimento do microrganismo, 

comparado ao controle (livre do agente antifúngico). Para leveduras, a CIM de 

derivados azólicos e de caspofungina foi definida como a menor concentração capaz de 

inibir pelo menos 50% do crescimento do microrganismo enquanto para anfotericina a 

leitura foi realizada como inibição total de crescimento. 

As leveduras foram consideradas como resistentes seguindo valores de CIM 

preconizados no documento M27-A3 (2008) do CLSI em concentrações ≥ 64 µg/mL 

para o fluconazol, > 2 µg/mL para caspofungina e ≥ 4 µg/mL para voriconazol. Para 

anfotericina B valores de CIM > 1 µg/mL foram considerados resistentes, como 

sugerido por estudos de Nguyen et al. (1998).  

Como não há critérios estabelecidos para determinar a resistência de fungos 

filamentosos aos diferentes agentes antifúngicos, não foi realizada a interpretação de 

resistência dos dados obtidos com relação às concentrações encontradas. 

A Figura 1 esquematiza a execução do teste de suscetibilidade in vitro. Controle 

dos agentes antifúngicos, do inóculo e do meio de cultura (RPMI 1640) e uma cepa 

ATCC 22019 de C. parapsilosis foi utilizada em cada teste. Todos os ensaios foram 

realizados em duplicata. 
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Figura 1. Esquema do procedimento para a realização do teste de suscetibilidade in vitro 

pelo método de microdiluição em caldo. 
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5 RESULTADOS  

 

No presente estudo foram analisadas 392 amostras de soro provenientes de 117 

pacientes submetidos a TCTH. As características demográficas, o tipo de transplante e 

as doenças de base estão apresentados na Tabela 2. A média de idade dos pacientes 

analisados foi de 35,7 anos e o maior número pertencia à faixa etária entre 21 a 60 anos. 

Entre os pacientes, 52,2% eram do sexo masculino, 53% receptores alogênicos e 

verificou-se que diferentes tipos de leucemias (55,5%) foram as mais frequentes 

doenças de base encontradas. A análise de regressão logística univariada evidenciou que 

a idade, o sexo, o tipo de transplante de células hematopoiéticas e as doenças de base 

não estão associados ao risco de morte nos pacientes TCTH. 

 

Tabela 2.  Análise das características e fatores de risco dos 117 pacientes TCTH. 

Características    

 n % 

Idade (anos) média=35,7    

0 - 20  26 22,2 

21 - 40  39 33,3 

41 - 60  38 32,4 

> 60  14 12,0 

Gênero    

Sexo masculino  61 52,2 

Sexo feminino  56 47,8 

Tipo de transplante de cédulas tronco hematopoiética   

Autólogo  55 47,0 

Alogênico  62 53,0 

Doença de base    

LMA 29 24,8 

LMC 12 10,2 

LLA 24 20,5 

LH 15 12,8 

LHN 19 16,2 

MM 14 12,0 

AA 2 1,7 

SMD 1 0,9 

HPN 1 0,9 

LMA - Leucemia Mielóide Aguda, LMC - Leucemia Mielóide Crônica, LLA - Leucemia 

Linfóide Aguda, LH – Linfoma de Hodgkin, LNH – Linfoma não Hodgkin, MM – 

Mieloma Múltiplo, AA – Anemia Aplástica, SMD – Síndrome Mielodisplásica, HPN - 

Hemoglobinúria Paroxística Noturna, n – Número de pacientes. 
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Segundo levantamento de dados dos prontuários, todos os pacientes recebiam 

profilaxia com fluconazol, aciclovir e antibióticos como vancomicina. 

O isolamento dos fungos em meio de cultura bifásico procedentes de 117 

pacientes mostrou um percentual de positividade de 18,8%. Estes fungos foram 

identificados como leveduras pertencentes ao gênero Candida em 16 amostras e fungos 

filamentosos em 6 amostras. 

Entre as culturas positivas para fungos filamentosos foi possível identificar 

através da técnica de microcultivo em lâmina, dois Fusarium sp, um Acremonium 

strictum, dois A. fumigatus e um A. flavus. A Figura 2 mostra as características 

microscópicas de A. flavus e de A. fumigatus.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Características microscópicas de fungos do gênero Aspergillus obtidas de 

colônias crescidas em ágar batata.  A – A. fumigatus; B – A. flavus (400X).  

 

As leveduras do gênero Candida foram identificadas através do crescimento em 

CHROMagar (Figura 3), testes de produção de tubo germinativo (Figura 4A), formação 

de clamidoconídios (Figura 4B) e de assimilação de hidratos de carbono (Figura 4C). C. 

parapsilosis e C. tropicalis foram isoladas em 6 amostras clínicas (5,1%) cada uma, 

enquanto  C. albicans foi detectada em 4 (3,4% ). 
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Figura 3. Colônias de Candida crescidas em meio de Chromagar  A- C. albicans, B- C. 

parapsilosis, C- C. tropicalis 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Tubo germinativo (A), Clamidoconídios (B), Assimilação de hidratos de 

carbono (C).  

 

Dentre as 392 amostras clínicas de sangue analisadas para a detecção do 

antígeno GM dos 117 pacientes TCTH, 22,7% (89/392) foram positivas em pelo menos 

01 amostra. Do total de pacientes analisados 19,6% (23/117) apresentaram 02 ou mais 

amostras positivas para GM (Tabela 3). 
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Tabela 3. Análise de Galactomanana realizada em 392 amostras de sangue de 117 

pacientes submetidos a transplantes de células tronco hematopoiéticas. 

n◦ de pacientes 
n◦ amostras 

coletadas/paciente 

n◦ amostras/paciente 

GM+ GM– 

1 4 3 1 

1 5 5 0 

1 5 1 4 

1 5 2 3 

1 5  4 1 

1 6 3 3 

1 7 7  0 

1 8 6 2 

1 9 9 0 

1 10 9 1 

1 11 11 0 

1 13 10 3 

1 13 11 2 

2 6 4 2 

2 6 5 1 

2 8 8 0 

2 8 7 1 

3 2 1 1 

3 4 2 2 

3 5 0 5 

3 7 1 6 

4 3 1 2 

4 4 1 3 

4 6 1 5 

5 4 0 4 

10 3 1 2 

11 2 0 2 

11 2 0  2 

14 1 0 1 

21 1 1 0 

117 392 194 198 

 

Entre 117 pacientes foram identificados três (2,5%) como provadas AI definido 

pelo crescimento das espécies de Aspergillus em meio BHI e sete (5,9%) como provável 

AI com detecção de GM no sangue e presença de infiltrados pulmonares. AI definida 

como possível foi encontrado em três (2,5%) pacientes com alterações radiológicas 

sugestivas (Figura 5) e GM negativo. Entre esses pacientes provado/provável, a taxa de 

mortalidade geral foi de 60% (6/10). A análise de regressão logística univariada 

mostrou que aspergilose estava associada com o risco de morte (P <0,05). A definição 

de aspergilose invasiva como provada/provável, a detecção de GM e sobrevida dos 

pacientes encontram-se na Tabela 4. 
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Figura 5. Imagem radiográfica de infiltrados pulmonares evidenciando provavelmente 

uma aspergilose invasiva. 

 

Tabela 4. Definição de aspergilose invasiva relacionada ao crescimento do fungo e 

detecção de GM com a sobrevida dos pacientes após o transplante de células 

tronco hematopoiéticas 

Isolado Provado/provável 

AI 
(a)

 

Cultura GM Consequência 

1  Provado A. fumigatus Positivo  Morte 

2  Provado A. fumigatus Positivo Morte 

3  Provado A. flavus Negativo Morte 

4  Provável Negativo Positivo Morte 

5  Provável Negativo Positivo Sobrevivente 

6  Provável Negativo Positivo Morte 

7  Provável Negativo Positivo Sobrevivente 

8  Provável Negativo Positivo Sobrevivente 

9  Provável Negativo Positivo Sobrevivente 

10  Provável Negativo Positivo Morte 

11  Possível Negativo Negativo Sobrevivente 

12  Possível Negativo Negativo Sobrevivente 

13  Possível Negativo Negativo Sobrevivente 

GM positivo  Densidade Óptica (DO) valor de 0,5 ng/mL ou superior no soro em 

duas amostras sequenciais. 
(a)

 European Organization for Research and Treatment of Cancer -EORTC. 

 

Na análise de diagnóstico de aspergilose definida como provado/provável usando-

se o teste de detecção de GM por ELISA considerando um valor de “cutoff” de ≥ 0,5, 

foi verificado que este teste possui uma sensibilidade de 90% (9/10) e uma 

especificidade de 85,8% (94/107).  

Resultados falsos positivos para o teste de GM foram encontrados em pacientes 

onde foram obtidos das amostras clínicas o crescimento de outros microrganismos. GM 

resultou teste positivo em duas amostras sequenciais quando se isolou do sangue, C. 
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albicans (4), C. parapsilosis (3), C. tropicalis (4), Acremonium strictum (1) e Fusarium 

sp. (1). 

O teste de suscetibilidade realizado para as espécies de Aspergillus mostrou 

valores baixos de CIM para voriconazol. No entanto, altas concentrações de anfotericina 

B e fluconazol foram necessárias para inibir o crescimento de A. fumigatus e A. flavus. 

CIM de itraconazol foi elevada para apenas um isolado de A. fumigatus. Os valores de 

CIM de anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol para os isolados de 

Aspergillus são apresentados na Tabela 5. 

 

Tabela 5. Atividade in vitro de quatro agentes antifúngicos para três isolados de 

Aspergillus obtidos de pacientes TCTH. 

Antifúngicos 
Isolados / CIM (µg/mL) 

A. fumigatus A. fumigatus A. flavus 

Fluconazol 

Itraconazol 

Voriconazol 

Anfotericina B 

32 

>16,0 

0,5 

2,0 

16 

0,125 

0,25 

4,0 

>64,0 

0,25 

0,25 

4,0 

 

A suscetibilidade in vitro das leveduras para diferentes agentes antifúngicos 

mostrou que a maioria dos isolados de C. albicans e de C. tropicalis foram resistentes 

ao fluconazol e ao voriconazol no entanto, C. parapsilosis mostrou-se sensível a estes 

antifúngicos. Anfotericina B e caspofungina foram os antifúngicos que mostraram os 

menores valores de concentrações inibitórias para todos os isolados. As variações das 

concentrações, CIM 50 e CIM 90 encontrados para os diferentes antifúngicos são 

mostrados na Tabela 6. 
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Tabela 6. Suscetibilidade in vitro de quatro agentes antifúngicos para 16 isolados de 

Candida obtidos de amostras de sangue de pacientes transplantados de células 

hematopoiéticas. 

Espécies 
Antifúngicos 

CIM (µg/mL) 

(nº de isolados) Variação CIM50 CIM90 

C. parapsilosis Fluconazol 0,125 – 2,0 0,5 2,0 

(n=06) Voriconazol <0,03 – 0,25 <0,03 0,25 

 Anfotericina B 0,125 – 0,5 0,25 0,5 

 Caspofungina 0,5 – 1,0 1,0 1,0 

     

C.albicans Fluconazol 0,5 - >64,0 >64,0 >64,0 

(n=04) Voriconazol <0,03 – >16,0 >16,0 >16,0 

 Anfotericina B 0,25 – 0,5 0,25 0,5 

 Caspofungina <0,03 – 0,125 0,06 0,125 

     

C. tropicalis Fluconazol 8,0 – >64,0 16,0 >64 

(n=06) Voriconazol 0,06 – 16 0,125 16 

 Anfotericina B 0,125 – 0,5 0,5 0,5 

 Caspofungina <0,03 – 0,25 <0,03 0,25 
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6 DISCUSSÃO 

 

O transplante de medula óssea é uma modalidade terapêutica que beneficia um 

grande número de pacientes com câncer ou com outras doenças. Estes transplantes estão 

normalmente associados a leucemias como já detectados por diferentes pesquisadores 

(Nucci & Maiolino 2000, Rieger et al. 2009). Cerca de 55,5% dos pacientes estudados 

neste trabalho tiveram como principal causa de realização de transplante um tipo de 

leucemia aguda ou crônica.  

Com relação a idade e gênero Bhayat et al. (2010) observaram que a população 

de transplantados é semelhante entre homens e mulheres, cerca de 5% maior no gênero 

masculino com faixa etária mais comum em indivíduos com idade inferior a 70 anos. 

Resultados semelhantes foram verificados na população deste trabalho, o qual era 

constituído de 52,2% de homens e a faixa etária que mais se realizou transplante foi de 

21 a 60 anos.  

Os receptores de TCTH tanto autólogos como os alogênicos apresentam riscos 

para a AI, mas a população alogênica que é associada com enxerto-versus-hospedeiro 

possui maior risco de AI (Herbrecht et al. 2002). De acordo com Singh & Paterson 

(2005), a AI ocorreu de 8-15% nos pacientes alogênicos submetidos ao TCTH. Embora 

no presente estudo 60% (6/10) eram transplantados alogênicos, a regressão logística 

univariada não foi significativa quando comparada com pacientes autólogos (40%). 

Os fungos, tanto os filamentosos como as leveduras são microrganismos 

bastante comuns em pacientes submetidos a transplante seja de órgão sólido ou de 

medula (Rieger et al. 2009, George & Alangaden 2011). Espécies de Aspergillus e 

Candida se apresentam como as causas mais comuns de IFIs em pacientes TCTH 

(Richardson & Lass-Flörl 2008, George & Alangaden 2011, Pagano et al. 2011). Neste 

trabalho, o percentual encontrado para candidíase foi maior que para aspergilose, sendo 

que dos 117 pacientes estudados foram isolados 2,5% (03/117) de Aspergillus e 13,6% 

(16/117) de leveduras todas pertencentes ao gênero Candida. Rieger et al. (2009) 

verificaram que de 59 pacientes transplantados de medula óssea do tipo alogênico, 

11,8% apresentaram infecções invasivas por fungos do gênero Candida. Pagano et al. 

(2007) observaram em 5 anos que de 3228 (3,7%) pacientes TCTH, 121 tiveram IFI e 

destes, 71% tiveram AI e 25% tiveram candidíase. Considerando ainda que em muitos 

casos a reação de GM resultou positiva em mais de uma amostra sem correlação com 
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cultivo positivo para Aspergillus, pode-se sugerir que a aspergilose é mais frequente do 

que quando se leva em consideração apenas a cultura. 

O uso de tratamento profilático realizado com derivados azólicos que são 

capazes de agir sobre C. albicans, espécie que durante muitos anos foi a mais comum 

encontrada nas infecções (Leroy et al. 2009), fez com que outras espécies emergissem 

como agente de candidíase. Os resultados deste estudo mostram o aumento de C. 

parapsilosis e C. tropicalis (37,5%) com relação a C. albicans (25,0%).  Celebi et al. 

(2007) observaram esta similaridade de comportamento para C. parapsilosis como a 

principal responsável por candidiase invasiva. Esta espécie é considerada agente de 

infecções de origem exógena capaz de colonizar a pele, tendo sido isolada de mãos de 

profissionais, de soluções glicosadas de uso hospitalar e de cateter venoso central. 

Segundo Boualem et al. (2006) as espécies não albicans estão associadas a neoplasia, 

neutropenia e ao uso prévio de fluconazol.  

Entre as espécies de Aspergillus destacam-se A. fumigatus e A. flavus como as 

mais isoladas como agentes de aspergilose (Heinemann et al. 2004, Krishnan et al. 

2008). Neste trabalho, de três isolados do gênero Aspergillus, dois foram identificados 

como Aspergillus fumigatus e um como Aspergillus flavus. Pagano et al. (2007) em 91 

casos de aspergilose em pacientes transplantados, o percentual de A. fumigatus foi de 

aproximadamente 65%, sendo que outras espécies como A. flavus, A. versicolor, A. 

niger e A. terreus foram identificadas em menor número (Fukuda et al. 2003, Pagano et 

al. 2007). Morgan et al. (2005), de 72 casos de aspergilose em pacientes transplantados, 

56% foram identificados como a A. fumigatus, 18,7% como A. flavus, 16% como A. 

terreus, 8% como A. niger e 1,3% como A. versicolor. 

AI é uma importante causa de morbidade e mortalidade em pacientes TCTH. O 

diagnóstico de AI é um desafio porque os sinais clínicos e radiológicos não são 

específicos e a biópsia do tecido é invasiva e nem sempre é possível como meio de 

diagnóstico (Pfeiffer et al. 2006). A incorporação dos resultados microbiológicos como 

a cultura pode melhorar o diagnóstico de AI mas este método poderia levar um longo 

tempo e resultados negativos podem ocorrer. O impacto do diagnóstico precoce conduz 

a uma terapia apropriada resultando em melhor prognóstico do paciente (Husain et al. 

2007). Desta maneira, a detecção de GM em fluidos corporais tornou-se uma ajuda útil 

no diagnóstico da AI (Pfeiffer et al. 2006). Assim, o teste de GM tem ganhado aceitação 

como um método sensível a vigilância prospectivo de risco (Marr et al. 2005). 
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No presente trabalho, a análise do antígeno GM pode representar uma detecção 

precoce da doença, sendo considerado um bom indicador clínico e assim reduzir os 

índices de mortalidade e morbidade desta doença. A elevada porcentagem de amostras 

positivas encontrada entre os pacientes transplantados e que apresentam uma 

neutropenia acentuada determina forte indício de doença invasiva. Christopher et al. 

(2006) mostraram que o GM apresenta uma especificidade de 89% para os casos 

comprovados de AI e uma precisão moderada para o diagnóstico da AI em pacientes 

imunocomprometidos. Uma sensibilidade de 61% e uma especificidade de 98% têm 

sido relatados em pacientes TCTH por Husain et al. (2007), enquanto Pfeiffer et al. 

(2006) mostram uma sensibilidade de 82% e especificidade de 86% nesses pacientes. A 

especificidade encontrada no presente estudo quando se considerou AI 

provada/provável segundo a European Organization for Research and Treatment of 

Cancer foi de 85,8% (94/107) corroborando com os achados acima.  

A detecção de GM pode ser influenciada pelo tratamento antifúngico como 

relatado por Marr et al. (2004) que verificaram sensibilidade de 87,5% ao GM nos 

pacientes não submetidos à terapia antifúngica contra 20% nos paciente submetidos à 

terapia. A sensibilidade ao GM do presente estudo foi de 90,0% (9/ 10 de AI 

provada/provável) e os pacientes receberam tratamento profilático com fluconazol que 

era protocolo de rotina para prevenir a IFI em pacientes TCTH autólogos e alogênicos 

(Reich et al. 2001, Junghanss et al. 2002, Fukuda et al. 2003, Jantunen et al. 2004, 

Pagano et al. 2007). Os resultados falsos positivos encontrados no presente trabalho são 

de explicações mais complexas. No entanto, alguns pesquisadores apontam que o uso de 

medicamentos como antibióticos, a colonização das vias aéreas ou até mesmo a 

contaminação laboratorial por espécies de Aspergillus podem levar a resultados 

positivos de GM (Ansorg et al. 1997, Maertens et al. 2002). Resultados falsos positivos 

podem ocorrer em crianças devido a passagem pela mucosa do trato gastrointestinal de 

GM presente no leite ou nutrientes ricos em proteínas (Siemann et al. 1998, Gangneux 

et al. 2002). Devido ao fato de que pacientes que possuem doença hematológica 

maligna ou que tenha sido submetidos ao TCTH serem altamente sujeitos a aspergilose, 

este teste é de grande valor (Christopher et al. 2006). 

AI é considerada como um preditor de morte entre os pacientes TCTH (Barnes 

& Marr 2007, Parody et al. 2009). Entre os pacientes com AI provada/provável o índice 

de morte foi de 60% nos transplantados estudados, mostrando que este é um preditor 

significativo para o aumento do risco de morte (P <0,05). Similar a estes resultados 
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Fukuda et al. (2003) observaram que AI está associada a mortalidade elevada, variando 

de 30% a 70% em receptores de transplante. 

O uso clínico de voriconazol utilizado em infecções por Aspergillus spp e por 

outros fungos filamentosos oportunistas é comum. Um estudo randomizado em 

pacientes com aspergilose pulmonar invasiva mostrou a superioridade deste triazólico 

sobre a anfotericina B, tanto em relação a respostas favoráveis como na sobrevida do 

paciente (Herbrecht et al. 2002). O teste de suscetibilidade in vitro realizado no trabalho 

mostrou que este antifúngico apresentou os menores valores de CIM. Shivaprakask et 

al. (2010) verificaram que este fármaco mostrou excelente atividade antifúngica para 

isolados de Aspergillus. 

Resistência de Candida spp aos diferentes agentes antifúngicos tem sido pouco 

observada. Fluconazol é um medicamento com grande vantagem no tratamento de 

candidíase, pois apresenta um perfil baixo de toxicidade e boa eficácia (Chen et al. 

2009). Os resultados verificados no trabalho mostraram resistência de C. albicans ao 

fluconazol, no entanto, as outras espécies encontradas foram suscetíveis a este 

medicamento. Outros estudos também descrevem a resistência das espécies de Candida 

isoladas da mucosa bucal de pacientes com diabetes mellitus (Manfredi et al. 2006, 

Furlaneto-Maia et al. 2008).  

A suscetibilidade in vitro dos 16 isolados de Candida identificados em nossa 

casuística mostrou que isolados de C. tropicalis (37,5%) foram resistentes ao 

voriconazol. Este antifúngico apresenta maior atividade do que fluconazol contra os 

isolados de Candida, entretanto Cendejas-Bueno et al. (2010) verificaram resistência de 

várias espécies de Candida a este antifúngico em isolados clínicos obtidos na Espanha, 

sendo que maior resistência foi verificada com outras espécies não C. albicans.  

Anfotericina B e caspofungina possuem excelente atividade in vitro para as 

espécies de Candida. Todos os isolados de Candida estudados apresentaram-se 

suscetíveis a estes antifúngicos. Segundo Keating & Figgitt (2003) valores de CIM para 

os isolados de Candida são baixos para anfotericina B e para caspofungina. Em testes 

de suscetibilidade in vitro caspofungina mostra atividade contra espécies de Candida, 

inclusive amostras resistentes aos derivados azólicos e a anfotericina B. Resistência a 

anfotericina B é geralmente incomum e ocorre normalmente para espécies não albicans 

(ST-Germain et al. 2001). Reduzida suscetibilidade a anfotericina B tem sido verificado 

principalmente com C. lusitaniae, C. glabrata e C. krusei (Krogh-Madsen et al. 2006). 
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A provável justificativa para a alta resistência dos fungos aos derivados azólicos 

encontradas nesse trabalho deve-se à origem das amostras clínicas. Dados de candidíase 

invasiva dos pacientes transplantados mostram que o tratamento é difícil e resulta na 

morte dos pacientes. 

Em relação às outras espécies de fungos encontradas no presente estudo, 

Acremonium sp (0,8%) e Fusarium sp (1,7%) são apontados como patogênos 

oportunistas em pacientes imunocomprometidos (Nucci & Anaissie 2002, Nucci et al. 

2004, Beltrame et al. 2009, Das et al. 2010).  

Considerando a alta taxa de mortalidade devido à aspergilose invasiva e que a 

terapia precoce pode melhorar o prognóstico, os resultados encontrados nesse trabalho 

permitem sugerir que a detecção de GM no soro de pacientes que apresentam um 

elevado risco de adquirir a doença pode ser uma excelente ferramenta para identificação 

de aspergilose invasiva. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 32 

7 CONCLUSÕES 

 

1. Como já estabelecido em casuísticas anteriores, as leucemias aguda ou crônica 

representaram as principais causas de transplante de medula óssea.  

2.  Fungos dos gêneros Candida e Aspergillus foram os mais isolados mostrando uma 

elevada incidência nos pacientes transplantados. 

3. Entre as espécies de Aspergillus verificou-se o predomínio de Aspergillus fumigatus, 

coincidente com a descoberta de outros pesquisadores enquanto que entre as espécies de 

Candida verificou-se que C. parapsilosis e C. tropicalis foram as mais comuns, 

evidenciando o crescimento de Candida não albicans como agentes de processos 

infecciosos. 

4. O resultado de duas ou mais amostras positivas para GM em 23 pacientes, nos quais 

10 deles foram classificados como aspergilose invasiva provada/provável com uma 

especificidade de 85,8% (94/107) mostra que este teste deve ser usado como auxiliar no 

diagnóstico precoce da doença, podendo reduzir os índices de mortalidade e morbidade. 

5. Os resultados comprovam por meio do teste de suscetibilidade in vitro que 

voriconazol é um bom fármaco e pode ser utilizado para terapia de aspergilose. 

6. A resistência detectada por isolados de C. albicans ao fluconazol mostra a 

importância da realização de testes de suscetibilidade in vitro para a terapia adequada de 

candidíase. Da mesma forma, a suscetibilidade aos novos antifúngicos como 

voriconazol e caspofungina faz com que estes medicamentos, provavelmente, sejam os 

mais recomendáveis. 
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ANEXOS 

Anexo 1: Formulário dos Pacientes 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIÁS 

INSTITUTO DE PATOLOGIA TROPICAL E SAÚDE PÚBLICA 

Departamento de Microbiologia, Imunologia, Parasitologia e Patologia 

Rua Delenda Rezende de Melo, S/N - Setor Universitário - Goiânia - GO 

CEP 74605-050 - Fone (062) 3209 - 6127 - FAX (062)3209 - 6363 

 

I. DADOS PESSOAIS 

PACIENTE ............................................................................................................................................... ...........               

PRONTUÁRIO..................................       LEITO..................... 

DATA DE NASCIMENTO ......../......../........  ESTADO CIVIL ............................................. SEXO ...................  

NATURALIDADE................................................................... 

ENDEREÇO....................................................................................................................................................................... 

................... ................... ................... ...................................... CIDADE.................... ......................... ESTADO............. 

TELEFONE ................................................. 

ANTECEDENTES PATOLÓGICOS..................................................................................................... ............................ 

..................................................................................................................................................... ....................................... 

........................................................................................... .................................................................................................  

DATA DAINTERNAÇÃO NO TMO: ....../....../...... 

TIPO DE TRANSPLANTE ........................................................................................... .................................................... 

DATA DO TRANSPLANTE ........../......./........ 

SAIDA DO TMO ......../......../.........   

OBS.: .......................................................................................................... ........................................................................ 

MÉDICO RESPONSÁVEL PELO TMO:...............................................................................  

                     

II. EQUIPAMENTOS INVASIVOS UTILIZADOS     

               

          Data da Introdução  Data da Retirada 

(     )Respirador                                ......../......../........                ......../......../........ 

(     )Sonda nasogástrica                  ......../......../........                          ......../......../........ 

(     )Sonda nasoentérica                 ......../......../........                          ......../......../........  

(     )Sonda vesical de demora        ......../......../........                          ......../.. ....../........ 

(     )Sonda vesical de alívio          ......../......../........                          ......../......../........  

(     )Cateteres            ......../......../........                ......./......../........ 

(     )Outros   ............................    ......../......../........                          ......../......../........  
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III. HEMOGRAMA 

     1ºColeta   2º Coleta    3º 

Coleta   4º Coleta   5º Coleta 

Leucócitos           ......../......../........      ......../......../........      ......../......../........     ......../......../........     

......../......../........ 

1. Total               ..........................      ..........................      ..........................      ...... ....................     .......................... 

2. Segmentados  ..........................      ..........................      ..........................      .............. ............     .......................... 

3. Bastonetes      ..........................      ..........................      ..........................      ..........................     ..........................  

4. Eosinófilos     ..........................      ..........................      ..........................      .......... ................     .......................... 

5. Basófilos        ..........................      ..........................      ..........................      ......... .................     .......................... 

6. Linfócitos       ..........................      ..........................      ..........................      ..........................     ..........................  

7. Monócitos      ..........................      ..........................      ..........................      ........... ...............     .......................... 

8. LA          ..........................      ..........................      ..........................      ..........................      .......................... 

PLAQUETAS         ..........................      ..........................      ..........................      ..........................      ..........................  

HEMÁCIAS           ..........................      ..........................      ..........................      .......... ................      ..........................  

 

 

IV. QUADRO CLÍNICO 

............................................................................................................................. ...............................................................

................................................................................................................................... .........................................................

.......................................................................... ..................................................................................................................  

 

 

VI. LABORATÓRIO 

A. SANGUE PERIFÉRICO            Data                                                                                Resultado 

1º Coleta                                    ......../......../........        .............................................. .......................................................... 

2º Coleta                                    ......../......../........        ........................................................................................................  

3º Coleta                                    ......../......../........        .............................................. .......................................................... 

4º Coleta                                    ......../......../........        .............................................. .......................................................... 

5º Coleta                                    ......../......../........        ........................................................................................... ............. 

6º Coleta                                    ......../......../........        ...................... ..................................................................................  

 

B. SANGUE CATÉTER                  Data                                                                                Resultado 

1º Coleta                                    ......../......../........        ........................................................................................... ............. 

2º Coleta                                    ......../......../........        .................................... .................................................................... 

3º Coleta                                    ......../......../........        .............................................. .......................................................... 

4º Coleta                                    ......../......../........        ................................................. ....................................................... 

5º Coleta                                    ......../......../........        ........................................................................................................  

6º Coleta                                    ......../......../........        .............................................. .......................................................... 

 

C. OUTRAS AMOSTRAS:.......................................................................................................... ....  Data: ....../....../...... . 

     RESULTADO: .......................................................................... 
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Antibioticoterapia profilática Profilaxia CMV Antifúngico profilático 

Ceftazidina 

Amicacina 

Imipenem 

Vancomicina 

Acyclovir 

Gancyclovir 

Filtros 

Sangue se der CMV neg. 

Fluconazol 

Itraconazol 

Cetoconazol 

Anfotericina B 

 

 

OBSERVAÇÕES DO PESQUISADOR .................................................................................................. ...................... 

........................................................................................................ ....................................................................................

............................................................................................................................. ...............................................................  

 

ASSINATURA DO RESPONSÁVEL ...............................................................................   DATA ......../... ...../........ 
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Anexo 2: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Você está sendo convidado (a) para participar, como voluntário, na pesquisa 

intitulada “CARACTERIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS 

CAUSADORES DE INFECÇÕES NOSOCOMIAIS EM PACIENTES 

TRANSPLANTADOS DE MEDULA ÓSSEA”. 

O documento sobre o trabalho a ser realizado será por mim lido e então você 

poderá aceitar fazer parte do estudo ou não. Se você aceitar, ira assinar ao final deste 

documento, que está em duas cópias, sendo que uma cópia será sua e a outra do 

pesquisador responsável. Se você recusar, não será prejudicado de forma alguma em seu 

tratamento. Além disso, se você aceitar participar e, depois se arrepender você poderá 

retirar seu consentimento sem prejuízo algum em seu tratamento. Caso você tenha 

alguma duvida sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato com os pesquisadores, 

Milton Camplesi Junior nos telefones (62) 3255 96 05 ou 9607 35 72. Se você tiver 

alguma dúvida sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, você poderá 

entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da ACCG, no telefone: (62) 3243 

70 50. 

 

INFORMAÇÕES IMPORTANTES QUE VOCÊ DEVE SABER SOBRE A 

PESQUISA 

Título: “CARACTERIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS 

CAUSADORES DE INFECÇÕES NOSOCOMIAIS EM PACIENTES 

TRANSPLANTADOS DE MEDULA ÓSSEA”. 

INFORMAÇÃO SOBRE QUEM ESTA APLICANDO O TERMO DE 

CONSENTIMENTO:  

PESQUISADORES PARTICIPANTES: Profª Drª Maria do Rosário Rodrigues 

Silva - Investigadora responsável - Fone: 62 3209 61 27. 

Milton Camplesi Junior – Biomédico / Pesquisador. Fones - (62) 

32559605 ou 96073572 

 

OBJETIVO DA PESQUISA 

A pesquisa terá como objetivo avaliar grupos de pacientes expostos ao transplante 

de medula óssea atendidos no Hospital Araújo Jorge para:  
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a. Verificar quais são as principais micoses que ocorrem nos pacientes transplantados 

de medula óssea.  

b. Determinar os possíveis riscos envolvidos nestas micoses.  

c. Determinar qual o melhor medicamento a ser utilizado para combater esta micose. 

d. Determinar qual o diagnóstico é mais rápido para essas micoses 

 

FORMA DE ACOMPANHAMENTO 

 O material coletado de você irá será encaminhado ao Laboratório de 

Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública (IPTSP), onde será 

analisado para pesquisa de fungos. Os resultados serão fornecidos para seu médico para 

ajudar no seu tratamento. 

 

ESPECIFICAÇÕES DOS RISCOS, PREJUÍZOS, DESCONFORTO, LESÕES 

QUE PODEM SER PROVOCADAS PELA PESQUISA. 

 

 O material que será colhido em você, se for sangue, poderá ficar com 

uma pequena picadinha em seu braço ou um pequeno hematoma. Se o material for 

colhido em sua pele ou em outra superfície do seu corpo poderá ficar com uma mancha 

avermelhada, mas isto desaparecerá entre dois a três dias.Qualquer tratamento, o qual 

você estiver sendo submetido não será prejudicado com a coleta do material para exame 

da micose. 

 

BENEFÍCIOS 

Você participando da nossa pesquisa poderá auxiliar nas descobertas sobre 

métodos de diagnóstico para micoses e assim o tratamento poderá ser melhorado 

 

CONFIDENCIALIDADE 

Se você concordar em participar, as informações clínicas e laboratoriais sobre o 

material fornecido, por você, serão guardadas e mantidas sem que ninguém tome 

conhecimento do seu nome ou das iniciais do seu nome.  
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PARTICIPAÇÃO AUTORIZADA 

 A participação deste estudo será uma decisão sua onde, você poderá 

aceitar ou recusar. 

A sua participação será somente o fornecimento do material e não haverá 

nenhum tipo de pagamento ou gratificação financeira para isso. 

 

PACIENTES PARTICIPANTES DO ESTUDO 

 Neste estudo serão incluídos todos os pacientes (autorizados) que foram 

expostos ao transplante de medula óssea atendidos no Hospital Araújo Jorge. 
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Anexo 3: Consentimento da participação da pessoa como sujeito da pesquisa 

 

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO SUJEITO 

DA PESQUISA 

Eu,______________________________________________________________

CPF:_________________________RG:___________________n°prontuário_________

abaixo assinado, concordo em participar do estudo “CARACTERIZAÇÃO E 

IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS CAUSADORES DE INFECÇÕES 

NOSOCOMIAIS EM PACIENTES TRANSPLANTADOS DE MEDULA 

ÓSSEA”, sob a responsabilidade da, Profª. Drª. Maria do Rosário Rodrigues Silva, 

como sujeito voluntário. Fui devidamente informado e esclarecido pelos pesquisadores 

Milton Camplesi Junior sobre a pesquisa, os procedimentos nela envolvidos, assim 

como os possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha participação. Foi me 

garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer momento, sem que isto leve a 

qualquer penalidade ou interrupção de meu acompanhamento/assistência/tratamento. 

 

Local e data_____________________________________________________  

 

Nome e Assinatura do sujeito ou responsável 

_________________________________ 

 

 

Assinatura Dactiloscópica  

 

 

Pesquisador Responsável:  

                    __________________________________________  

Profª Drª Maria do Rosário Rodrigues Silva 

 

Pesquisador: __________________________________________  

                                          Milton Camplesi Junior 
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Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e 

aceite do sujeito em participar. 

Testemunhas (não ligadas à equipe de pesquisadores). 

 

Nome________________________________ 

assinatura____________________________ 

 

Nome________________________________ 

assinatura____________________________ 

 

 Observações Complementares:  
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Anexo 4: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido para o Responsável Legal 

pelo Paciente Menor de Idade – Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

Solicitamos sua autorização para que o paciente sob sua representação legal possa 

participar como voluntário, na pesquisa intitulada “CARACTERIZAÇÃO E 

IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS CAUSADORES DE INFECÇÕES 

NOSOCOMIAIS EM PACIENTES TRANSPLANTADOS DE MEDULA 

ÓSSEA”. 

O documento sobre o trabalho a ser realizado será por mim lido e então você 

poderá responder se a pessoa por você responsável pode fazer parte do estudo ou não. 

Se você responder positivamente, irá assinar ao final deste documento, que está em duas 

cópias, sendo que uma cópia será sua e a outra do pesquisador responsável. Se você 

recusar, a pessoa sob sua responsabilidade não será prejudicado de forma alguma em 

seu tratamento. Além disso, se você aceitar e, depois se arrepender você poderá retirar 

seu consentimento sem prejuízo algum no tratamento dele (a). Caso você tenha alguma 

duvida sobre a pesquisa, você poderá entrar em contato com os pesquisadores, Milton 

Camplesi Junior nos telefones (62) 3255 96 05 ou 9607 35 72. Se você tiver alguma 

dúvida sobre os seus direitos como participante nesta pesquisa, você poderá entrar em 

contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da ACCG, no telefone: (62) 3243 70 50. 

INFORMAÇÕES IMPORTANTES QUE VOCÊ DEVE SABER SOBRE A 

PESQUISA 

Título: “CARACTERIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS 

CAUSADORES DE INFECÇÕES NOSOCOMIAIS EM PACIENTES 

TRANSPLANTADOS DE MEDULA ÓSSEA”. 

INFORMAÇÃO SOBRE QUEM ESTA APLICANDO O TERMO DE 

CONSENTIMENTO:  

PESQUISADORES PARTICIPANTES: Profª Drª Maria do Rosário Rodrigues 

Silva - Investigadora responsável - Fone: 62 3209 61 27. 

Milton Camplesi Junior – Biomédico / Pesquisador. Fones - (62) 

32559605 ou 96073572 

OBJETIVO DA PESQUISA 

A pesquisa terá como objetivo avaliar grupos de pacientes expostos ao transplante 

de medula óssea atendidos no Hospital Araújo Jorge para:  
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a. Verificar quais são as principais micoses que ocorrem nos pacientes transplantados 

de medula óssea.  

b. Determinar os possíveis riscos envolvidos nestas micoses.  

c. Determinar qual o melhor medicamento a ser utilizado para combater esta micose. 

d. Determinar qual o diagnóstico é mais rápido para essas micoses 

 

FORMA DE ACOMPANHAMENTO 

 O material coletado do paciente sob sua responsabilidade será 

encaminhado ao Laboratório de Micologia do Instituto de Patologia Tropical e Saúde 

Pública (IPTSP), onde será analisado para pesquisa de fungos. Os resultados serão 

fornecidos para seu médico para ajudar no seu tratamento. 

 

ESPECIFICAÇÕES DOS RISCOS, PREJUÍZOS, DESCONFORTO, 

LESÕES QUE PODEM SER PROVOCADAS PELA PESQUISA. 

 

 O material que será colhido do paciente sob sua responsabilidade, se for 

sangue, poderá deixar uma pequena picadinha no braço dele (a) ou um pequeno 

hematoma. Se o material for colhido da pele ou em outra superfície do corpo poderá 

deixar uma mancha avermelhada, mas isto desaparecerá entre dois a três dias. Qualquer 

tratamento, ao qual o paciente estiver sendo submetido não será prejudicado com a 

coleta do material para exame da micose. 

 

BENEFÍCIOS 

O paciente sob sua responsabilidade participando da nossa pesquisa, poderá 

auxiliar nas descobertas sobre métodos de diagnóstico para micoses e assim o 

tratamento poderá ser melhorado. 

 

CONFIDENCIALIDADE 

Se você autorizar que o paciente sob sua responsabilidade pode participar do 

estudo, as informações clínicas e laboratoriais sobre o material fornecido serão 

guardadas e mantidas sem que ninguém tome conhecimento do seu nome ou das iniciais 

do seu nome.  
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PARTICIPAÇÃO AUTORIZADA 

 A participação deste estudo será uma decisão sua onde, você poderá 

aceitar ou recusar. 

A participação do paciente será somente o fornecimento do material e não 

haverá nenhum tipo de pagamento ou gratificação financeira para isso. 

 

PACIENTES PARTICIPANTES DO ESTUDO 

 Neste estudo serão incluídos todos os pacientes (autorizado pelo seu 

representante legal) que foram expostos ao transplante de medula óssea atendidos no 

Hospital Araújo Jorge. 

 

CONSENTIMENTO DA PARTICIPAÇÃO DA PESSOA COMO SUJEITO 

DA PESQUISA 

Eu,______________________________________________________________

CPF:_________________________RG:______________________ abaixo assinado, 

autorizo o paciente sob minha 

responsabilidade__________________________________CPF:___________________

RG:______________________n°prontuário________a participar do estudo 

“CARACTERIZAÇÃO E IDENTIFICAÇÃO DE FUNGOS CAUSADORES DE 

INFECÇÕES NOSOCOMIAIS EM PACIENTES TRANSPLANTADOS DE 

MEDULA ÓSSEA”, sob a responsabilidade da, Profª. Drª. Maria do Rosário Rodrigues 

Silva, como sujeito voluntário. Fui devidamente informado e esclarecido pelos 

pesquisadores Milton Camplesi Junior sobre a pesquisa, os procedimentos nela 

envolvidos, assim como os possíveis riscos e benefícios decorrentes de minha 

autorização. Foi me garantido que posso retirar meu consentimento a qualquer 

momento, sem que isto leve a qualquer penalidade ou interrupção do 

acompanhamento/assistência/tratamento. 

Local e data_________/____/______ 

 

Nome e Assinatura do responsável _________________________________ 

 

Assinatura Dactiloscópica  
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Pesquisador Responsável:  

 

                    __________________________________________  

Profª Drª Maria do Rosário Rodrigues Silva 

 

Pesquisador: __________________________________________  

                                          Milton Camplesi Junior 

 

Presenciamos a solicitação de consentimento, esclarecimento sobre a pesquisa e 

aceite do sujeito em participar. 

Testemunhas (não ligadas à equipe de pesquisadores). 

 

Nome________________________________ 

assinatura____________________________ 

 

Nome________________________________ 

assinatura____________________________ 

 Observações Complementares:  

________________________________________________________________

_________________________________________________________ 
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Anexo 5: Parecer do Comitê de Ética, TCLE  
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Anexo 6: ARTIGO 1 

 

Detection of Aspergillus galactomannan and cultures in blood of hematopoietic 

stem cell transplant patients. 

 

M. Camplesi Jr
a
, H.M. Silva

b
, C.R. Costa

b
, F.S. Ataides

b
, L. K.H. Souza

b
, O.F.L. 

Fernandes
b
, M.R.R. Silva

b
* 

 

a-Universidade Paulista-UNIP,  

b-Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública, Universidade Federal de Goiás, 

Goiânia, GO, Brasil.  

 

SUMMARY 

Invasive aspergillosis (IA) is the major cause of morbidity and mortality in 

patients undergoing hematopoietic stem cell transplantation (HSCT). The 

galactomannan (GM), polysaccharide component of fungal cells, can be used in 

diagnostic assays. The purpose of this study was to verify the epidemiological 

characteristics, underlying disease, clinical outcomes and to evaluate the performance of 

GM antigen detection for the diagnosis of IA in HSCT recipients. The epidemiological 

and clinical data were collected from medical registries. Blood samples were obtained 

twice and analyzed by both galactomannan antigen assay and culture for detection of 

Aspergillus species. Among the 117 patients studied, 3 were classified as proven IA. 

Positive GM test results were verified in 9 cases (7.6%). By univariate analysis, it was 

found that proven and probable IA was associated with increased risk of death 

(P=0.003). Statistical analysis demonstrated that age, sex, type of transplant and 

underlying disease were not independently associated with risk of death in IA patients. 

GM tests had a sensitivity of 90% and specificity of 85.8%. Considering that the crude 

mortality rate of IA is very high and the early therapy may lead to improved prognosis, 

we could suggest that the GM detection in serum of HSCT patients could be useful as 

screening tools for identification of IA. 

 

*Corresponding author. Address: Instituto de Patologia Tropical da Universidade 

Federal de Goiás, Rua 235 S/N, Setor Universitário, Goiânia-GO, Brasil. e-mail adress: 

rosario@iptsp.ufg.br Tel. 055 62 32096127, Fax: 32096363. 
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Keywords: Aspergillus, Invasive Aspergillosis, hematopoietic cell transplant, 

Galactomannan antigen serum. 

 

Introduction. 

Fungal infections have substantially increased in number and severity over the 

last few decades, especially in immunocompromised patients and those hospitalized 

with serious underlying diseases.
1,2,3

 Invasive aspergillosis (IA) is a major cause of 

morbidity and mortality in patients receiving intensive immunosuppressive therapy and 

those undergoing allogeneic hematopoietic stem cell or solid organ transplantation.
3 

This fungal infection occurs in 8-15% of patients undergoing stem cell transplantation 

with mortality ranging from 30 to 70%.
4,5

 

Diagnosis of IA remains a challenge because the conventional microbiological 

methods as culture of clinical samples, have low sensitivity.
6 

The galactomannan (GM), 

polysaccharide component of fungal cells wall released during tissue invasion by 

Aspergillus hyphae in biological fluids can be used in diagnostic assays.
7,8,9 

A serum 

enzyme-inked immunoabsorbent assay (ELISA) that employs the rat monoclonal 

antibody EB-A2 and recognizes the 15 β-D galactofuranoside side chains of the GM 

molecules, has been approved for IA diagnosis by US Food and Drugs Administration 

(FDA) and has also been considered enough promise.
7 

According to Leeflang et al., 

2008, this test has gained widespread acceptance as a sensitive method to undertake 

prospective surveillance in patients with risk for invasive aspergillosis.
 10

 So, analysis of 

the overall accuracy of the test for surveillance of IA in transplants recipients is of 

major importance. 

The purpose of this study was to verify the epidemiological characteristics, 

underlying disease, clinical outcomes, and to evaluate the performance of GM antigen 

detection for the diagnosis of IA in HSCT recipients. 

 

Methods 

Patients 

 

The study was conducted in HSCT recipients at the oncology service from 

Hospital Araújo Jorge of Goiânia-GO, from December 2008 to July 2011. This study 

population consisted of individuals with probability for pulmonary aspergillosis. The 

criteria for inclusion were neutrophil count >500 cell/mm
3 

for > 10 days, with a 
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persistent fever, despite first-line antibiotic therapy. This study was approved by ethical 

committee from association combating cancer of Goiás State. All patients agreed to 

participate and gave written informed consent. The epidemiological and clinical data 

were collected from medical registries.  

Clinical samples processing 

Identification of specie 

 

Cultures from blood for detection of fungal species was performed by using a 

biphasic bottle containing a slant of brain heart infusion agar and BHI broth. After 

inoculation of 5 ml of blood into the culture bottles, they were incubated in an upright 

position for 30 days at 25
o
 C. Cultures were examined daily for visual evidence of 

growth, and each examination was followed by a gentle mixing of the blood-broth 

mixture over the agar slants. Visual growth was examined and subcultured onto 

Sabouraud dextrose agar slants media for identification. 

Aspergillus species were identified on the basis of their macroscopical 

characteristics and morphologies of their conidiophores and conidia. To identify the 

specie, a slide culture method was used (microculture) in potato agar, incubated at 25
o
C 

for 5 days. Confirmation of fungi as etiologic agent was accomplished by reproducible 

growth from the blood samples at different times by repeated culture attempts. 

 

GM detection 

Regular monitoring of serum GM was performed at last twice in all patients who 

received HSCT. The GM assay was performed with the Platelia Aspergillus test (Bio-

rad, Paris, France), according to the manufacter´s recommendation for testing serum 

samples. An optical density (OD) cutoff value of 0.5 ng/mL or greater was considered 

positive for GM in serum in two sequencial samples.
8
 

IA was defined according to revised consensus definitions of the European 

Organization of the Research and treatment of Cancer/Mycoses Study Group 

(EORTC/MSG).
11 

Proven cases of IA was defined as growth of Aspergillus from blood, 

while in probable cases of IA we evidenced new lung infiltrates on high-resolution chest 

CT scans and detection of GM in serum with the Platelia Aspergillus enzyme 

immunoassay. In possible IA there was lung infiltrates but without microbiological 

evidence of disease and with negative GM test. 

 



 66 

Statistical analysis 

All statistical analyses were performed using SPSS software (version 16 for 

Windows). All variables were analyzed with logistic regression test. P values ≤ 0.05 

were considered to have statistical significance  

 

Results  

A total of 392 serum samples from 117 patients were studied in this work. The 

demographic characteristics, type of transplant, underlying disease of the patients and 

the occurrence of IA in these patients are outlined in Table 1. The mean age was 35.7 

years but the largest number of patients belonged to age group between 21 and 60 years. 

Among all patients, 52.2% were male, 53% were allogeneic recipients and the leukemia 

(55.5%) was the most frequent underlying diseases. Among these patients, the overall 

mortality rate for transplant recipients with proven/probable IA was 60 % (6/10) 

Among 117 patients we identified three (2.5%) with proven IA defined by 

growth of Aspergillus species onto BHI medium, seven (5.9%) as probable IA with 

detection of GM in blood and presence of lung infiltrates (Fig. 1). Possible IA was 

found in three (2.5%) patients with radiological findings suggestive of IA and negative 

GM. False positive GM results with no radiological signs were observed in 13 patients 

which other fungi were isolated (data not shown). Among the positive cultures, A. 

fumigatus was recovered in two patients and A. flavus in one (Table 2).  

Statistical analysis and diagnostic performance of serum GM assay  

By logistic regression analysis, it was found that IA was associated with 

increased risk of death (P <0.05). Age, sex, type of hematopoietic cell transplant and 

underlying disease were not independently associated with risk of IA .  

The performance of the GM test was evaluated with proven and probable IA. At 

the index cutoff value of ≥ 0.5ng/mL, the Elisa tests had a sensitivity of 90% (9 of 10) 

and specificity of 85.8% (94/107). 

 

Discussion 

The practice of hematopoietic stem cell transplantation has improved the 

likelihood of a given patient to develop an invasive fungal infection.
12,13 

In the present 

study, Aspergillus infections was considered as proven/ probable by culture, GM 
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positive and lung infiltrates in 10 (8.5%) of 117 HSCT recipients. Several prior studies 

have demonstrated IA as a predictor of poor outcomes.
14,15 

Among patients with 

positive GM, classified as proven/probable IA, we observed also a significant predictor 

of death by logistic regression analysis (P=0.003). According to Fukuda et al., 2003, IA 

is associated with high morbility and mortality rates, ranging from 30% to 70% in 

transplant recipients respectively.
5
 

It is well known that both autologous and allogeneic HSCT recipients have risks 

for IA, but the allogeneic population is associated with graft-versus–host disease 

(GVHD) and have higher risk of IA.
16 

According to Singh & Paterson 2005, IA 

occurred in 8-15% of patients undergoing allogeneic stem cell transplantation.
 4

 

Although 60% (6/10) of our allogeneics patients had IA, the logistic regression was not 

significative when compared with autologous patients (40%).  

Diagnosis of IA is a challenge, because clinical and radiological signs are 

nonspecific, and the tissue biopsy is invasive and is not always possible as means of 

making diagnosis.
8 

The incorporation of microbiological findings as culture may 

improve the diagnosis of IA, but this method could take a longer time and negative 

result may occur. The impact of early diagnosis leading to appropriate therapy may 

result in improved prognosis of patient.
17 

In this way, the detection of galactomannan a 

component of Aspergillus sp cell wall in body fluids, hematogenously released during 

hyphal growth has become a useful aid in the diagnosis of IA.
8 

The assay has gained 

widespread acceptance as a sensitive method undertake prospective surveillance in risk 

population.
18

The sensivity found in our work of GM testing (at least two consecutive 

positive samples) was 90% (9 of 10) and specificity of 85.8% (94/107) when IA was 

defined by clinical characteristics and radiological findings suggestive of aspergilosis 

and positive culture for Aspergillus sp. The Platelia Aspergillus GM EIA was 

disappointment in the one case which culture was positive. Sensitivity of 61% and a 

specificity of 98% have been reported in HSCT recipients by Husain et al, 2007, while 

Pfeiffer et al., 2006, found sensibility of 82% and specifity of 86% in these patients.
8,17 

A high specificity of 99.6% was found by Pinel et al, 2003 with galactomannan 

antigenemia
 
positive in 748 of 773 patients. 

Marr et al., 2005, suggest that antifungal therapy decreases sensitivity of the 

Aspergillus galactomannan enzyme immunoassay on serum samples.
18

 Antifungal 

prophylaxis using fluconazole was performed for all our patients (data not shown). The 

false positive results found in our work are difficult to explain. However, some 
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researchers appoint that the use of drugs as antibiotics and airway colonization with 

Aspergillus species (or even laboratory contamination) could result GM positive.
19,20

 

Considering that the crude mortality rate of IA is very high and the early therapy 

may lead to improved prognosis, we could suggest that the Platelia Aspergillus GM EIA 

in serum of patients could be useful as screening tools for identification in patients at 

high risk of developing IA  
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Table 1. Analysis of characteristics and risk factors of 117 hematopoietic stem cell 

transplant patients for invasive aspergillosis (proven/probable). 

Characteristics   Proven/probable IA 

 n % N % 

Age (mean=35.7)     

0 - 20 years 26 22.2 3 30 

21 – 40 years 39 33.3 5 50 

> 60 years 14  12.0 2 20 

Gender     

Male sex 61 52.2 4 40 

Female sex 56  47.8 6 60 

Type of hematopoietic 

stem cell transplant 
    

Autologous  55  47.0 4 40 

Allogeneic 62  53.0 6 60 

Underlying disease     

AML 29  24.8 3 30 

CML 12 10.2 2 20 

ALL 24  20.5 2 20 

LH 15  12.8 - - 

NHL 19  16.2 2 20 

MM 14  12.0 1 10 

AA 2  1.7 - - 

MDS 1  0.9 - - 

HPN 1  0.9 - - 

NOTE. AML-acute myeloid leukemia, CML-chronic myeloid leukemia, ALL- acute 

lymphoid leukemia, LH-Hodgkin's lymphoma, NHL non-Hodgkin lymphoma, MM-

multiple myeloma, AA-aplastic anemia, MDS-myelodysplastic syndrome, HPN-

paroxysmal nocturnal hemoglobinuria 
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Table 2. Mycological findings and Aspergillus GM ELISA results among patients with 

invasive fungal infection after hematopoietic stem cell transplant 

Isolate n°. 
Proven/probable 

IA 
a
 

Culture result GM Outcome 

1  Proven A. fumigatus Positive Death 

2  Proven A. fumigatus Positive Death 

3  Proven A. flavus Negative Death 

4  Probable Negative Positive Death 

5  Probable Negative Positive Survival 

6  Probable Negative Positive Death 

7  Probable Negative Positive Survival 

8  Probable Negative Positive Survival 

9  Probable Negative Positive Survival 

10  Probable Negative Positive Death 

11  Possible Negative Negative Survival 

12  Possible Negative Negative Survival 

13  Possible Negative Negative Survival 

GM positive  Optical density (OD) value of 0.5 ng/mL or greater in serum in two 

sequential samples. 
 a
 EORTC, European Organization for Research and Treatment of Cancer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 1. Radiographics images of lung infiltrates evidenced in proven and probable cases 

of invasive Aspergillosis.  
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Anexo 7: ARTIGO 2 

Acremonium strictum infection in hematopoietic stem cell transplanted recipient 

treated successfully with voriconazole: Case Report 

Milton Camplesi Júnior,
1
 Adriano Morais Arantes,

2
 Hildene Meneses Silva,

3
 Carolina 

Rodrigues Costa,
3
 Maria do Rosário Rodrigues Silva

3 

1
Universidade Paulista-UNIP 

 
2
Hospital Araujo Jorge 

 
3
Universidade Federal de Goias-UFG 

 

Abstract  A case of Acremonium strictum fungemia with proven involvement of 

the lungs in an allogeneic hematopoietic stem cell transplant is reported. A high-

resolution computed tomography scan of the lungs showed nodules in both lungs. 

Multiple cultures of blood demonstrated narrow septate hyphae, cylindrical conidia and 

solitary tapering phialides and microconidia that remained grouped in slimy heads 

which were identified as A. strictum. Susceptibility testing of the clinical isolate was 

performed to four antifungal agents. Amphotericin B, fluconazole and itraconazole were 

found to be inactive in vitro against the isolate; however it was found to be sensitive to 

voriconazole. This last drug was initiated and a high-resolution computed tomography 

scan of the lungs was normal after 10 days. One year later, the patient was free of 

symptoms and her blood culture was negative for fungi. Then, voriconazole appears to 

be effective in treatment for life-threatening A.strictum infections.  

Keywords: Acremonium strictum, hematopoietic stem cell transplant, 

voriconazole. 

 

Introduction 

Invasive infections caused by opportunistic yeasts and molds are a significant 

cause of morbidity and mortality in severely immunocompromised hosts [1-3]. These 

infections have compromised the success of treatment in bone marrow transplant 

recipient [4, 5]. Acremonium spp, a saprophytic hyaline mold  ubiquitious in  the human 

environment have emerged as an opportunistic pathogen[6-12]. The optimal treatment  

M.R.R.Silva  Instituto de Patologia Tropical da Universidade Federal de 

Goiás, Rua 235 S/N, Setor Universitário, Goiânia-GO, Brasil. e-mail: 

rosario@iptsp.ufg.br Tel. 055 62 32096127, Fax: 32096363 

mailto:rosario@iptsp.ufg.br
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strategy for this fungus has not yet been established. We herein reported a patient with 

acute myeloid leukemia who developed invasive Acremonium strictum infection after 

allogeneic hematopoietic stem cell transplantation from a HLA-identical donor and 

determined the in vitro susceptibility of this fungus against four antifungal agents. 

 

Case report 

 

A 28-year-old woman underwent allogeneic hematopoietic stem cell transplant 

(allo-HSCT) from related donor for high-risk myeloid leukemia in its second complete 

remission. The conditioning regimen included busulphan (16mg/kg) and 

cyclophosphamide (120 mg/kg). For graft-versus-host-disease prophylaxis she received 

short course methotrexate and cyclosporine (CSP). On day zero, she received 

unmanipulated G-CSF (Cell Growth-Stimulating Factor) mobilized peripheral stem 

cells from her HLA-identical sister containing 8.4x10
6
 CD34+ cells/Kg. Infections 

prophylaxis included fluconazole, acyclovir and trimetroprim/sulphamethoxazole. By 

the fourth day after the transplant, she was in severe neutropenia (<0.1 × 10
3
 

neutrophils/μl) and became febrile. Antibiotic treatment (meropenem) was initiated for 

febrile neutropenia. Two days after, vancomycin was added due to severe oral mucositis 

and febrile new peak. Despite of febrile granulocytopenia no other complication was 

observed before engraftment. Neutrophils and platelets were engrafted on day +10 after 

HCT. On day 14 after HCT she again became febrile with mental confusion and chills 

and treatment with caspofungin was then started. A high-resolution computed 

tomography scan of the lungs showed nodules in both lungs.  

Cultures on Sabouraud dextrose and brain-heart-infusion from the peripheral catheter 

and blood showed after 5 days, pale pink color colonies that became powdery on the 

seventh day of incubation at 25ºC. Microscopy revealed narrow septate hyphae, 

cylindrical conidia and solitary tapering phialides and microconidia that remained 

grouped in slimy heads (Figure 1). Repeated cultures from clinical samples (blood and 

catheter) on Sabouraud dextrose agar presented similar macroscopic and microscopic 

characteristics identified as Acremonium strictum. 

Susceptibility testing of the clinical isolate was performed in duplicate using a 

microdilution test and following the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) 

guidelines [13]. The minimum inhibitory concentrations (MICs) of the antifungals 
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tested were as follows: amphotericin B > 16µg/mL, itraconazole > 16µg/mL, 

fluconazole > 64µg/mL and voriconazole =0,125µg/mL. 

After this, we iniciated voriconazole instead of caspofungin, with a loading dose of 

intravenous 400 mg twice a day during 14 days followed by a maintenance dose of 200 

mg twice a day during 2 weeks. A high-resolution computed tomography scan of the 

lungs was normal after 10 days of voriconazole. One year later, the patient was free of 

symptoms and her blood culture was negative for fungi. 

 

Discussion 

Acremonium spp known to colonise skin, upper respiratory tract mucosa, sinuses 

and conjunctiva became an emerging nosocomial fungal pathogen with a few reported 

disseminated infections [7, 8, 12]. Acremonium infections are disseminated to numerous 

organs and tissues probably due to their in vivo sporulation and the production of 

hyphae, phialides and phialoconidia that are released into the bloodstream [8].
 

According to Schell and Perfect [14] the positivity of blood cultures is based in part 

upon the ability of sporulation of fungus in host tissue. Significantly, cultures (three) 

from blood samples were positive in different days. This dissemination of infection 

could indicate a particular virulence and resistance to treatment of this fungus.  

Optimal treatment of Acremonium infections is not well-defined. In some reports, 

amphotericin B is considered effective in invasive infection [15], but in other reports 

clinical failure of therapy have been observed [16, 17]. Our patient appeared to be 

resistant to amphotericin B, with MIC > 16 µg/mL. Treatment with voriconazole have 

proved success in Acremonium fungaemia in immunocompromised patients [17]. 

Although standardization of methodology for susceptibility testing is still suboptimal, 

data in vitro have showed that newer azoles as voriconazole and posaconazole may be 

effective against Acremonium spp. In this case, A. strictum isolate was found to be 

resistant in vitro to three antifungals drugs (high MICs values) but low MICs were 

found to voriconazole and success was obtained after clinical treatment with this drug. 

Then, voriconazole appeared to be effective in patients receiving bone marrow 

transplant failing previous caspofungin treatment.  

Early diagnostic procedures such as cultures, and in vitro susceptibility testing 

should be performed prior to starting antifungal treatment in order to improve the 

outcome of Acremonium infection in the immunocompromised hosts. 
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Figure 1- Acremonium strictum. 1A - Colonies pale pink color, powdery incubated at 

25ºC. 1B - Solitary tapering phialides and microconidia grouped in slimy heads, 400X 

 

 

 


