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RESUMO

CARDOSO, Isabel Cristina Espindola. Aspectos clinicos, epidemiolégicos e
etiologicos de 82 casos de rinossinusite fungica no Rio Grande do Sul.
2016. Tese (Doutorado) — Programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
Pneumoldgicas. Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS,
Brasil.

Descricdo: A rinossinusite fungica (RSF) é uma infeccdo oportunistica,
caracterizada pela inflamacdo da mucosa nasal e dos seios paranasais. E
considerada um problema emergente na clinica médica diaria, com prevaléncia
aumentada nas Ultimas décadas, com etiologia nos mais diversos fungos
ubiquos. Objetivos: Este trabalho objetivou analisar todos os casos de RSF
pertencentes ao banco de dados do Laboratério de Micologia da Irmandade da
Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre, no periodo de 28 anos (1986-
2014), relacionando-os com as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas.
Materiais e métodos: O estudo foi retrospectivo observacional, resultando em
uma série de 82 casos, confirmados histopatologicamente e pelos exames
micoldgicos para identificacdo de fungos, comparados-os com os achados nas
imagens radiolégicas. Resultados: Foram identificados 54 casos de RSF por
aspergilose, com predominancia do agente etiolégico Aspergillus fumigatus
(14/54), e 27 casos de RSF por fungos diferentes do género Aspergillus, com
superioridade de isolamento de agentes responsaveis por hialohifomicoses
(12/27). Configurado, nestes achados, o ineditismo de trés casos em nosso
meio, com destague para o primeiro caso de RSF e infeccdo humana por
Trichoderma asperellum. Conclusdes: Estes achados representam a maior
casuistica brasileira identificada, podendo contribuir para uma melhor
compreensao epidemioldgica, melhorando os critérios de suspeicdo medica,
refletindo na efetividade dos tratamentos, principalmente, no diagndstico dos

casos de RSF invasiva, com altas taxas de mortalidade.

Palavras chaves: rinossinusite fungica, sinusites, seios paranasais, bola

fungica, aspergilose, rinossinusite ndo aspergilar.
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ABSTRACT

CARDOSO, Isabel Cristina Espindola. Clinical, epidemiological and
etiological aspects of 82 cases of fungal rhinosinusitis in Rio Grande do
Sul. 2016. Thesis (Doctorate) — Postgraduate Program in Respiratory Sciences.

Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil.

Description: The fungal rhinosinusitis (FRS) is an opportunistic infection
characterized by inflammation of the nasal mucosa and sinuses. It is considered
an emerging problem in daily medical practice, with prevalence increased in
recent decades, with etiology in diverse ubiquitous fungi. Objectives: This
study aimed to analyze all cases of RSF belonging to the Mycology Laboratory
of the database of the Brotherhood of the Santa Casa of Misericordia Porto
Alegre during the period of 28 years (1986-2014), relating them with the clinical
and epidemiological characteristics. Methods: The study was observational
retrospective, resulting in a series of 82 cases confirmed by histopathological
and mycological examinations for identification of fungi, compared them with the
findings on radiographs. Results: We identified 54 cases of aspergillosis by
RSF, especially the etiologic agent Aspergillus fumigatus (14/54), and 27 cases
of RSF different fungi Aspergillus, with insulation superiority of agents
responsible for hyalohyphomycosis (12/27). Configured, these findings, the
three cases unprecedented in our country, especially the first case of human
infection with RSF and Trichoderma asperellum. Conclusions: These findings
represent the largest identified Brazilian series and can contribute to a better
epidemiological understanding, improving clinical suspicion criteria, reflecting
the effectiveness of treatments, mainly in diagnosing cases of invasive RSF,

with high mortality rates.

Key words: fungal rhinosinusitis, sinusitis, paranasal sinuses, fungus ball,

aspergillosis, non-Aspergillus rhinosinusitis.
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1 INTRODUCAO

1.1 Rinossinusite
1.1.1 Conceito e terminologia

A rinossinusite (RS) é caracterizada pela inflamagdo da mucosa nasal e
dos seios paranasais (constituidos pelos seios frontais, etmoidais, maxilares e
esfenoidais). E uma das afec¢des mais prevalentes das vias aéreas superiores,
decorrente de processos infecciosos virais, bacterianos e fungicos (Meltzer et
al., 2004; Araujo et al., 2008; Badiee et al., 2015). Com um custo financeiro
elevado para a sociedade, causa grandes alteracées na qualidade de vida
destes pacientes (Kaliner et al.,, 1997; Araudjo et al., 1999; Chatterjee e
Chakrabarti, 2009; Crombruggen et al., 2010; Anselmo-Lima et al., 2015). Por
sua alta prevaléncia, a RS é reconhecida e tratada por um grande namero de
profissionais médicos, além dos otorrinolaringologistas, desde generalistas que
trabalham na atencdo primaria, bem como pediatras, pneumologistas,

imunologistas, infectologistas e muitos outros.

No Brasil, desde 1999, com a publicagdo do primeiro Consenso
Brasileiro sobre Rinossinusites, e em consonancia com a Sociedade Brasileira
de Rinologia, tem-se dado preferéncia ao termo RS em detrimento de sinusite,
até entdo mais comumente utilizado. Essa nomenclatura segue a tendéncia
mundial, em conformidade com a American Academy of Otolaryngology and
Head and Neck Surgery, European Academy of Allergy and Clinical
Immunology e a European Rhinologic Society, pois dificimente ocorre a

inflamacé&o dos seios paranasais sem o0 acometimento da mucosa nasal (Lanza



e Kennedy, 1997; Araujo et al., 1999 e 2008; Ferguson, 2000; Dall’'lgna, 2004;
Thomas et al., 2008; Fokkens et al.,, 2005, 2007 e 2012). No entanto, os
termos rinite e rinossinusite sdo duas entidades diferentes e ndo devem ser

confundidas (Chakrabarti et al., 2009).

1.2Rinossinusite fungica
1.2.1 Aspectos gerais

Os fungos estdo presentes na maior parte dos ecossistemas, existindo
mais de 20.000 espécies ja identificadas. Nas duas Ultimas décadas a medicina
foi testemunha do aumento das infec¢des fungicas em humanos, causadas por
mais de 250 espécies diferentes, em decorréncia do aumento do uso de drogas
imunossupressoras para o tratamento do cancer e para o controle da rejeicado
de Orgaos transplantados, das infeccBes pelo virus da imunodeficiéncia
humana (HIV), do diabetes melito, do uso de cateteres vasculares e urinarios e
do emprego de antibiéticos de largo espectro. Desde uma comum candidose
até uma mortal aspergilose, as micoses estdo, frequentemente, presentes em

todos os niveis da pratica médica diaria (Dall'lgna et al., 2005).

A rinossinusite fungica (RSF) é referida na literatura médica ha mais de
dois séculos. Entretanto, somente nas ultimas décadas vem recebendo a
devida atencgdo, decorrente do aumento da suspeicdo diagnostica e melhora
das técnicas laboratoriais de deteccéo dos fungos (Dalla’'lgna et al., 2005). E
considerada uma doencga rara, mas nos ultimos anos vem sendo relatada com

frequéncia no mundo todo (Pereira et al., 1997; Prateek et al., 2013). E



observada, principalmente, em pacientes com um sistema imunoldgico
comprometido, embora possa ser diagnosticada em  pessoas
imunocompetentes (DeShazo et al.,1997; Chakrabarti et al., 2009; Kasapoglu

et al., 2010; Chen et al., 2011; Badiee et al., 2015).

A patogenia da doenca deve-se a dois aspectos: as caracteristicas do
fungo e os fatores do hospedeiro que facilitam a sua invasdo. As micoses
oportunisticas dos seios paranasais tém como agentes principais fungos
filamentosos, que podem ser constituidos por hifas hialinas (hialohifomicoses)
ou demaceas (feohifomicoses), de distribuicdo universal (Ajello, 1986;
Rossmann et al., 1996; Pereira et al., 1997; Araudjo et al.,, 1999 e 2008;
Michaels et al., 2000; Dall'lgna et al.,, 2005; Revankar, 2006; Badiee et al.,

2015).

Com relacdo a imunodepressado (corticosteroide, neutropenia, doenca
linfoproliferativa, defeitos na fagocitose), € ampla a etiologia fangica. Os
pacientes neutropénicos, incluindo transplantados, especialmente receptores
de medula Gssea, frequentemente, apresentam infeccao por Aspergillus sp.,
Fusarium sp. e Scedosporium apiospermum (teleomorfo Pseudallescheria
boydii), ou ainda, estes pacientes podem apresentar casos, considerados
raros, de RSF invasiva com etiologia em fungos dimoérficos (criptococose e
histoplasmose) (Prendiville et al., 2000; Alves et al., 2011). Nos pacientes com
cetoacidose diabética os fungos mais encontrados pertencem a ordem dos
Mucorales (género Rhizopus, Mucor, Lichtheimia (Absidia), entre outros,

desencadeando mucormicose rinocerebral). A caracteristica fulminante da



micose é consequéncia da acidofilia dos zigomicetos (Pereira et al., 1997;
Schmidt e Poublon, 1998; Araujo et al., 1999; Xavier et al., 2004; Severo et al,
2010; Kasapoglu et al., 2010; Deus et al.; 2015). Ainda, a mucormicose pode
acometer os seios paranasais evoluindo, concomitantemente, com Aspergillus

sp., em pacientes imunocompetentes (Severo et al., 1989).

Outras comorbidades importantes estdo implicadas, como fatores
predisponentes, no desenvolvimento da RSF com etiologia variada, como:
asma, rinite alérgica, aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), alteracdes
no transporte mucociliar (discinesia ciliar primaria), alteracdes anatémicas
(obstrucdo dos ostios, hipertrofia de corneto médio e inferior, concha bolhosa,
desvio de septo), fibrose cistica (Kang et al., 2015), polipose nasal e cirurgias

prévias (Dalla’lgna, 2004).

1.2.2 Classificacao

A RSF é uma doenca complexa, possuindo diversos esquemas de
classificacdo, gerando muitas controvérsias. Em decorréncia dessa situagao, a
International Society for Human and Animal Mycology convocou um grupo de
estudos em 2008, na India, para criar uma uniformidade de informacdes, que
foram relatadas por Chakrabarti e colaboradores em 2009, resultando numa

classificacao atualizada.

O sistema atual divide a RSF como doenga de carater invasivo e ndo

invasivo, com base nas evidéncias histopatologicas de invasdo dos tecidos.



Ainda existe uma distincdo entre RSF aguda (tempo de duracdo da doenca

menos de um més), subaguda (duracdo entre um e trés meses), e cronica

(duracéo por mais de trés meses).

A doenca invasiva compreende: a) RSF invasiva aguda; b) RSF invasiva

granulomatosa e c¢) RSF invasiva cronica. Ja a doenca nao invasiva inclui: a)

RSF por colonizagéo fungica; b) RSF por bola fangica e ¢) RSF eosinofilica que

inclui a RSF alérgica (RSFA).

RSF invasiva aguda — a doenca é descrita por um curso de tempo menor

do que guatro semanas com invasao vascular predominante, ocorrendo
em pacientes imunocomprometidos, desencadeando uma pansinusite. A
histopatologia demonstra hifas com invasdo de vasos sanguineos, que
podem incluir as carétidas e seio cavernoso, vasculite com trombose,
hemorragia, infarto de tecidos e infiltrados agudos neutrofilicos.
Pacientes com malignidades hematolégicas, diabetes melito
descontrolada, hemocromatose, transplantados ou aqueles submetidos

a quimioterapia antineoplasica sao especialmente suscetiveis.

RSF invasiva granulomatosa — apresenta um curso de tempo de mais de

12 semanas com uma ampliacdo de massa na bochecha, o6rbita, nariz e
seios paranasais em pacientes imunocompetentes. Proptose é, muitas
vezes, uma caracteristica proeminente. Histopatologicamente é vista

uma resposta granulomatosa com fibrose consideravel, granuloma néo



caseoso com corpo estranho ou tipo células gigantes de Langerhans,

por vezes com vasculite, proliferacao vascular, e fibrose perivascular.

RSF invasiva crbnica - é um processo lentamente progressivo e

destrutivo, afetando os seios etmoidal e esfenoidal, mas pode envolver
qualquer um dos seios paranasais. A doenca tem, tipicamente, um curso
de tempo de mais de 12 semanas. No entanto, em contraste com a RSF
invasiva granulomatosa, é caracterizada com um denso acumulo de
hifas, a presenca ocasional de invasdo vascular, e reacdo inflamatoéria
escassa. Geralmente, é diagnosticada em pacientes com sindrome da

imunodeficiéncia adquirida (AIDS), e diabetes melito.

RSF por colonizacdo fungica - colonizacdo assintomética da mucosa da

cavidade nasal por fungos sapréfitas. Muitas vezes ocorre em pacientes
que foram submetidos a cirurgia anterior. A possibilidade de prorrogacéo

desse crescimento que conduz a formacéo de bola fungica.

RSF por bola fangica — presenca de acumulo ndo invasivo de uma

densa conglomeracdo de hifas na cavidade do seio maxilar, embora
possa afetar outros seios ou, raramente, multiplos. E caracterizada por
uma massa de restos fungicos endurecidos e muco, com crescimento
progressivo na cavidade sinusal, sem envolvimento da mucosa
subjacente, com evidéncia radioldgica de opacificagcdo dos seios com ou
sem heterogeneidade. Bolas fungicas foram erroneamente classificadas,

no passado, como micetomas ou aspergilomas. Em aproximadamente



70% das bolas fangicas, o diagnéstico € feito exclusivamente pela

histologia ou microscopia, e as culturas sdo negativas.

RSF eosinofilica que inclui RSFA - acredita-se que os alérgenos dos

fungos suscitam a mediacdo alérgica da imunoglobulina E (IgE),
possivelmente, do tipo Il (complexo imune), quando individuos
sensibilizados sdo expostos a um ambiente com elevado numero de
conidios fangicos. Estes individuos apresentam aumento significativo
das vias aéreas superiores e/ou inferiores devido a inflamacdo da
mucosa nasal em combinacdo com a mucina alérgica contendo
eosinofilos e muitos cristais de Charcot-Leyden, que obstruem a via
normal de drenagem. Se a resposta imune néo for bloqueada pode ser
destrutiva, expandindo-se para o0s seios adjacentes com erosdo 0ssea,
perda visual aguda, dismorfia facial, ou obstrucfes nasais completas,
inclusive com possibilidade de mortalidade em decorréncia da
proximidade e envolvimento com estruturas neurovasculares (Vashishth,
2015). Este tipo de RSF é identificado em pacientes com ABPA,
recebendo a denominacdo de sindrome SAM (Venarske e DeShazo,
2002), um acrdénimo para micose alérgica sinubrénquica (Chakrabarti et

al., 2009).



1.2.3 Diagnéstico e tratamento
A suspeita diagnostica da RSF engloba os seguintes aspectos:

» comprometimento isolado de um seio paranasal (maxilar ou esfendide)
ou assimeétrico (percentual significativo de doencas unilaterais), com
velamento e calcificacdo em seu interior e/ou densidades diferentes na
tomografia computadorizada (TC), e com hipossinal na secrecao e
hipersinal na mucosa em imagens de ressonancia magnética (RM) em
tesla 2 (T2);

» dor facial com exacerbacdes, sinais e sintomas inespecificos
(congestéo, cefaléia, rinorréia, etc.), edema nariz e face;

» secrecdo de aspecto amarronzada espessa (mucina) e/ou caseosa em
endoscopia diagndéstica ou durante ato cirlrgico;

» areas isquémicas ou necroticas a endoscopia,;

» exame direto da secrecdo com visualizacdo de eosindfilos em
degranulacao e/ou necréticos (presenca de cristais de Charcot-Leyden);

» presenca de fungos no exame direto (hifas), se negativo, cultura positiva
(Sabouraud/Mycosel®), se ambos negativos, com teste de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) positivo (diante dos achados clinicos e
radiolégicos acima).

» revestimento mucoso com inflamacao inespecifica, se fungos presentes
no epitélio, submucosa e/ou o0sso, considerar quadro invasivo
(correlacionar com achados clinicos e estado imune do paciente).

» presenca de fungos em exame direto, cultura e/ou PCR pode ser
encontrado em individuos higidos (Osguthorpe, 2001; Araujo et al.,

2008; Dall'lgna et al., 2005; Chen et al., 2011, Deus et al., 2015).



O diagnostico e 0 manejo da RSF podem ser dificeis, quando baseados
exclusivamente na historia clinica. Os dois métodos objetivos de avaliacdo
mais utilizados pelo otorrinolaringologista sdo a endoscopia nasal e a TC dos
seios paranasais (Mukherji et al.,1998; Dall’'lgna et al., 2005; Geminiani et. al.,

2007; Fokkens et al., 2012).

Além dos exames de imagens, S4o0 necessarios, para comprovacao
etiolégica, os exames micologicos e sorolégicos de pesquisa para fungos
(direto, cultivo, imunodifusdo, imunofluorescéncia, prova do latex), da analise
histopatolégica (técnicas de coloracdo por hematoxilina-eosina (HE), acido
periédico de Schiff (PAS), Fontana Masson, Gomori Grocott (GMS) (Pereira et
al., 1997; Schell, 2000; Araujo et al., 2008; Cabral et al., 2015), e ainda, se
necessario, da identificacdo molecular através de PCR (Willinger et al., 2003;
Xavier et al., 2009; Badiee et.al., 2015). Embora apresente algumas limitacdes,
na RSF invasiva com etiologia no género Aspergillus, existe outro recurso
disponivel que é o teste de deteccdo sérica do antigeno galactomanana (GM)
(Kauffmann-Lacroix et al., 2001; Aquino et al., 2007; Xavier et al., 2009; Chen

et al., 2011; Kang et al., 2012).

O tratamento da RSF é sempre cirargico, variando a técnica conforme a
gravidade do caso. Diversos procedimentos cirdrgicos tém sido descritos, como
o método tradicional proposto por Caldwell-Luc, ou os métodos cirlrgicos
endoscopicos funcionais modernos (Aradjo et al., 2007; Pagella et al., 2007). O
uso de antimicaticos sistémicos esta indicado nos casos de RSF invasiva, nos

quais se utiliza a anfotericina B em associagdo com voriconazol quando se
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conhece a espécie de Aspergillus (Deus et al., 2015). Nos demais tipos de RSF
recomendado o uso de itraconazol, e o cetoconazol no tratamento dos casos
de etiologia leveduriforme. A correta identificacdo do fungo € essencial para o
tratamento adequado, proporcionando, assim, um desfecho favoravel,
particularmente, nos casos de RSF invasiva (Eckburg et al., 1999; Araujo et
al.,1999; Chakrabarti e Sharma, 2000; Kang et al., 2012; Bosi et al., 2012;
Krishnan et al., 2015). O progndéstico em pacientes imunocomprometidos é
ruim, e a taxa de mortalidade relatada tem variado de 50% a 80%, pois muitas
vezes a doenca é negligenciada ou mal diagnosticada (Chakrabarti et al., 2009;

Kasapoglu et al., 2010; Chen et al., 2011; Badiee et al., 2015).



2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Perspectivas historicas

O primeiro caso de doenca fungica sinusal (tumor fungico no seio maxilar)
foi descrito na literatura francesa por Plaignaud, em 1791, em um soldado de
22 anos. Schubert, em 1885, relatou na literatura alema o primeiro caso de
infecgdo sinusal por A. fumigattus, mas Mackenzie, em 1894 na Inglaterra,
relatou o que provavelmente foi o primeiro caso de sinusite fungica nao

invasiva (Pagella et al., 2007).

Uma infec¢do no seio esfenoidal causada por uma espécie de Aspergillus,
onde a lesdo estendeu-se para o cérebro, através de uma erosdo 0ssea, foi
descrita por Oppe em 1897. Baker e colaboradores, em 1957, relataram pela
primeira vez RSF invasiva aguda (fulminante), com etiologia nos zigomicetos,
em dez pacientes imunocomprometidos. No entanto, foi somente em 1965 que
Hora reconheceu as duas categorias de sinusite fangica: uma com
comportamento ndo invasivo, e outra invasiva, onde a infeccdo resultou em
uma massa maligna corroendo 0 0sso e espalhando-se para o tecido

adjacente.

No Suddo, em 1969, Milosev e colaboradores reconheceram o primeiro
caso de RSF invasiva granulomatosa. Em 1972, Finby e Begg fizeram a
documentacdo de um caso de bola fangica ou micetoma sinusal (Chatterjee e

Chakrabarti, 2009).
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Safirstein, em 1976, registrou uma combinacdo de polipose nasal com
edema grave de mucosa e cultura positiva para Aspergillus sp, com

semelhanca clinica de resultados compartilhados com ABPA (Safirstein, 1976).

Em 1980, McGill et al. relataram um outro tipo de RSF em pacientes
imunocomprometidos, uma forma réapida e fulminante de curso maligno

(Chakrabarti et al., 2009).

Millar e colaboradores, em 1981, e Katzenstein e colaboradores, em 1983,
independentemente, reconheceram uma semelhanca fisiopatolégica entre
alguns casos de rinossinusite crénica (RSC) e os sintomas de ABPA (mucina
alérgica com presenca de eosinofilos, cristais de Charcot-Leyden e hifas
fungicas). Katzenstein classificou um dos achados como sinusite alérgica por
Aspergillus sp., porém mais tarde, renomeou para RSF alérgica, devido a
etiologia por outros fungos (Millar et al., 1981; Katzenstein et al., 1983).
Ponikau et al., em 1999, usando novas técnicas de diagnostico, demonstrou a
presenca de fungos e eosinofilos na mucina alérgica em 96% dos casos de
RSC, com e sem polipose nasal, mudando a terminologia de RSFA, para
rinossinusite fungica eosinofilica (RSFE) (Ponikau et al., 1999). Se as suas
conclusdes sdo verdadeiras, isto significa efetivamente que quase todos os

pacientes com RSC tém uma etiologia fungica.

O interesse crescente no campo da RSC e RSF estimulou uma cooperacéao
internacional para discutir o tema, e a First American Academy of

Otolaryngology Head and Neck Surgery e outras sociedades relacionadas,
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através de um workshop, tentaram um consenso de definicdo e classificacéo,

sugerindo estratégias de pesquisas clinicas para pacientes com RS.

Em 2008, a International Society for Human and Animal Mycology convocou
um grupo de trabalho atualizando as definicdes e classificacbes sobre RSF

vigentes (Chatterjee e Chakrabarti, 2009).

2.2 Epidemiologia e casuistica mundial

A maioria das formas de RSF é encontrada no sexo masculino, mas a
razao exata para esta predisposicao € desconhecida. No entanto, RSF por bola
fungica é relatada em mulheres. A forma aguda invasiva de RSF é comum em
idosos, possivelmente devido aos fatores de risco como diabetes e cancer,
comum nesta faixa etaria. Em alguns estudos, no Sudéao e norte da India, foram
descritos casos de RSFA em jovens do sexo masculino que vivem na area
rural, por outro lado, no continente africano, RSFA estd associada a classe

sécio-econdmica pobre e a raca (Chatterjee e Chakrabarti, 2009).

A localizacdo geogréafica €, provavelmente, um determinante importante
da incidéncia de RSFA e RSF invasiva granulomatosa. A RSFA ocorre, mais
comumente, na india, Africa do Norte, Oriente Médio, e no sul e sudoeste dos
EUA (Ferguson et al., 2000). Uma pesquisa com 20 praticas em
otorrinolaringologia, nos EUA, descobriu que 23% de todos os pacientes, em
Memphis e Tennessee, que foram encaminhados para procedimentos de

sinusite, tiveram diagnéstico de RSFA. Da mesma forma, outras praticas
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clinicas identificaram, no Alabama, Georgia e Texas, uma frequéncia de pelo
menos 10% de achados de RSF. Acredita-se que o clima quente e seco,
especificamente, norte da india, Sud&o, Arabia Saudita e Arizona influenciem
no elevado numero de casos. Ja RSF invasiva granulomatosa foi vista,
exclusivamente, no Sud&o, india, Paquistdo, e raramente nos EUA (Chakrabarti

et al., 1992; Ponikau et al., 1999; DeShazo, 2009).

A RSF por bola fungica também pode ter restricdo geografica, até certo
ponto, devido ao grande numero de casos relatados na Franca, Itdlia e Taiwan.
Cerca de 30 casos de RSF por bola fungica, por ano, séo relatados em Poitiers
e em Toulouse, na Franca. Em um anico centro, em Poitiers, foram relatados
173 casos no periodo de 14 anos (1989-2002). Na Italia a doenca também é
endémica, pois foram descritos 81 casos em um centro de Pavia, no periodo de
1994 a 2005 (Pagella et al., 2007), e outro, com 160 casos diagnosticados, no
departamento de otorrinolaringologia da Universidade de Bréscia, num periodo
de 1990 a 2006, e que foram tratados unicamente com abordagem
endoscopica (Nicolai et al., 2009). Na Asia, a RSF por bola fungica foi
diagnosticada em 126 pacientes, em um unico centro de Taiwan, durante um
periodo de oito anos (1995-2003), ja na Universidade Nacional de Chonbuk,
Coréia do Sul, outro estudo constatou que 245 pacientes apresentaram RSF
por bola fungica, num periodo de 15 anos (1996 a 2010), sendo que 160 destes
casos ocorreram em mulheres (Kim et al., 2015). Entre abril e novembro de
2012, na China, um estudo com 80 pacientes foi desenhado para investigar a
microbiologia de RSF por bola fungica. Este estudo detectou que em 69 casos

a baciloscopia foi positiva para infeccdo mista bacteriana e fangica, e quando
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foi observada a presenca de Pseudomonas aeruginosa notou-se que O
crescimento fangico foi significativamente menor, sugerindo que a bactéria

inibiria a patogénese fungica, impedindo a filamentiza¢do (Zhang et al., 2015).

Entre 1995 e 2009, e um hospital de Taiwan, China, foram
acompanhados 600 pacientes com doenca hematolégica maligna, sendo que
46 pacientes apresentaram quadro de RSF invasiva, e 64 de RSF ndo invasiva

(Chen et al., 2011).

Um estudo realizado em Chennai, India (entre 2010 e 2011), com 52
pacientes com suspeita de RSC, identificou que em 44% destes casos ocorreu
prevaléncia de RSFA, sendo que em 52% a etiologia foi A.flavus (Krishnan et
al., 2015). Em outro trabalho realizado em Uttar Pradesh, India, em 2013, com
100 pacientes com suspeita de doenca nassosinusal fangica, também
constatou a presenca de RSFA, por A.flavus, em 21 pacientes (Prateek et al.,

2013).

Em um Hospital Universitario da Pensilvania, EUA, um estudo recente
fez uma classificagdo em um grupo de 400 pacientes com diagnostico de RSF.
A ocorréncia foi classificada como RSF invasiva (87,5%) e nédo invasiva
(12,5%). Os agentes etioldgicos identificados foram Aspergillus sp., Alternaria
sp., Curvularia sp., Paecilomyces sp., Scedosporium sp., Penicillium sp., e
Candida albicans nos casos de RSF néo invasiva, enquanto que Aspergillus
sp., seguido de Rhizopus sp., em pacientes com diagnostico de RSF invasiva

(Montone et al., 2012).
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Outro estudo atual de caso-controle prospectivo, realizado na
Universidade de Ain Shams, Cairo/Egito, com 75 pacientes, divididos em
quatro grupos: grupo A - 25 pacientes com RSFA; grupo B -15 pacientes com
RSC com polipose nasal; grupo C - 15 pacientes com RSC sem polipose nasal,
e grupo D - 19 casos controle; mensurou 0s niveis séricos de vitamina D3
(VD3) nestes pacientes. Os achados demonstraram que houve uma diferenca
estatisticamente significativa nos niveis de VD3 entre os grupos A e B, em
comparacdo com os grupos C e D, concluindo que pacientes com esta
deficiéncia vitaminica sdo mais suscetiveis as doencas nassosinusais.
Futuramente, este controle de VD3 no organismo, pode constituir uma opcao
profilatica eficaz e de baixo custo no tratamento das RSFA e RSC (Mostafa et

al., 2015).

2.3 Casuistica no Brasil

Na revisdo da literatura brasileira foram encontrados escassos estudos
sobre RSF, que descreveremos a seguir, ocorrendo o predominio de relatos
especificos individuais. Os maiores ensaios clinicos sdo direcionados para
pesquisa de identificacdo de microrganismos bacterianos na RSC, contudo

alguns agentes fungicos sado isolados, mas sem relevancia para os estudos.

Pereira e colaboradores publicaram estudo realizado em dois hospitais de
Porto Alegre, com 518 pacientes, entre 1989 e 1995, com sinais clinicos de
sinusopatia cronica. Comprovados, por exames de imagem, micoldgico e

histopatolégico, que em 15 casos ocorreu o desenvolvimento de RSF, e que
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87% dos casos foram diagnosticados como hialohifomicose, e enquadrados
como sinusite por bola fungica (9/15), sinusite alérgica (4/15), e sinusite extra-

mucosa ou lentamente invasiva (2/15) (Pereira et al., 1997).

No Hospital de Base do Distrito Federal, em 2001, foi relatado caso de
mucormicose rinocerebral em uma paciente imunocompetente, com foco inicial
Nnos seios paranasais, com progressao moderada para orbita direita e faringe,
com comprovacdo obtida pelo exame anatomopatolégico (Santana et al.,
2001). Diferentemente em 2004, Xavier et al. descreveram, na Santa Casa de
Sao Paulo, outro caso de mucormicose rinocerebral em uma mulher com
descompensacdo diabética hiperosmolar, onde o processo inflamatério
primario foi identificado no seio etmoidal e maxilar esquerdo, evoluindo
rapidamente para abscesso orbital e cerebrite, com confirmacéo positiva do

anatomopatologico (Xavier et al.,2004).

Um estudo de coorte, com 890 individuos portadores de RSC e
submetidos a tratamento cirargico endoscopico, realizado no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre (1988-2002), por Dall’lgna e colaboradores, constatou
que 62 pacientes apresentaram quadro de RSF, classificados da seguinte
forma: 33 casos de RSF por bola fungica, 24 casos de RSFA, 03 de RSF
indolente e 02 casos de RSF por fungos saprofitas. Os isolados predominantes
foram o género Aspergillus, seguido de Candida, Penicillium e Alternaria

(Dalla’lgna et al., 2005).
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Estudo transversal analitico, realizado de janeiro de 2007 a dezembro de
2009 em um servico de otorrinolaringologia de Salvador, identificou 15 casos
de RSF por bola fungica, sendo que 80% dos pacientes eram do sexo feminino.
Em um total de 12 casos, a comprovacao foi baseada unicamente na analise
de imagens tomograficas, e nos outros trés casos houve a comprovacao
etiolégica de Aspergillus sp., conforme andlise do resultado do exame

micoldgico de pesquisa para fungos (Marambaia et al., 2010).

Outro estudo com 32 pacientes, realizado na divisdo de
otorrinolaringologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto, revelou a alta
taxa de mortalidade e morbidade de pacientes imunodeprimidos, por doencas
hematoldgicas graves, que desenvolveram RSF invasiva aguda no decorrer do
tratamento. Os fungos isolados foram Aspergillus sp. (13/32), Mucorales
(11/32), Fusarium sp. (2/32), e nos seis casos restantes ndo foi possivel a
identificacdo. O O&bito foi registrado em 46% (6/13) dos pacientes que
apresentaram RSF invasiva aguda pelo género Aspergillus, e em 60% (7/11),
nos casos de mucormicose, mas também associado as doencas subjacentes

(vValera et al., 2011).

No servico de infectologia de um hospital universitario de Porto Alegre,
registrado caso de sinusite aguda, por histoplasmose, em um paciente que
apresentava grave disfunc¢do imune, devido a um quadro de leucemia linfocitica
cronica. Os achados na TC revelaram sinusite aguda com opacificacéo
completa dos seios paranasais, e na técnica de coloracdo pela prata,

identificado indmeros organismos compativeis com H. capsulatum. Apos
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administracdo de Anfotericina B, ocorreu regressdao da histoplasmose,
constatada pelos exames de imagens da regido nasossinusal (Alves et al.,

2011).



3 JUSTIFICATIVA

Poucas pesquisas abordam, de maneira sistematica, a RSF no Brasil, mas
por ser um problema emergente na clinica médica diaria, com prevaléncia
aumentada nas Ultimas décadas, merece a devida atencdo. Nosso trabalho
representa a maior casuistica brasileira identificada em um Unico centro
hospitalar universitario de referéncia, apoiado nos resultados dos exames de
imagens e laboratoriais atualizados. Pretendemos, com este estudo, ajudar na
compreensao epidemioldgica local, auxiliando no entendimento da doenca, e
contribuindo para o melhoramento dos critérios de suspeicdo médica. Estes
critérios sdo pontos fundamentais para a efetividade dos tratamentos,
repercutindo no aumento das taxas de sucesso de cura para a populacdo em
geral, mas, principalmente, para agueles pacientes que apresentam quadros de
imunossupressao acentuados, com desenvolvimento de episodios graves de

RSF invasiva, com altas taxas de mortalidade.



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Analisar todos os casos de RSF pertencentes a casuistica do Laboratério
de Micologia da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre
(ISCMPA), no periodo de 28 anos, relacionando-os com as caracteristicas

clinicas e epidemioldgicas encontradas.

4.2 Objetivos especificos

» Separar a casuistica em dois grandes grupos, de acordo com a etiologia
fungica, identificado-a por ocorréncia de Aspergillus sp. e associacdes

concomitantes, e por outros fungos diferentes do género Aspergillus;

» Classificar os episédios da doenca como invasiva e ndo invasiva e seus
subgrupos, dentro de cada uma das séries e de acordo com a
classificagdo atual descrita na literatura, identificando os aspectos
clinicos e epidemiologicos e relacionando-os com o0s exames de

imagens disponiveis;

> Descrever os achados sobre RSF na literatura mundial e brasileira.



5 MATERIAIS E METODOS
5.1 Delineamento e periodo do estudo

O estudo foi retrospectivo observacional, compreendendo todos 0s casos
de RSF confirmados, no periodo de setembro 1986 a agosto de 2014, no
Laboratério de Micologia da ISCMPA, através dos exames micoldgicos,
sorologicos e histopatoldgicos, em comparacdo com 0s exames de imagens
endoscopicos e radioloégicos dos seios paranasais, de cada paciente,

totalizando 82 casos.

5.2 Local do estudo

A ISCMPA é um complexo hospitalar de atendimento terciario, composto
por sete hospitais, que ao todo somam mais de 1.100 leitos, sendo que 60%
desses leitos sdo destinados a pacientes do Sistema Unico de Salde, e o
restante aos pacientes particulares e conveniados. Segundo o ultimo relatério
anual de 2014, a Instituicdo realizou 50.501 internacfes e 790.547 consultas
ambulatoriais no periodo. E uma Instituicdo com 212 anos de existéncia,
servindo como hospital-escola a Universidade Federal de Ciéncias da Saude

de Porto Alegre.

5.3 Aspectos éticos

Este trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
da ISCMPA, em acordo com a Resolugdo 196/96 e seus complementares
(protocolo n® 64705/12), com dispensa do Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE). Foi exigido, pelo respectivo Comité, um Termo de
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Confidencialidade (Apéndice A), para garantir 0 NOSSO COMPromisso com o

anonimato dos sujeitos incluidos na pesquisa.

5.4 Critérios de inclusao

Consideradas as amostras clinicas de cultivos positivos dos seios
paranasais e/ou amostras de bidpsia demonstrando a presenca de
hifas fangicas, com base nos resultados dos exames micoldgicos,
sorolégicos e histopatol6gicos;

Para a classificacdo dos tipos de RSF foi usado o seguinte critério:
RSFA - presenca de mucina alérgica na cavidade nasal com
presenca de eosinofilos e cristais de Charcot-Leyden, elementos
fungicos, e auséncia de invaséo dos tecidos subjacentes;

RSF invasiva — evidéncia histopatologica de hifas fangicas dentro
da cavidade nasal com invaséo de mucosa e submucosa;

RSF por bola flngica — estudo dos exames de imagem
demonstrando opacificagdo dos seios paranasais, acentuando a

aglomeracao de hifas com auséncia de invasdo da mucosa nasal.

5.5 Diagnéstico laboratorial

Como este é um estudo retrospectivo observacional, ndo foram colhidas

amostras clinicas dos pacientes envolvidos na pesquisa, estas ja faziam parte

da casuistica do Laboratério de Micologia da ISCMPA. Estas amostras foram

extraidas pelo meédico responsavel pelo procedimento nasossinusal, através de

técnicas endoscopicas ou por procedimento de Caldwell-Luc, e foram

encaminhadas anteriormente, a este servico, onde foram submetidas a exame
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micolégico e sorologico de identificacdo para fungos (direto, -cultivo,
imunodifusdo, imunofluorescéncia, Isolator®, prova do latex e GM), e a
técnicas de coloracdo histopatologicas, como HE, PAS, Fontana Masson e
Gomori Grocott, respeitando as normas técnicas laboratoriais e o sitio de
colheita, seguindo critérios laboratoriais ja estabelecidos. Algumas amostras
foram direcionadas, para outros centros laboratoriais, para identificacdo do

agente fungico por técnica de PCR.

5.6 Colheita de dados

Primeiramente foi realizado o levantamento de todos os resultados dos
exames micologicos, sorolégicos e histopatolégicos dos 82 pacientes
diagnosticados com RSF no periodo, pertencentes ao banco de dados do
Laboratério de Micologia da ISCMPA. Na sequéncia foram analisados os dados
clinicos e epidemiolégicos de todos os individuos incluidos na pesquisa,
obtidos através da revisdo do prontuario médico, e executado apds a devida
liberacdo do Comité de Etica em Pesquisa da ISCMPA, utilizando-se uma ficha
padrdo (Apéndice B), para colheita das seguintes informacdes: idade, sexo,
presenca de doenca(s) predisponente(s) e/ou associada(s), grau de
imunossupressao, terapia empregada e laudo das imagens endoscopicas e
radiolégicas (Raios X, TC, RM). Apods a compilacdo dos dados anteriores, foi
realizada revisdo da literatura, com embasamento em artigos cientificos
selecionados por meio das bases médicas MEDLINE e da Biblioteca Virtual em
Saude — Bireme (base de dados: Lilacs, SciELO, COCHRANE), cruzando as
palavras: fungal rhinosinusitis, sinusitis, paranasal sinuses, fungus ball,

Aspergillosis, non-Aspergillus rhinosinusitis, rinossinusite fangica, sinusites.
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Abstract
We present a case of sphenoid sinus fungus ball caused by Aspergillus
fumigatus associated with actinomycosis. This case represents the first known

reported infection caused by this rare association.

Keywords: Aspergillosis, Actinomycosis, Sphenoid fungus ball, Aspergillus

fumigatus

Introduction

Isolated sphenoid sinusitis is rare, and it is caused by fungal infection [1].
Aspergillus is the most common fungus to involve the paranasal sinuses. A.
fumigatus and A. flavus are the most common pathogens [2, 3] but other
species and even other moulds have been implicated [4, 5]. The two
extramucosal forms of paranasal aspergillosis are allergic sinusitis and fungus
ball (aspergilloma). Aspergillus fungus ball is sometimes found in the sphenoid
sinus [6].

Here we report a case of sphenoid sinus fungus ball due to A. fumigatus
associated with actinomycosis. To the best of our knowledge, the present case
is the first report of A. fumigatus fungus ball associated with actinomycosis

within the sphenoid sinus.
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Case Report

A 32-year-old woman was referred to the outpatient ear, nose and throat
department with a chief complaint of nasal congestion and headache. Of note in
the patient’s past, medical history was right-sided otorrhea. She underwent a
right radical mastoidectomy. Her otorrhea improved after taking empirical
systemic and otic antibiotics.

The computerised tomography (CT) scan of the sinuses showed
evidence of intrasinus hyperattenuating tissue in sphenoid sinus, suggesting
chronic fungal sinusitis (Fig. 1).

She underwent endoscopic exploration and drainage of the sphenoid
sinus. The sinus epithelium was intact and without erosion. Microscopic
examination of the biopsied mass showed entangled hyphae and conidiophore
vesicles, and features characteristic of the A. fumigatus group (Fig. 2). Gram-
positive actinomycotic filaments and hyphae were also presente (Fig. 3).

Cultures of this material were negative.
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Fig. 2 Wet mount slide of aspirated material obtained from the sphenoid sinus
showing entangled hyphae and conidial heads of A. fumigatus (x200, arrows)
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Fig. 3 Aspirated material obtained from sphenoid sinus. Gram stain smear

showing delicate filaments of actinomycetes (x400)

Discussion

We report for the first time in the literature a case of simultaneous
actinomycosis with aspergillosis due to A. fumigatus in the sphenoid sinus. The
hyaline moulds are identified at the genus and species levels largely on the
basis of the morphology of their reproductive structures. But on some occasions
the organisms can be specifically identified by direct microscopy because they
possess a distinctive morphology, e.g. if aspergillus fruiting bodies (conidial
heads, phialides and conidia) develop from mycelia in areas of high oxygen

tension, such as the lung or sinus cavities, as observed in our case (Fig. 2).
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In the literature, only one previous case involving the maxillary sinus with
simultaneous actinomycosis with ‘aspergillosis’ has been described [7]. The
case presented is very important because it describes a simultaneous
actinomycosis and fungal sinusitis. In the above-mentioned report, it states
‘septate hyphae with 45° angled branches, which are consistent with
aspergillosis’ (Fig. 3) but it is not necessarily a case of aspergillosis [8]. Ajello
[9] has proposed that all hyaline fungi causing infection be grouped in the
category hyalohyphomycosis. Agents of hyalohyphomycosis included in this
group are Acremonium, Fusarium, Paecilomyces, Penicillium and
Scopulariopsis; 36 different moulds, classified in 17 genera, have been
incriminated.

Aspergillus hyphae are typically hyaline, septate and dichotomously
branched at acute angles. However, it is important to note that a number of
pathogenic moulds (agents of hyalohyphomycosis) will be virtually identical in
appearance to Aspergillus species by histopathology. In conclusion, culture of
the infected tissue remains the gold standard for diagnosis of saprophytic

moulds from the respiratory tract.
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ABSTRACT

Aspergillosis of the nose and paranasal sinuses: a review of 54 cases

Aspergillus species are considered opportunistic fungi of increasing clinical
importance. Information regarding extrapulmonary involvement is scarce. The
aim of this study was to isolate the diferente species of Aspergillus from patients
with rhinosinusitis. A retrospective study was conducted in a university hospital
in Porto Alegre, Brazil (1986—2014). For mycological diagnoses, paranasal
tissue obtained at surgery was subjected to histopathology examination and
sent for fungal cultures. Of the 54 samples analyzed, 32 were diagnosed
positive by culture. The underlying causes of immunodeficiency were: six with
transplantation (three bone marrow,two lung, one kidney) and two with
hematological disease (one bone marrow neoplasia and two leukemia). In the
presente study, the clinical manifestations of rhinosinusitis aspergillosis were:
20 allergic reactions, 20 fungus balls, and 14 acute invasive cases. The species
isolated from the 54 samples were: Aspergillus fumigatus (n=14); A. flavus
(n=6); A. niger (n=2); A. terreus (n=1); A. fischeri (n=1); and Aspergillus sp.,
(n=3). Two concomitant species of Aspergillus were observed in two patients:
A. fumigatus and A. flavus; and A. fumigatus and A. niger. In four patients,
Aspergillus was associated with other fungi. These were: A. flavus and
Fusarium, A. fumigatus and Rhyzopus, A. flavus and Mucorales, and
Aspergillus sp. and Mucorales. The most common species of Aspergillus that
were responsible for paranasal sinus infections were A. fumigatus, A. flavus,
and A. niger.

KEY WORDS: Paranasal sinuses; Aspergillus; Mycology; Aspergillosis.
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RESUMO

Aspergilose nasal e dos seios paranasais: revisdo de 54 casos

Espécies de Aspergillus sdo considerados fungos oportunistas de crescente
importancia clinica. Informacbes sobre o0 envolvimento extrapulmonar €
escassa. O objetivo deste estudo foi isolar as diferentes espécies de
Aspergillus em pacientes com rinossinusite. Um estudo retrospectivo foi
realizado em um hospital universitario em Porto Alegre, Brasil (1986-2014).
Para diagndstico micoldgico, tecido paranasais obtido no momento da cirurgia
foi submetido a exame histopatolégico e encaminhados para cultivos de
fungos. Das 54 amostras analisadas, 32 foram diagnosticados pelo cultivo
positivo. As causas subjacentes da imunodeficiéncia foram: seis com
transplante (medula éssea, trés, pulmao, dois; rim, um) e dois com doencas
hematoldgicas (neoplasia 0sso estreito, um; leucemia, duas). No presente
estudo, as manifestacdes clinicas de rinossinusite aspergilar foram: alérgica,
20; bolas fungica, 20; e aguda invasiva, 14. As espécies fungicas isoladas
foram: Aspergillus fumigatus, 14; A. flavus, seis; A. niger, dois; A. terreus, um;
A. fischeri, um; e Aspergillus sp., trés. Duas espécies de Aspergillus
concomitantes foram observadas em dois pacientes: A. fumigatus e A. flavus; e
A. fumigatus e A. niger. Em quatro pacientes, Aspergillus foi associado com
outros fungos: A. flavus e Fusarium, um; A. fumigatus e Rhyzopus, um; A.
flavus e Mucorales, um; e Aspergillus sp. e Mucorales, um. Os isolados mais
comuns de Aspergillus que sao responsaveis por infeccbes dos seios
paranasais sao A. fumigatus, A. flavus e A. niger.

DESCRITORES: Seios paranasais; Aspergillus; micologia; aspergilose.
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INTRODUCTION

In aspergillosis, the most frequent site of human infection is the lung,
although many other sites may be involved, including the paranasal sinuses.

There are four categories of paranasal sinus aspergillosis, classified
based on the host’s immune response to the fungus: chronic indolent sinusitis
(invasive), fulminant sinusitis (invasive), fungal balls (noninvasive), and allergic
sinusitis (noninvasive) (12).

Allergic Aspergillus sinusitis is analogous to allergic bronchopulmonary
aspergillosis. The disease appears in patients with an atopic background, and
nasal polyposis may be present (7). The diagnostic criteria include the presence
of allergic mucin and fungal hyphae within a sinus. One of the characteristic
pathological features of allergic fungal sinusitis is the presence of many
Charcot-Leyden crystals. In localized noninvasive aspergillosis, there is an extra
mucosal ball of tangled fungal mycelium (fungal balls), frequently (and
inappropriately) referred to as mycetoma or aspergilloma, a dense
conglomeration of fungal hyphae that form a mass within a sinus cavity without
invading the surrounding host tissue. Invasive Aspergillus sinusitis is
characterized by the spread of fungal mycelium from sinus air spaces into
adjacent structures, with tissue necrosis, chronic inflammation, and fibrosis.
Chronic invasive sinusitis is a slowly progressive syndrome that occurs in
patients with relatively subtle defects in immunity (e.g., low-dose corticosteroid
use and diabetes). Acute invasive sinusitis occurs in profoundly
immunocompromised patients and is characterized by a rapidly destructive

pansinusitis that spreads to contiguous structures (2, 3, 11, 12).
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This paper reports 54 cases of aspergillosis of the nose and paranasal
sinuses. We also describe the use of direct fluorescent antibody staining,
immunodiffusion, and galactomannan (GM) serology tests for the diagnosis of

these infections.

PATIENTS AND METHODS

We reviewed the medical records of patients who had been diagnosed
with nasal and paranasal aspergillosis at the Santa Casa Hospital Complex of
Porto Alegre, RS, Brazil. The study was carried out with the permission of the
Medical Research Ethics Committee of Santa Casa (Protocol number
64705/12).

Over a 28-year period, 54 patients with confirmed aspergillosis of the
nose and paranasal sinuses were evaluated. Clinical specimens were
processed routinely by light microscopy and stained with hematoxylin and eosin
(H&E). Special staining for organisms was also performed with calcofluor white
and Gomori’'s methenamine-silver stain (GMS). Antibiotics were added to
clinical specimens, aiming to reduce bacterial contamination, as is done in
dermatology (10). The diagnosis was confirmed either histologically and/or by
culture. Necrotic tissue was obtained by the Caldwell-Luc procedure or the
endoscopic technique.

Patient ages ranged between 15 and 72 years old, with a mean of 46.8
years (32 females, 22 males). At presentation, all patients showed symptoms of
chronic sinusitis refractory to medial management (multiple courses of

antibiotics).
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In addition to basic radiographs, serial computed tomography (CT) was
obtained for 27 patients.

Immunodiffusion (Ouchterlony’s method) in agar gel double diffusion was
used for detection of antibodies against Aspergillus fumigatus, A. flavus and A.
niger (Immy - Immuno Mycologics®, USA) and antigen was detected by direct
detection of GM (galactomannan) non competitive double sandwich ELISA

(Platelia, Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France).

RESULTS

In this series, nine patients were immunocompromised. The
underlyingcauses of immunodeficiency were: six with transplantation (three
bone marrow, two lung, one kidney) and three with hematological disease (one
case of bone marrow neoplasia and two of leukemia).

In the present study, the clinical manifestations were: 20 allergic
reactions, 20 fungal balls(Figure 1) and 14 acute invasive cases (Figures 2 and
3). All patients underwent basic sinus roentgenograms for the confirmation of
diagnosis, and because this was a retrospective study over a 28-year period,
only 27 of the 54 patients underwent sinus CT scan. The radiological findings
demonstrated unilateral lesions in 38 cases; bilateral lesions were found in 16
cases, all of whom showed pansinus disease, and 26 patients demonstrated
more than one sinus disease. CT scan findings showed high-attenuation areas
coupled with surrounding soft tissue in 25 patients (Figure 1). Also, we found

periosteal (bone) sclerosis in 26 patients. The maxillary sinus complex was
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most frequently involved (92%), followed by the ethmoid (83%), frontal (71%)

and sphenoid (67%) sinuses.

In 32 cases, the diagnosis was made by direct examination and culture,

and in 22 patients the diagnosis was made exclusively by histology with the
visualization of the Aspergillus conidiophore. In one patient, the diagnosis was

by direct fluorescent antibody staining (Aspergillus and Mucor, CDC 84
057261), as previously published (15). The species isolated in those 32 patients
were: A. fumigatus (n=14); A. flavus (n=6); A. niger (n=2); A. terreus (n=1); A.
fischeri (n=1); and Aspergillus sp. (n=3). Two concomitant species of

Aspergillus were observed in two patients: A. fumigatus and A. flavus; and A.
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fumigatus and A. niger. In four patients, Aspergillus was associated with other
fungi: A. flavus and Fusarium; A. fumigatus and Rhyzopus; A. flavus and
Mucorales; and Aspergillus sp. and Mucorales. Three cases had been
previously published: A. niger (14), A. flavus (16), and Aspergillus and

Mucorales (15).

Figure 2. Invasive sinusitis - Axial contrast-enhanced CT images show complete
opacification of the right nasal cavity, which is a common presentation for acute
invasive fungal disease of the paranasal sinuses. Both left nasal cavity and right
maxillary sinus contents have attenuation values higher than those of simple
fluid. Also, CT scan demonstrated right nasal and anterior septal soft-tissue

thickening and enhancement.
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Figure 3. Invasive sinusitis - Microscopic examination of a sinus mucosa biopsy
showing septate and dichotomous branching hyphae of Aspergillus (calcofluor

white).

Immunodiffusion is helpful for the diagnosis of allergic bronchopulmonary
aspergillosis and Aspergillus fungal balls in the lung. However, in the present
cases immunodiffusion for all three species of Aspergillus (A. fumigatus, A.
flavus, A. niger) was not positive in all five patients tested with paranasal
aspergillosis. Conversely, GM, a component of fungal cell walls, is released
during tissue invasion by Aspergillus hyphae and can be detected in body fluids;
in the two cases where GM was performed, patients with invasive rhinosinusitis,

serum GM was positive.
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DISCUSSION

Fungal infection of the nose and paranasal sinuses is rare, although it
has been reported more frequently in recent years.

The finding of sinusitis on sinus roentgenograms of one or more
paranasal sinuses is among the diagnostic criteria for allergic Aspergillus
rhinosinusitis (6). Haziness or clouding of the sinus is the most common feature.
Frequently, more than one sinus is opacified, in contrast to the fungal ball
manifestation, where most cases show only a single sinus affected. Bilateral
involvement has been observed in up to 83% of cases reported (13), contrary to
our series, which showed that the vast majority of cases presented unilateral
infection of the maxillary sinus (38/54, 70.4%).

In the literature, other manifestations include mucosal thickening and
various degrees of bony sclerosis and/or destruction. However, these findings
are non-specific because they may also be seen in chronic and/or infective
rhinosinusitis or malignancies of the paranasal sinuses.

Currently, CT has emerged as the imaging modality of choice. The
characteristic feature of CT is the occurrence of heterogeneous densities,
signifying opacification of the sinuses, with serpiginous areas of increased
attenuation on non-contrast scans (9). These hyperdense areas are due to the
presence of “allergic mucin.” The presence of calcium and ferromagnetic
elements (iron and manganese) produced by the fungi is said to be responsible
for the densities.

In fungal infections of the nose and paranasal sinuses, Aspergillus and
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Mucorales are the most commonly implicated fungal organisms (3,15). The
species A. fumigatus, the most common isolate, belongs to a complex, which is
in fact a section of a group complexes of cryptic species, with the same
morphology but different genetic composition. Currently, diagnosis of fungal
rhinosinusitis depends on histopathology and recovery of the fungal agent in
culture, but, in one of our cases, only formalin-fixed tissue specimens were sent
to the laboratory.

GM has played an important role in the non-culture-based diagnosis of
invasive aspergillosis. Although GM testing has been widely used for
confirmation of the indirect evidence of Aspergillus infection (1), experience with
GM in patients with rhinosinusitis is limited (4, 5, 8). However, there have been
few studies on the use of serum GM assay in patients with nose and paranasal
rhinosinusitis. Thus, in the two cases where GM was performed, patients with
invasive rhinosinusitis, serumy GM was positive. Chen et al. reported 64%
sensitivity of serum GM antigen testing and 60% specificity for the detection of
invasive Aspergillus rhinosinusitis (4).

CT is capable of precisely defining the extent of the disease process
(Figure 2), information that is essential to therapeutic planning. The two cases
of A. flavus invasive rhinosinusitis presented herein reinforce the importance of
performing biopsies (Figure 3) and cultures to identify pathogens. In the present
series, all patients were managed with the Caldwell-Luc surgical procedure and,
most recently, with conservative endoscopic surgery.

Finally, in cases with negative cultures of paraffin-embedded tissue, the
fluorescent antibody technique (15) and the PCR/RLB assay (17) detected

mixed infection by Aspergillus and Mucorales in a single clinical specimen.
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first report of human infection by Trichoderma asperellum”

Artigo publicado, em 2015, na Revista de Patologia Tropical volume 44 (4),

paginas 395 a 408, periodo out-dez - doi: 10.5216/rpt.v44i4.39232
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ABSTRACT

We describe 27 cases of fungal rhinosinusitis, which were caused by agents
other than Aspergillus, diagnosed at our institution during a 24-year period.
Particular focus was on defining the causal fungi and the predisposing factors.
Fungal cultures were obtained from 20 cases and there was no growth in seven
cases. Classification of mycotic disease of the nose and paranasal sinuses as
invasive and noninvasive is based on clinical, radiological, and histopathological
factors. The most common pathogens were Histoplasma capsulatum (n=4),
Scedosporium apiospermum (n=2), Alternaria alternata (n=2), Schizophyllum
commune (n=2), Pseudallescheria boydii (n=1), Penicilium sp. (n=1),
Lichtheimia (Absidia) corymbifera (n=1), Xylaria enteroleuca (n=1), Trichoderma
asperellum (n=1), T. harzianum (n=1), T. viride (n=1), Fusarium solani (n=1),
Cladosporium sp. (n=1), and Cryptococcus neoformans (n=1). From the ones
that revealed no growth, four were classified as hyalohyphomycosis and three

were mucormycosis by the histopathological findings. In addition, we describe
the first welldocumented case of rhinosinusitis and human infection by T.

asperellum.

KEY WORDS: Sinus; sinusitis; non-Aspergillus rhinosinusitis; Trichoderma

asperellum.
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RESUMO

Rinossinusite fuangica ndo aspergilar em um hospital terciario e relato do

primeiro caso de infeccdo humana por Trichoderma asperellum

Descrevemos 27 casos de rinossinusite fungica causada por agentes nao
aspergilares diagnosticados em nossa instituicdo durante um periodo de 24
anos. O foco do estudo foi 0 agente causal e fatores predisponentes. Em 20
casos foi isolado o agente fungico e, em 7, ndo houve crescimento. A
rinossinusite foi classificada em invasiva e ndo invasiva com base em avaliacdo
clinica, radiologica e histopatolégica. Os agentes patogénicos mais comuns
foram Histoplasma capsulatum (n = 4), Scedosporium apiospermum (n = 2),
Alternaria alternata (n = 2), Schizophyllum commune (n = 2), Pseudallescheria
boydii (n = 1), Penicillium sp. (n=1), Lichtheimia (Absidia) corymbifera (n = 1),
Xylaria enteroleuca (n = 1), Trichoderma asperellum (n = 1), T. harzianum (n =
1), T. viride (n = 1), Fusarium solani (n = 1), Cladosporium sp. (n = 1) e
Cryptococcus neoformans (n = 1). Os casos em que nao ocorreu crescimento
foram classificados, com base nos achados histopatol6gicos, como
hialohifomicose (nh = 4) e mucormicose (n = 3). Além disso, descrevemos o

primeiro caso de rinossinusite humana pelo T. asperellum.

DESCRITORES: Seio nasal; sinusite; rinosinusite ndo Aspergillus; Trichoderma

asperellum.
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INTRODUCTION

Fungal infections of the paranasal sinuses may occur in
immunocompetent and immunocompromised individuals. In immunocompetent
individuals, disease is usually a localized infection of the paranasal sinuses
without bone and soft-tissue invasion. However, in immunocompromised
individuals, disease usually results in disseminated fungal infection and may
cause bone erosion.

Three types of non-Aspergillus fungal infections may affect the paranasal
sinuses: (1) allergic fungal rhinosinusitis, (Il) invasive fungal rhinosinusitis (acute
and chronic forms), and (lll) fungus ball (5, 6).

Acute invasive fungal rhinosinusitis is a rapidly progressive disease
occurring in patients with poorly controlled diabetes (mucormycosis) or
immunosuppressed patients (e.g., histoplasmosis and cryptococcosis). In
patients with noninvasive mycelial diseases of the paranasal sinuses, there are
two clinical forms of rhinosinusitis: fungus ball and allergic fungal rhinosinusitis
(AFS). There is no fungal invasion in the local soft tissue or bone in either of
these two forms (7). They are typically caused by Aspergillus or Scedosporium
apiospermum/Pseudallescheria boydii, although a number of additional fungal
species are responsible for sporadic cases (e.g., pigmented and hyaline molds).
We adopted nomenclature based on the genus of the fungus involved, dividing
the fungal rhinosinusitis in  two groups: hyalohyphomycosis and
phaeohyphomycosis (1). The groups are distinguished by the presence of

septate hyphal filaments without (hyalohyphomycosis) or (phaeohyphomycosis)
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with pigmented hyphae due to the presence of melanina in the inner aspect of
the fungal cell wall and sometimes in the host tissues.

We describe a cohort of 27 fungal rhinosinusitis cases caused by fungi
other than Aspergillus, which have been diagnosed at our institution during a
24-year period, with a particular emphasis on their etiologic agent and the
predisposing factors. Furthermore, in this series, we report the first case of

rhinosinusitis and human infection by Trichoderma asperellum.

MATERIALS AND METHODS

This study is a retrospective analysis of 27 patients with fungal
rhinosinusitis at the Mycology Laboratory of Santa Casa, Porto Alegre, RS, from
1989 to 2013. The study was conducted with the permission of the Medical
Research Ethics Committee of Santa Casa (Protocol number 64705/12). The
inclusion criteria for this study were as follows: positive nasal sinus cultures

and/or biopsy specimens demonstrating fungal hyphae.

Clinical presentation

Criteria for the diagnosis of the type of fungal rhinosinusitis:

Allergic fungal rhinosinusitis (AFS): Presence of allergic mucin of the
nasal cavity with eosinophils, Charcot-Leyden crystals, fungal elements, and
absence of fungal invasion of tissue.

Invasive fungal rhinosinusitis (IFS): Histopathological evidence of hyphal

forms within the sinus and invasion of mucosa and submucosa.
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Fungus ball: Radiological studies demonstrating sinus opacification and
tissue section demonstrating agglomeration of hyphae and absence of fungal

invasion of mucosa.

Materials: A portion of the paranasal tissue obtained at surgery
(Caldwell-Luc or endoscopic) was placed in 10% formalin for histopathological
examination. The remaining portion of the specimen was sent to the Mycology
Laboratory for fungal culture.

Methods: A portion of the biopsy tissue was mounted in 10% KOH for
direct microscopic examination. The remaining tissue was inoculated on
Sabouraud’s dextrose agar with chloramphenicol and Mycosel agar and
incubated at 25°C and 37°C, respectively. Histological examination of the
specimens was done using hematoxylin and eosin (H&E), Gomori methenamine

silver (GMS), and Fontana-Masson stains.

RESULTS

A total of 27 cases of non-Aspergillus fungal rhinosinusitis were studied.
These are summarized in Table 1, listed by species in order of decreasing
frequency of isolation. A total of 14 (51.9%) of the 27 cases were women, and
13 cases (48.2%) were men. The mean age of the patients was 45.3 years
(range: 6-76 years).

Conventional sinus radiographs demonstrated significant opacification of

the involved sinuses in 15 patients. Computed tomography (CT) scans of the
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sinuses of 20 patients were reviewed. The imaging studies of the other two

cases were not retrievable.

Table 1. Organism causing non-Aspergillus paranasal sinusitis in 27 patients

Disease manifestation

Fungus

No. of patients

(%)
Invasive
Histoplasma capsulatum 4 (14.8)
Mucorales 3(11.1)
Cryptococcus neoformans 1 (3.7)
Lichtheimia corymbifera 1 (3.7)
Fungus ball
Pseudallescheria boydii 1 (3.7)
Allergic sinusitis with unusual fungi
Hyalohyphomycosis
Unidentified fungal species 4 (14.8)
Schizophyllum commune 2 (7.4)
Xylaria enteroleuca 1 (3.7)
Trichoderma asperellum 1 (3.7)
T. harzianum 1 (3.7)
T. viride 1 (3.7)
Fusarium solani 1 (3.7)
Penicillium sp 1 (3.7)
Scedosporiosis Scedosporium apiospermum 2(7.4)
Phaeohyphomycosis
Alternaria alternata 2(7.4)

Cladosporium sp

1(3.7)
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Of the 27 patients, nine were found to have evidence of invasive disease,
one presented fungus ball due to P. boydii (Figures 1 and 2), and the remaining
patients were found to have evidence of AFS. The primary symptoms,
predisposing diseases, and associated risk factors, such as other information
relating to the 27 cases, are detailed in Table 2.

Microbiology: Fungi recovered from biopsy material included Histoplasma
capsulatum (n=4), S. apiospermum (n=2), Alternaria alternata (n=2),
Schizophyllum commune (n=2) (Figures 3 and 4), P. boydii (n=1), Penicillium
sp. (n=1), Lichtheimia corymbifera (n=1), Xylaria enteroleuca (n=1), T.
asperellum (n=1), T. harzianum (n=1), T. viride (n=1), Fusarium solani (n=1),
Cryptococcus neoformans (n=1), and Cladosporium sp. (n=1). Secondary
bacterial colonization and/or lack of viable fungus was accompanied by
negative cultures in seven cases (Fontana-Masson stain ranked four of these
cases as hyalohyphomycosis, and the other three were classified as

mucormycosis by direct examination).
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Case report of a new causative agent of AFS: A 44-year-old woman with
a history of asthma, chronic rhinosinusitis, and allergic rhinitis since childhood
was admitted to our hospital. For approximately 10 years before admission, the
patient presented intermittent green, purulent post-nasal discharge and nasal
congestion. She was treated, without success, with several antibiotics,
vaccines, and homeopathy. Family history revealed a brother with allergic
rhinitis. Axial and coronal CT scan without contrast medium showed
opacification of the entire sphenoid and left ethmoid sinuses, with erosion of the
bony walls (Figure 5). Soft tissue mass involving the left nasal fossa, with
obliteration of the osteomeatal complex and opacification of the left maxillary
sinus, was observed. Nasal endoscopy revealed polypous swelling of the
mucosa in the left middle meatus. Endoscopic polypectomy, ethmoidectomy,
and sphenoidectomy were performed (Figure 6). Histopathological study of
tissues stained with H&E revealed edematous respiratory mucosa containing
chronic inflammatory infiltrate with submucosal eosinophilia in the ethmoidal
and sphenoidal sinuses. There was no evidence of fungal invasion in the
sections stained with GMS. Stained sections (H&E) of inspissated mucus
recovered from both sinuses revealed eosinophils and Charcot-Leyden crystals.
Scattered fungal hyphae (dichotomous branching with septation) were identified
by GMS staining in the mucin. Fungal culture on Sabouraud’s dextrose agar (at
25°C) produced a white colony that became green. The fungal mold was
identified in microslide culture on potato agar as Trichoderma.

The isolated sample was sent to the Fungus Testing Laboratory,

Department of Pathology, University of Texas Health Science Center at San
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Antonio, Texas, for confirmation. The Trichoderma was identified as T.

asperellum (UTHSC #: R-3055).

Figure 1. CT scan of the head of a patient with P. boydii fungus ball
demonstrating opacified left maxillary sinus and clear right maxillary sinus.
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Figure 2. Tissue section of a fungus ball taken through an endoscope, showing
profuse growth of septate, branched hyphae and three pyriform annelloconidia
(arrows) of P. boydii (H&E, x400).
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Figure 3. S. commune rhinosinusitis. CT scan showing soft tissue mass in

ethmoid and sphenoid cavities.

Figure 4. CT scan of the patient in Figure 3 after endoscopic treatments. Notice

that the cavities were normal.
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Figure 5. Axial view on CT scan in patient with T. asperellum rhinosinusitis

showing soft tissue material in the sphenoid and ethmoid cavities.

Figure 6. T. asperellum rhinosinusitis middle meatal antrostomy and

sphenoidotomy shows a yellow-brown material that was allergic mucus.
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DISCUSSION

Fungal infection of the paranasal sinuses is an uncommon disease,
although it has been reported more frequently in recent years. Aspergillus and
Mucor are the most commonly implicated fungal organisms in invasive
rhinosinusitis. Nevertheless, numerous fungi may colonize the paranasal
sinuses, and it is not surprising that many of them can cause symptomatic
infections.

Based on the clinical presentation, mucormycosis may be divided into
five categories: rhinocerebral, pulmonary, cutaneous, gastrointestinal, and
disseminated. Rhinocerebral mucormycosis is the most common form of the
disease. Three of our patients presented acute invasive Mucorales
rhinosinusitis, one due to L. corymbifera. The initial presentation is often
consistent with rhinosinusitis, including facial pain, unilateral headache,
occasional proptosis, soft tissue swelling, and serosanguineous nasal
discharge.

Classifying the disease as phaeohyphomycosis and hyalohyphomycosis
may be considered a poor classification, since it is not a specific taxonomic
classification. Important human pathogens included in the hyalohyphomycosis
group are Fusarium, Schizophyllum, and Trichoderma species. Two pathogens
were observed for the first time as the agent of rhinosinusitis and human
infection (X. enteroleuca (10) and T. asperellum, present report). The role of
Trichoderma species remains to be elucidated. This species is emerging as an
opportunistic pathogen that rarely causes disease in humans. Few reports

causing rhinosinusitis have been published, with T. longibrachiatum as the
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species most often involved causing allergic or invasive disease. The
treatments used in the few cases were debridement of the lesion with antifungal
association (12, 18).

The spectrum of clinical presentation by Fusarium species includes those
seen in both the healthy and the immunocompromised hosts. Allergic fungal
sinusitis caused by F. solani in an immunocompetent patient has been
previously reported (11). Filamentous basidiomycetes are uncommon causes of
human and animal disease. In our series, we found one case of AFS caused by
F. solani in the immunocompetent group. The most frequently reported clinically
important pathogen is S. commune, recognized as a significant cause of allergic
rhinosinusitis, and we observed two cases in our cohort.

Scedosporiosis includes S. apiospermum and P. boydii infections that
have been regarded as having an anamorph-teleomorph connection. However,
this has been disproved based on nucleic acid sequence analysis. The
taxonomy of this genus is rather complex (8, 9). In our series, we identified two
cases of S. apiospermum causing AFS and a fungus ball, caused by P. boydii.

Although infections caused by dematiaceous fungi are rare, they are
increasingly being recognized as the cause of human disease (15). The term
phaeohyphomycosis is based on the characteristics of the fungi, as seen in
infected tissue (dark-walled). Our cohort includes three cases classified as
phaeohyphomycosis, two of them caused by A. alternata and another by
Cladosporium sp.

Other slowly progressive infections may be less commonly caused by
dimorphic fungi such as H. capsulatum or encapsulated yeast cells of C.

neoformans. We only isolated these agents in our immunocompromised group:



66
histoplasmosis (n=4) and cryptococcosis (n=1). There is a wide spectrum of
clinical manifestations of histoplasmosis, ranging from a transient pulmonar
infection to more widespread disseminated disease. Mucosal ulcers are found
in > 60% of these patients (14). The oropharynx is often affected; however,
lesions also occur on the lip and nose (2, 3, 4). It has been stated that
cryptococcosis affecting the paranasal sinuses is rare (13). In our series, we
describe the second case of cryptococcal sinusitis in an immunocompromised
(AIDS) male.

AFS is the most common form of fungal rhinosinusitis, and diagnosis is
often missed in cases of unexplained chronic rhinosinusitis. For this reason,
clinicians should include AFS in the differential diagnosis of patients with
chronic rhinosinusitis refractory for standard therapy. In addition, we believe that
documentation of histological evidence is preferable to positive culture only

because culture carries an inherent risk of contamination.
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7 CONCLUSAO

- Nos ultimos 28 anos foram diagnosticados 82 casos de RSF na ISCMPA. A
divisdo desta casuistica, em dois grupos, resultou em 55 casos com etiologia
por Aspergillus sp. e associacdes concomitantes, e 27 por outros agentes

fungicos ndo aspergilares.

- No grupo de pacientes classificados com RSF por aspergilose e associacoes,
a idade média foi de 46,8 anos, com predominio do sexo feminino (32/54). Os
achados, através dos exames de imagens, confirmaram acometimento
unilateral dos seios paranasais (38/54), resultando numa classificacdo de RSF
nao invasiva em 40 casos, onde 20 pacientes desenvolveram RSFA, e outros
20, RSF por bola fungica. As causas subjacentes de imunodeficiéncia, que
contribuiram para o quadro clinico de RSF invasiva, foram transplantes e
doencas hematoldgicas. O agente etiolégico, predominante, isolado foi A.
fumigatus (14/54), e na associagdo simultanea, a etiologia foi creditada a

classe dos Mucorales.

- Na série de casos de RSF nédo aspergilar 51,9% ocorreu em mulheres, e a
média de idade do grupo foi de 45,3 anos (variagdo 6 - 76 anos). A ocorréncia
de RSF invasiva foi constatada em nove pacientes imunocomprometidos, com
superioridade de isolamento do agente fungico H. capsulatum (4/27), seguido

de Mucorales (3/27), C. neoformans (1/27), e L. corymbifera (1/27). Neste
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grupo, também, ocorreu o predominio de casos de RSF néo invasiva (18/27),

preponderando RSFA por hialohifomicose (12/27).

- Como os relatos de RSF no Brasil sdo escassos, conseguimos configurar o
ineditismo de trés achados em nosso meio. A etiologia por X. enteroleuca (ja
publicado anteriormente), T. asperellum, e uma associacdo de A. fumigatus e
actinomicose, sendo que este dois Ultimos registrados no periodo deste

trabalho.



8 PERSPECTIVAS

7

A infeccdo da mucosa nasal e dos seios paranasais € uma das doencas
mais prevalentes das vias areas superiores, e quando esse processo decorre
de etiologia fungica, torna-se ainda mais complexa a suspeicdo médica. Em
consequéncia desta situacdo, faz-se necessaria a ampliacdo de novas
pesquisas com embasamento metodologico cientifico, para fortalecer o
entendimento epidemiolégico da RSF em nosso meio, o que incidird na

melhora da qualidade de vida da populacéo envolvida.
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10.1 Apéndice A: Termo de confidencialidade encaminhado ao Comité de
Etica em Pesquisa da ISCMPA

TERMO DE CONFIDENCIALIDADE

Titulo do projeto: Aspectos clinicos, epidemioldgicos e etioldgicos
da rinossinusite fungica

O presente estudo é exclusivamente epidemiolégico, ndo envolvendo a
realizacdo de qualquer intervencéo terapéutica. Todas as informacdes clinico-
epidemioldgicas necessarias para o estudo serdo obtidas através da revisao de
prontuarios, ndo havendo qualquer contato direto entre investigadores e
pacientes. A pesquisa tem interesse meramente cientifico.

As informacdes referentes aos pacientes serdo mantidas em completo
sigilo; os autores firmam compromisso com a confidencialidade garantindo
sigilo quanto a identificagdo dos pacientes incluidos no estudo.

O projeto sera enviado ao Comité de Etica em Pesquisa da Irmandade da
Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre / RS. Certificamos que o estudo
observara todos os padrbes éticos estabelecidos pela Institui¢ao.

Sem mais, colocamo-nos a disposi¢ao para qualquer informacao adicional.
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10.2 Apéndice B: Ficha padrdo utilizada para colheita de informagdes
clinicas e epidemioldgicas dos prontuarios médicos de cada paciente.

Ficha para Colheita de Dados

Dados de identificacdo

NOME: o Registro.......ccoooeiiiiin
Data internag@o:.............ocooeviiiiinnn. Idade.............. Sexo: () M OF
Hospital.... ..o N°caso:.....coevviiennnns

Condi¢des predisponentes

Diabete melito () Sim () Nao () Nao informado
Insuficiéncia renal () Sim () Nao () Nao informado
HIV () Sim () Nao () Nao informado
Drogas injetaveis () Sim () Nao () Nao informado
Neutropénico () Sim () N&o () Nao informado
Sepse bacteriana () Sim () N&o () Nao informado
Neoplasia QUL
Transplante Quali.....coiii Tempo:.....cocooviiiiee,
Outros: QUAL
Obito: () sim () Nao

Dados clinicos
1Y oY AV /o TN T ) €= 5 g F=To= T 1P
Unidade internacao () Clinica () Cirargica
Cateter () venoso central () arterial
NPT () Sim () Nao () Nao informado N° de dias:...............
Terapia intensiva () Sim () N&o () Nao informado
Ventilagcdo mecanica () Sim () N&ao () N&o informado

Avaliacéo clinica de cada episédio de sinusite

N° cultivos positivos:............

Isolamento do mesmo microorganismo de outros sitios () Sim () Ndo Qual(is):.........
() Dor facial () Edema face () Obstrucao nasal () Rinorréia purulenta
() Cefaléia () Febre () Tosse produtiva

L@ 11 11 0 P PPSUPUPPRN

Terapia antimicrobiana

Fluconazol () Sim () Nao () Nao informado Ha quanto tempo........
Anfotericina B () Sim () N&o () N&o informado Ha quanto tempo........
Itraconazol () Sim () N&o () N&o informado Ha quanto tempo:.......
Voriconazol () Sim () N&o () N&o informado Ha quanto tempo:.......
L0 111 01 PP



10.3 Apéndice C: Tabelas informativas da casuistica incluida no estudo

10.3.1Tabela 1: Caracteristicas clinicas-epidemioldgicas dos 54 pacientes com
rinossinusite fungica aspergilar e associagfes concomitantes
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Caso Idade/ Condigéo
Sexo associada/doenca Material Imagem Microscopia Cultivo
predisponente
1 34 Obstrucéo nasal, Secrecao seio N&o informado hsr em arranjo  Aspergillus
F cefaléia, edema nasal maxilar D de BF sp.
2 58 Obstrucéo nasal, Secrecao seio Sinusoscopia: secre¢cdo  Negativo A. fumigatus
M tosse cronica, maxilar purulenta, BF, mucosa
Parkinson-Akineton hiperplasica
TC: opacificagao
completa com imagem
metélica
3 60 Obstrucéo nasal Seio maxilar D/E  Rx: opacificagcéo Negativo Aspergillus
F bilateral, tosse, maxilar bilateral, com sp.
cefaléia, uso crénico imagem metélica
de vasoconstritor TC: opacificacdo
topico maxilar bilateral,
opacificacao células
etmoidais bilateral
Sinusoscopia: grumos
de pus, BF, hiperplasia
4 37 ABPA, asma, rinite Seio maxilar D Rx: opacificagdo seio hsr Nao
M alérgica, corticoide maxilar D realizado
TC: opacificacédo
completa seio maxilar
D, opacificacéo parcial
células etmoidais
anterior
Sinusoscopia: secrecao
purulenta, mucosa
hiperplésica
5 NI N&o informado Secrecéo seio N&o informado hsr em arranjo  N&o
F maxilar de BF realizado
6 40 Obstrucéo nasal, Secrecao seio N&o informado hsr e cristais Aspergillus
M edema nasal, rinite maxilar de Charcot- sp
alérgica Leyden
7 NI N&o informado Fragmento seio  N&o informado hsr em arranjo  Negativo
M maxilar de BF
8 NI N&o informado Secrecéo seio N&o informado Hifas septadas Negativo
F maxilar
9 57 Obstrucéo nasal, Secrecao seio N&o informado hsrem arranjo  Negativo
F edema nasal, maxilar D de BF e
cefaléia, polipo nasal, cristais de
desvio de septo oxalato de
calcio
10 69 Obstrucdo meato Secrecdo seio N&o informado hsr A. flavus
F médio, desvio de maxilar D

septo, hipertrofia de
cornetos, edema
nasal, cefaléia
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11

12

13

*14

*15

16

17

18

19

20

21

22

**23

24

25

26

Imunodeprimido
(neoplasia medula
0ssea)

Edema facial,
obstrucéo nasal,
sinusopatia crénica

Dor facial, desvio de
septo, obstrucéo
nasal, hipertrofia
cornetos nasais, TX.
Cornea

N&o informado

N&o informado

Nao informado

N&o informado

Tx pulméo por fibrose
pulmonar e enfisema,
diabetes mellitus,
CMV +, ex-tabagista

Tumor nasal benigno,
cefaléia, congestao
nasal, dor facial

Nao informado

Inflamac&o crénica,
desvio de septo,
congestéo nasal,
obstrugéo nasal

Congestao nasal,
desvio de septo, dor
facial, pélipo nasal

Tx pulm@o, BF em
pulmao transplantado

Edema facial, dor
facial, congestao
nasal, dor intensa nos
olhos, asma

Congestao nasal, dor
facial, edema nasal,
etilista

Obstrucéo nasal,
cefaléia, dor facial

Fragmento
septo nasal
posterior
Secrecao seio
maxilar E

Fragmento seio
maxilar D

Secrecao seio
maxilar D

Fragmento
nasal

Secrec¢do seio
maxilar E

Secrecao seio
maxilar E

Secrec¢do nasal
E

Fragmento seio
maxilar E

Secrec¢ao seio
maxilar E

Secrec¢do seio
maxilar E

Secrec¢ao seio
maxilar E

Swab nasal D

Secrec¢ao seio
maxilar D

Secrec¢ao seio
maxilar E

Secrec¢do nasal

TC: opacificagao
completa em seio
maxilar D e E

TC: opacificagéo
completa em seio
maxilar E

TC: opacificagdo
completa em seio
maxilar D

TC: opacificacdo seio
maxilar D

Rx e TC: opacificacéo
bilateral

Nao informado

N&o informado

TC: opacificagdo seio
maxilar D e E

OBITO

N&o informado

Nao informado

TC: opacificacdo
complete em seio
maxilar E

TC: oclusao de fossa
nasal E, com
opacificacéo do seio
maxilar, esfenoidal,
frontal e labirinto
etmoidal, polipose

TC seios paranasais:
infiltracdo parenquima-
tosa difusa bilateral

TC: seio paranasal D
opacificado, aumento
de corneto médio e
inferior D. Protusao de
globo ocular D / OBITO

Nao informado

Nao informado

hsr

hsr em arranjo
de BF

hsr em arranjo

de BF

hsr em arranjo
de BF

hsr e conidios
hsr em arranjo

de BF

hsr em arranjo
de BF

Nao realizado

hsr

hsr

Negativo

hsr e cristais
de oxalato de
calcio

Nao realizado

Negativo

Negativo

hsr

A.flavus e
A.fumigatus

A. fumigatus

Nao
realizado

A. fumigatus

A. flavus

Nao
realizado

Nao
realizado

A. fumigatus
e A. niger

Negativo

Negativo

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus

A. flavus

A. terreus

A. niger
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27

28

29

30

31

32

**33

34

35

36

37

38

N&o informado

Tosse cronica,
congestao nasal,
obstrucéo nasal,
cefaléia

Cefaléia frontal, rinite
alérgica cronica, dor
facial

Congestao nasal, dor
facial, cefaléia

Obstrucdo nasal,
secrecdo nasal,
polipo nasal

Tosse crbnica,
congestdo nasal, dor
facial, cefaléia

Linfoma néao Hodking,
Tx. medula 6ssea,

congestéo nasal, dor
facial, dor intra-ocular

Cefaléia, edema
importante em hemi-
face D, tosse,
congestdo nasal, dor
facial, insuficiéncia
renal

Obstrucéo naso E,
congestéo nasal, dor
maxilar E

Tx. medula 6ssea

Cefaléia, dor facial
com edema

Edema grave em
mucosa nasal D, dor
facial, cefaléia,
neoplasia de tiredide

Secrecao seio
maxilar

Secrecao seio
maxilar E

Secrecao seio
maxilar D

Secrec¢ao seio
maxilar
Biopsia seio
maxilar D

Secrec¢ao seio
maxilar E

Corneto nasal
fossa D

Secrecéo seio
maxilar D

Secrecéo seio
maxilar E

Secrec¢ao seio
maxilar

Secrecdo seio

maxilar E

Secrec¢ao seio
maxilar D

N&o informado

TC: Sinusopatia
maxilar D, com
calcificacao.
Possibilidade de proc.
granulomatoso

Nao informado

Nao informado

TC: Meatos médios
ocluidos com polipos e
nivel liquido em seios
maxilares

Nao informado

TC seios da face:
opacificacdo completa
de seios paranasais
Ecografia ocular: lesdo
vitrea sugestiva de
infec¢éo fangica em
olho D

TC: destruicdo 6ssea
dos seios da face

Nao informado

TC: sinusopatia cronica
bilateral

Nao informado

TC: opacificagdo
complete SMD

hsr com
frutificacéo
caracteristica
de Aspergillus

sp.

frutificacéo
caracteristica
de A. niger

hsr em arranjo
de BF e
cristais de
oxalato de
célcio

hsr

hsr

hsr em arranjo
de BF

hsr em angulo
de 90° e
conidios
fusiformes

hsr

hsr em arranjo
de BF e
cristais de
oxalato de
calcio

hsr

hsr em arranjo
de BF

hsr com
cabeca
aspergilar

Negativo

Negativo

Negativo

A. fumigatus

Negativo

Negativo

A.flavus e
Fusarium sp

A. fumigatus

Negativo

A. fumigatus

A. fumigatus

A. fumigatus
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39

40

41

42

43

***44

*45

46

47

48

49

39

Desvio de septo
nasal, obstrugéo
nasal, cefaléia, dor
facial com edema

Asma, rinite, dor
facial, lesdo mucosa
nasal e seio
paranasal E,
leucemia linfocitica
aguda

Cirurgia neoplasia
hipofise, secrecdo e
obstrucéo nasal, dor
facial

Pd6lipo em seio
paranasal D, edema
seio maxilar D,
tabagista

Tx medula 6ssea,
obstrugéo e
congestdo nasal, dor
facial

Cirurgia Caldwell-Luc
Cefaléia, dor facial,
fistula gengival

LAB, proptose olho D,
edema facial,
imunossupressao,
pansinusite invasiva

Cefaléia, obstrucéo
nasal D, secre¢do
purulenta, polipose D,
Cirurgia Caldwell-Luc

Tx renal

Tosse crbnica,
enfisema,
bronquiectasias
bilaterais, dor facial,
congestéo nasal,
Obstrucéo nasal

Pdlipos inflamatorios
de mucosa
respiratoria alta,
hipertrofia de corneto
nasal, edema mucosa

Secrecao seio
maxilar D

Secrec¢do meato
médio E

Fragmento
esfenodide

Secrec¢do seio
maxilar D

Fragmento
abscesso nasal

Seio maxilar
esquerdo

Secrec¢do seio
maxilar D

Seio maxilar
direito

Seio maxilar
esquerdo

Secrec¢ao seio
da face

Secrecd@o meato
médio

TC: velamento subtotal
do seio maxilar D,
obliteracéo parcial do
complexo 6stio meatal
deste lado, o seio
frontal D apresenta
espessamento mucoso

TC: sinusopatia cronica
bilateral

N&o informado

Nao informado

TC: obstrugéo
completa bilateral

Rx: o quadro
radiolégico é sugestivo
de sinusite maxilar
(Sinusite cronica)

TC: opacificagéo
completa seios
paranasais c/ eroséo
Ossea

OBITO

Rx: opacificagdo seio
maxilar D, edema de
mucosa, sinusite
maxilar

Nao informado

TC: opacificacdo
complete dos seios da
face

TC: Presenca de
material semelhante a
tecidos moles e/ou
liquido espesso no
interior e junto as
paredes de ambos os
seios maxilares

hsr em arranjo
de BF

N&o realizado

hsr e conidios
em arranjo de
BF

hsr em arranjo
de BF

hsr

hsr com
cristais de
oxalato de
célcio

hsr
(GM)

hsr em arranjo
de BF com
cristais de
oxalato de
calcio

InGmeras hsr

hsr

hsr

Negativo

A. flavus

Negativo

Negativo

A. flavus

Aspergillus
sp. e
Mucorales

A. flavus

A. niger

A. fumigatus

Negativo

Nao
realizado
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50

51

52

53

54

Congestéo e
obstrucéo nasal,
cefaléia, dor facial,
edema

Nao informado

N&o informado

Nao informado

Congestéo e

obstrucéo nasal, dor

facial, edema facial

Fragmento seio
maxilar

Secrecdo meato
médio

Secrecao nasal

Fossa nasal

Secrecao seio
maxilar E

N&o informado

TC: opacificacéo
bilateral

N&o informado

Nao informado

TC: opacificagdo
completa de seio
maxilar E

hsr

Negativo
Hifas
hsf em arranjo

de BF

Negativo

A. fischeri
(Neosartorya
fischeri)

A. fumigatus
e Rhizopus

A. flavus e
Mucorales

A. fumigatus

A.fumigatus

ABPA: aspergilose broncopulmonar alérgica; BF: bola flingica, D: direito; E: esquerdo; F:

feminino; GM: galactomanana,;

hsr: hifas septadas e ramificadas; M: masculino; NI: néo

informado; LAB: leucemia aguda bifenotipica; Rx: raiosX; TC: tomografia computadorizada; TX:
transplante. * Imunodifusdo para aspergilose (A. fumigatus, A. flavus e A. niger negativas)
ELISA-galactomanana positivo; ** Terapia com voriconazol; *** Estudos de anticorpos
fluorescentes forneceram evidéncias de uma infeccdo mista devido a Aspergillus sp. e

Mucorales
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10.3.2 Tabela 2 (Parte 1) — Dados clinicos-epidemioldgicos dos 27 pacientes
com diagndstico de RSF néo aspergilar

Caso Idade Material Direto Cultivo Patologia
Sexo
1 25 Secrecao Hifas hialinas Schizophyllum Fragmento de leséo da
F seios septadas ramificadas commune mucosa nasal e p6lipo com
maxilares hifas
2 74 Secrecéo Hifas hialinas Fusarium solani Fragmento de leséo da
F seios septadas ramificadas mucosa nasal necrotico
maxilares com exsudato fibrino
leucocitario contendo
inimeras hifas hialinas,
raramente septadas,
compativeis com hialo-
hifomicose
3 50 Secrecao Fragmento de hifas Penicillium sp. Processo inflamat6rio
M seio maxilar  septadas em arranjo croénico
D de bola fungica
4 44 Secrecao Presenca de hifas Trichoderma Mucina contendo
F seios hialinas septadas asperellum eosindfilos e cristais de
etmoidal e Charcot-Leyden.
esfenoidal Grocott — presenca de hifas
septadas ramificadas
5 06 Secrecao Hifas largas néo- Lichtheimia Nao informado
M seios da face sepatadas em corymbifera
angulo de 90°
compativel com
Mucormicose
6 25 Fragmento Hifas largas nédo- Negativo Biopsia do septo nasal com
M septo nasal septadas em angulo inflamacé&o supurativa e
de 90° compativel necrose de 0sso e mucosa
com Mucormicose
7 62 Fistula osso Hifas largas nao- Negativo N&ao informado
F face septadas em angulo
de 90° compativel
com Mucormicose
8 38 Secrecao Hifas septadas em Alternaria Inflamacao aguda e crdnica
F seio maxilar  arranjo de bola alternata em mucosa respiratéria
fungica com edema
9 57 Secrecao Hifas hialinas Negativo Inflamacéo supurativa
F seio maxilar  septadas em arranjo crdénica em mucosa
de bola fungica respiratéria de tipo sinusal
(hialo-hifomicose)
10 32 Secrecao Hifas hialinas Negativo Seios maxilares com
M seio maxilar  septadas ramificadas inflamacé&o supurativa

em arranjo de bola

fungica (hialo-
hifomicose)

crbnica em mucosa
respiratéria
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11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

Secrecao
seio maxilar

Secrecao
seio frontal D

Secrecao
seio maxilar

Secrecao
seio maxilar
E

Secrecao
seios
maxilares

Fragmento
mucosa
nasal

Secrecéo
seio
esfenoidal E

Mucosa
septo nasal

Raspado
lesdo nasal

Secrecao
nasal

Fragmento
septo nasal

Hifas hialinas
septadas ramificadas
em arranjo de bola
fungica (hialo-
hifomicose)

Hifas hialinas
septadas
ramificadas,
presenca de cristais
de oxalato de calcio

Hifas hialinas
septadas em arranjo
de bola flngica
(hialo-hifomicose)

Hifas hialinas
septadas ramificadas

Negativo

Hifas largas nédo-
septadas em angulo
de 90° compativel
com Mucormicose

Hifas hialinas
septadas ramificadas

Negativo

Pequenas células
leveduriformes ovais
compativel com
Histoplasma
capsulatum

Pequenas células
leveduriformes ovais
compativel com H.
capsulatum

Pequenas células
leveduriformes ovais
compativel com H.
capsulatum

Negativo

Cladosporium sp.

(PCR)

Negativo

Scedosporium
apiospermum

T. viride

Negativo

S. apiospermum

A. alternata

Negativo

H. capsulatum
(Isolator)

Negativo

Nao informado

Nao informado

Nao informado

Mucosa do trato respiratério
superior com infiltrado
inflamatério cronico

Presenca de infiltrado
eosinofilico

Mucosa do trato respiratorio
superior ulcerada com
inflamacé&o crénica
supurativa

Presenca de infiltrado
inflamatério cronico

Mucosa do septo nasal
escamosa ulcerada com
tecido de granulacao
exuberante e exudato
fibrino leucocitario

Lesdo granulomatosa em
face anterior E do septo
nasal, granuloma
tuberculéide com necrose
caseosa

Mucosa nasal ulcerada com
inflamacé&o crénica
supurativa

MTRS ulcerada, inflamacédo
crdnica supurativa e
esbogos de granuloma.
Grocott — elementos
leveduriformes unibrotantes
ovalados peq. sugestivos
de H. capsulatum
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22

23

24

25

26

27

Fragmento
lesdo seio
maxilar D

Secrecao
seio
esfenoidal

Secrecao
seio maxilar
e esfenoidal

Secrecao
seio maxilar

Secrecao
seio maxilar

Secrecao
seios
maxilares

Negativo

Hifas septadas
ramificadas
disformes com
grande namero de
cristais

Hifas septadas
ramificadas e grande
ndmero de cristais
de Charcot-Leyden

Hifas hialinas
septadas ramificadas

Emaranhado de hifas
septadas ramificadas
e grande numero de
aneloconidios
sugestivos de bola
fungica por

S. apiospermum

Elementos fangicos
leveduriformes
encapsulados

H. capsulatum

T. harzianum

S. commune

Xylaria
enteroleuca
(PCR)

Pseudallescheria
boydii

(PCR)

Cryptococcus
neoformans

Grocott — elementos

leveduriformes unibrotantes

ovalados pequenos
sugestivos de H.
capsulatum

Presenca de infiltrado
eosinofilico moderado.
Presenca de cristais de
Charcot-Leyden

Presenca de grande
namero de cristais de
Charcot-Leyden

Nao informado

Presenca de inflamacéo

cronica

Fragmentos da mucosa
nasal com lesao erosada

D: direito; E: esquerdo; F: feminino; M: masculino; MTRS: mucosa do trato respiratério superior;
PCR: reac@o em cadeia da polimerase
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10.3.3 Tabela 2 (Parte 2) - Dados clinicos-epidemiologicos dos 27 pacientes
com diagndstico de RSF néo aspergilar

Caso Idade Principais Doenca predisponente Exames de Imagem Tratamento
Sexo sintomas e/ou condigéo
associada
1 25  Cefaléia, obstrucdo Corticoterapia, sinusite NC NC
F nasal crénica, polipose
nasossinusal
2 74  Congestdo nasal, LES, DPOC, Rx seios paranasais: Fluconazol
F dor facial, cefaléia, = Imunossupressao opacificacdo completa Voriconazol
febre (metilprednisona), SME, imagem densidade
pancitopenia, metalica.
corticoterapia TC seios paranasais:
opacificacdo completa
SME, imagem densidade
metalica
3 50 Tosse produtivac/  Asma bronquica, rinite  Rx seios paranasais: Cetoconazol
M expectoracao alérgica cronica (8a), opacificacdo completa
purulenta corticoterapia SMD, imagem metalica
4 44  Congestdo nasal Asma, rinite alérgica TC seios paranasais: Polipectomia
F intermitente verde e crbnica, polipose opacificacdo dos seios Etmoidectomia
purulenta pos- nasossinusal esfenoidal e etmoidal E, Esfenoidec-
nasal, rinorréia com erosao de paredes tomia
0sseas. Massa mole
envolvendo a cavidade
nasal E c/ obliteracéo de
meato médio E.
Sinusoscopia: Presenca de
pélipos na cavidade nasal
E, edema da mucosa e
meato médio
5 06  Febre, fadiga, Aplasia de medula Rx: opacidade do seio Anfotericina B
M epistaxe, obstrucdo 6ssea maxilar e células etmoidais
nasal OBITO
6 25 Febre, congestéo Diabetes mellitus, HIV, TC:Lesé&o retro-orbital D Anfotericina B
M nasal, dor facial, tabagista, etilista, com invasao 6ssea,
dermatite enucleacéo ocular D processo inflamatorio
seborreica na face etmoidal-frontal
homolateral, processo
expansive intra-orbitario D
medial ao globo ocular
7 62  Epistaxe, Diabete mellitus, NC NC
F bradipsiquismo, hepatite, HIV
descoordenacéo

motora, dislalia,
dificuldade de
marcha, desvio de
comissura labial a
D, etilista, oclusédo
embodlica de artéria
oftalmica
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8 38  Hipertermia, Transplante pulméo Rx seios paranasais: NC
F obstrucéo nasal espessamento maior que
bilateral, rinorréia 6mm bilateral
purulenta bilateral Sinusoscopia: presenca de

secregao purulenta e
mucosa hiperplasica

9 57  Tosse produtiva, Transplante pulméo RXx seios paranasais: NC
F obstrucao nasal, opacificacdo completa
rinorréia purulenta SMD, imagem densidade
ha 6m, prolapso metalica.
véalvula mitral TC seios paranasais:

opacificacdo completa
SMD, imagem densidade

metalica
10 32  Tosse produtiva, Usuario de drogas Rx seios paranasais: NC
M obstrucédo nasal, (cocaina) opacificacdo completa
rinorréia purulenta SMD, imagem densidade

metalica; espessamento
maior que 6mm SME
TC seios paranasais:
opacificacdo completa
SMD, imagem densidade
metélica; espessamento
maior que 6mm SME,
opacificacdo células
etmoidais bilateral
Sinusoscopia: SMD
secrecdo purulenta,
caseosa, concregdes
fungicas, mucosa
hiperplasica; SME
secrec¢do purulenta,
mucosa hiperplasica

11 50  Tosse produtiva, Pneumonia (2m), Rx seios paranasais: NC
F obstrucdo nasal antibioticoterapia opacificagdo SME, imagem
cronica metélica, opacificagdo

células etmoidais

TC seios paranasais:
opacificacdo SME, imagem
densidade metdlica;
imagem metdlica,
opacificagdo céls etmoidais
Sinusoscopia: mucosa
hiperplasica,secrecéo
caseosa grumosa

12 74  Congestdo nasal, Diabates mellitus, TC seios face: velamento Sinusectomia
M dor facial, cefaléia corticoterapia e SMD, seio frontal etmoidal
antibioticoterapia opacificado c/ eroséo

cronicos, ex-tabagista  parede antero lateral D,
mucocele fronto etmoidal
seios maxilares e labirinto
etmoidal ¢/ mucosa
espessa
Rx seios face: velamento
seio frontal e SMD
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13

14

15

16

17

18

Tosse crbnica
recorrente
produtiva,
obstrucado nasal,
gotejamento pés-
nasal

Congestéo nasal,
dor facial, cefaléia,
tosse produtiva ¢/
expectoracao
amarelada

Cefaléia, edema
facial, tosse
produtiva purulenta,
dor facial

Lesdo necrética no
nariz
(mucormicose),
disfuncéo
respiratéria, febre,
dor facial,
congestao nasal

Cefaléia cronica,
congestao nasal,
dor facial

Congestéo nasal,
dor facial, cefaléia

Pneumonia (6m)

Pneumonia repeticdo
(2 a 3x ano),
corticoterapia,
sinusopatia fangica
(cirurgia 2003)

Sarcoma de Kaposi,

HIV, CMV, pansinusite

OBITO

Mielodisplasia, sepse
grave, pancitopenia,
imunossupressao,
antibioticoterapia
(Pipetazo)

OBITO

Desvio de septo

Leséo perirradicular,
rinite crénica

Rx seios paranasais:
opacificacdo completa
SMD, imagem metdlica.
TC seios paranasais:
opacificacdo completa
SMD, imagem densidade
metalica

Sinusoscopia: mucosa
hiperplasica, secrecéo
purulenta, concre¢les
fungicas

TC seios paranasais:
cornetos médios
“bolhosos”, obstrucao de
Ostio de SME c/ secre¢éo
mucoide, granulos
calcificados

Rx seios paranasais:
espessamento mucoso dos
seios maxilares, D c/
velamento quase total e
formag&o de nivel liquido.
Reducéo transparéncia do
seio frontal D e células
etmoidais bilaterais

TC seios paranasais:
retencéo de secrecéo s/
invasao 6ssea

Rx seios paranasais:
opacificacdo completa,
imagem metalica.

TC seios paranasais:
opacificacdo completa,
imagem densidade
metalica

Rx seios paranasais:
opacificacdo completa
SME, imagem metalica.
TC seios paranasais:
opacificacdo completa
SME, imagem densidade
metalica

Rx seios paranasais:
opacificacdo SME, imagem
metalica

Sinusoscopia: presenca de
secrec¢do purulenta e
mucosa hiperplasica

NC

Itraconazol
Sinusectomia
maxilar e
etmoidal

Anfotericina B
Itraconazol

Micafungina

Septoplastia
Sinusectomia
etmoidal/
esfenoidal

Sinusectomia
maxilar
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19

20

21

22

23

24

29

42

40

44

Obstrucéo nasal,
congestdo nasal,
dor facial, tosse
produtiva, rinorréia
fétida purulenta,
leséo septo nasal,
cefaléia crbnica

Obstrucéo nasal,
secrecao nasal, dor
facial, congestéo
nasal, cefaléia,
febre

Obstrucédo nasal,
rinorréia, cefaléia,
leséo septo nasal

Congestéao nasal,
secrecao purulenta,
dor facial, cefaléia,
massa em regido
maxilar

Obstrucéo nasal e
pés-nasal E,
eliminacéo de
secrecdao verde c/
grumaos escuros,
diminuicao do
olfato, cefaléia

Congestéo nasal,
cefaléia, obstrucao
nasal, rinorréia
hialina

Sarcoidose,
tuberculose (tto
antibiético 6m),
tabagista

Rinoplastia, HIV

DPOC, tabagista,
valvulopatia mitral

HIV, polipose
nasossinusal,
pansinusite,
adenopatia cervical,
neurossifilis

Curva glicémica
alterada, alergia
sulfas, rinite cronica,
hiperreatividade
brénquica, polipose
nosossinusal

Rinite alérgica,
polipose nasossinusal

Rx seios paranasais:
minimo espessamento da
mucosa dos seios
maxilares.

TC seios paranasais:
tortuosidade do septo
nasal a E, obstrucéo
parcial das fossas nasais,
especialmente D, por
abaulamento de partes
moles. Seios frontais
normalmente
pneumatizados. Possivel
velamento das células
etmoidais

TC seios paranasais:
mucosa espessada,
sinusopatia inflamatéria

Rinoscopia: desvio de
septo nasal posterior
importante

TC seios paranasais:
mucosa espessada,
opacificagcéo, imagem
metalica

TC seios paranasais:
unidades ostio-meatais
ocluidas c/septo nasal em
posi¢do normal. Seios
maxilares, frontal,
esfenoidal e labirinto
etmoidal ¢/ mucosa
espessada, sinusopatia
inflamatéria

TC seios paranasais:
opacificagdo maxilar,
etmoidal e esfenoidal E c/
areas de atenuacao no
seio esfenoidal e células
etmoidal E. Areas de
desmineralizacao das
paredes Gsseas das
cavidades etmoidais e
esfenoidais.

TC seios paranasais:
espessamento de mucosa,
opacificacdo seios
maxilares, imagem
metalica

Cetoconazol
Septoplastia

Anfotericina B

Itraconazol

Anfotericina B
Itraconazol

NC

Sinusectomia
etmoidal e
esfenoidal
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25 43  Congestéo nasal, Transplante pulmé&o, TC seios paranasais: Fluconazol
F tosse produtiva c/ imunossupressao, secrecdo em seios Anfotericina B
escarro escuro, dor  insuficiéncia renal paranasais, nivel liquido Sinusectomia
facial, secrecéo OBITO seios esfenoidais, maxilar
pulmonar, febre, etmoides parcialmente
obstrucéo nasal cruzados. Nao ha

calcificacdo de permeio ou
espessamento 6sseo

26 66  Tosse crbnica, Corticoterapia, RXx seios paranasais: Septoplastia
M produtiva purulenta, antibioticoterapia, normal Sinusectomia
congestéo nasal, rinite crdnica, desvio TC seios paranasais: maxilar
dor facial, de septo alterac6es inflamatérias
infeccdes dos seios maxilar, etmoidal
respiratérias de e esfenoidal D, hiperplasia
repeticdo pés-inflamatérias demais

cavidades paranasais.
Rinite bilateral

27 36  Tosse produtiva, HIV, Hepatite A, CMV ~ Rx sem anormalidades Fluconazol,
M dor toraxica, Anfotericina B
cefaléia, dor facial,
lesdes no vestibulo
nasal

CMV: citomegalovirus; D: direito; DPOC: doenga pulmonar obstrutiva cronica; E: esquerdo; F:
feminino; HIV: virus da imunodeficiéncia humana; LES: lupus eritematoso sistémico; M:
masculino; NC: nada consta; Rx: raiosX; SMD: seio maxilar direito; SME: seio maxilar
esquerdo; TC: tomografia computadorizada




10.4 Apéndice D: Producéo cientifica - Trabalhos referentes a tese

10.4.1 Trabalho 1

“Rinossinusite fungica invasiva aguda com etiologia por Aspergillus

flavus*

Este trabalho foi apresentado em formato de Péster, e publicado nos
resumos do VII Congresso Internacional de Bioanalises, X Congresso
Sulbrasileiro de Biomedicina e XIV Semana Gaucha de Biomedicina,
realizado na Universidade Feevale, entre os dias 10 a 13 de setembro de 2014,

em Novo Hamburgo / RS.
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RINOSSINUSITE FUNGICA INVASIVA AGUDA COM ETIOLOGIA POR
ASPERGILLUS FLAVUS
Isabel Cristina Espindola Cardoso?, Flavio de Mattos Oliveira?, Luiz Carlos Severo®

Introducdo: Rinossinusite (RS) é processo inflamatério da mucosa de revestimento da
cavidade nasal e seios paranasais (com quatro pares de cavidades: maxilar, etmoidal,
frontal e esfenoidal). Essa resposta inflamatoria representa reagdo a um agente fisico,
quimico ou bioldgico, ou decorrente de mecanismos alérgicos. Essa nomenclatura
segue a tendéncia mundial, j& que rinite e sinusite sdo doencas em continuidade. A
maioria das micoses oportunisticas dos seios paranasais € causada pelo género
Aspergillus, fungo filamentoso de distribui¢do universal. A classificacdo de RS fingica
invasiva aguda é caracterizada pela presenca de sintomas por até quatro semanas, e
ocorre, principalmente, em pacientes imunocomprometidos. Objetivo: Relatar caso de
RS flngica invasiva aguda em paciente imunodeprimido com diagnostico de neoplasia
hematoldgica. Metodologia: Relato de caso: mulher, 40 anos, diagnosticada com
leucemia linfocitica aguda, submetida a quimioterapia, evoluiu para um quadro de
pancitopenia, foi internada em set/2006 em hospital de Porto Alegre. Paciente foi
atendida pelo setor de otorrinolaringologia, com quadro febril, dor facial, histérico de
rinite e asma, insuficiéncia respiratoria das vias aéreas superiores, onde foi identificada
lesdo na mucosa nasal e em seio paranasal esquerdo. Paciente iniciou tratamento com
antibiotico de amplo espectro sem sucesso. Realizada sinusotomia frontal, etmoidal e
esfenoidal com bidpsia, sendo que o material foi encaminhado para o Laboratério de
Micologia da Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, para realizagdo
de exame direto e cultivo. Resultados: O exame direto evidenciou a presenca de hifas
hialinas ramificadas. No cultivo isolou-se fungo filamento, onde a macroscopia da
colbnia apresentou textura de aspecto aveludado e cor verde-amarelada, e a microscopia
revelou conidiéforo hialino ampuliforme, com fialides produzindo conidios esféricos,
compativel com Aspergillus flavus. Paciente iniciou terapia antifungica com
Anfotericina B e Voriconazol, com evolugdo satisfatoria. A ressonancia magnética
nuclear dos seios paranasais e mastoides ndo evidenciou alteracGes, recebendo alta
hospitalar em nov/2006. Conclusdo: A suspeicdo médica de rinossinusite fangica,
devido ao quadro de imunodepressao da paciente e fatores predisponentes associados,
aliados a um diagnostico laboratorial eficaz e correta conduta cirdrgica e
medicamentosa, resultou em excelente evolucao clinica do caso.

Palavras-chave: Rinossinusite; Sinusite; Aspergillus; A. flavus.

! Doutoranda do Programa de P6s Graduacao em Ciéncias Pneumolégicas, UFRGS
2 Laboratério de Micologia, Hospital Santa Rita, Irmandade da Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre/RS

3 Pesquisador CNPq 1B, Docente do Programa de Pés Graduagdo em Ciéncias Pneumoldgicas, UFRGS
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10.4.2 Trabalho 2:

“Aspergillosis of the nose and paranasal sinuses: a review of 54 cases”

Este trabalho foi apresentado no 7th Trends In Mycology, realizado de
09 a 12 de outubro de 2015, em Lisboa, Portugal, em formato de P&ster
(codigo P238), e publicado na revista Mycoses, volume 58 (Suplemento 4),

pagina 140, em 2015.
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Aspergillosis of the nose and paranasal sinuses: A review of 54 cases
C.B. Severo,* I. E. Cardoso,? L. S. Guazzelli,® F. M. Oliveira,® and L. C. Severo?

tUniversidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, Porto Alegre,
Brazil; 2Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil and
3Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil

Introduction Aspergillus species are considered opportunistic fungi of
increasing clinical importance. Information regarding extrapulmonary
involvement is scarce.

Objective The aim of this study was to isolate the different species of
Aspergillus in patients with rhinosinusitis.

Methods A retrospective study was conducted in a university hospital in Porto
Alegre, Brazil (1986-2014). For mycological diagnoses, paranasal tissue
obtained at surgery was subjected to histopathology examination and sent for
fungal cultures.

Results Of the 54 samples analyzed, 34 the diagnosis was made by direct
examination and culture and in 19 patients, the diagnosis was made exclusively
by histology with the visualization of the Aspergillus conidiophore. In one
patient, the diagnosis was by direct fluorescente antibody staining (Aspergillus
and Mucor). The underlying causes of immunodeficiency were: six with
transplantation (bone marrow, three; lung, two; kidney, one) and two with
hematological disease (bone narrow neoplasia, one; leukemia, two). In the
present study, the clinical manifestations of rhinosinusitis aspergillosis were:
allergic, 20; fungus balls, 20; and acute invasive, 14. The strains isolated were:
Aspergillus fumigatus, 14; A. flavus, six; A. niger, two; A. terreus, one; A.
fischeri, one; and Aspergillus sp., three. Two concomitant species of Aspergillus
were observed in two patients: A. fumigatus and A. flavus; and A. fumigatus and
A. niger. In four patients, Aspergillus was associated with other fungi: A. flavus
and Fusarium, one; A. fumigatus and Rhyzopus, one; A. flavus and Mucorales,
one; and Aspergillus sp. and Mucorales, one. The most common strains of
Aspergillus that are responsible for paranasal sinus infections are A. fumigatus,
A. flavus, and A. niger. Conclusions Fungal infection of the nose and
paranasal sinuses is rare, although it has been reported more frequently in
recent years, it is important to report this vast series on the theme, highlighting
the main clinical, etiological and diagnostics findings, to alert clinicians as this
pathological condition.



10.4.3 — Trabalho 3

“Non-Aspergillus fungal rhinosinusitis at a tertiary-care hospital and the

first report of human infections by Trichoderma asperellum”

Este trabalho foi apresentado no 7th Trends In Mycology,
realizado de 09 a 12 de outubro de 2015, em Lisboa, Portugal, em formato de
Péster (codigo P284), e publicado na revista Mycoses, volume 58 (Suplemento

4), paginas 153 a 154, em 2015.
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Non-Aspergillus fungal rhinosinusitis at a tertiary-care hospital and the
first report of human infections by Trichoderma asperellum

L. S. Guazzelli,t C. B. Severo,?|. E. Cardoso,2 F. M. Oliveirat and L. C. Severo!

Irmandade Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre, Porto Alegre, Brazil;
2Universidade Federal de Ciéncias da Saude de Porto Alegre, Porto Alegre,
Brazil and 3Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil

Objective Describe a cohort of 27 cases of fungal rhinosinusitis caused fungi
other than Aspergillus, which have been diagnosed at university hospital in
Porto Alegre, Brazil during a 24-year period, with a particular emphasis on their
etiologic agent and the predisposing factors. In this series we also report the
first case of rhinosinusitis and human infection by T. asperellum.

Methods A retrospective study was conducted in our institution (1989-2014).
For mycological diagnoses, paranasal tissue obtained at surgery was subjected
to histopathology examination and sent for fungal cultures, patients must have
fulfilled the following criteria: positive nasal sinus cultures and/or biopsy
specimens demonstrating fungal hyphae.

Results Fungal cultures were obtained in 20 cases and showed no growth in 07
cases. Classification of mycotic disease of the nose and paranasal sinuses in
invasive (9) and non-invasive (18) based on clinical, radiological, and
histopathological. A total of 14 of 27 cases were in women, and 13 cases were
in men. The mean age of patients was 45.26 years. The most common
pathogens were Histoplasma capsulatum (n = 4), Scedosporium apiospermum
(n = 2), Alternaria alternata (n = 2), Schizophyllum commune (n = 2),
Pseudallescheria boydii (n = 1), Penicillium sp (n = 1), Absidia corymbifera (n =
1), Xylaria enteroleuca (n = 1), Trichoderma asperellum (n = 1), T. harzianum (n
= 1), T. viride (n = 1), Fusarium solani (n = 1), Cladosporium sp (n = 1) and
Cryptococcus neoformans (n = 1). From the ones that have non-growth, four
was classified as hyalohyphomycosis and three mucormycosis by the
histopathological findings. In addition, we describe the first well-documented
case of rhinosinusitis and human infection by T. asperellum, in a 44-year-old
woman, with a history of asthma, chronic rhinosinusitis, and allergic rhinitis
since childhood.

Conclusions Fungal infection of the paranasal sinuses is an uncommon
disease. Aspergillus and Mucor are the most commonly implicated fungal
organisms in invasive rhinosinusitis. Nevertheless, numerous fungi can colonize
the paranasal sinuses, and it is not surprising that many them can cause
symptomatic infections, but rarely documented. It is important to report this
series of non-aspergillus.



11 ANEXOS

11.1 Anexo 1 — Casuistica ja publicada em periodos indexados

11.1.1 Série RSF aspergilar e associacdes concomitantes

e CASO 44

Publicado, em 1989, no artigo Chronic Sinusitis Caused by Zygomycosis
and Aspergillosis do periédico European Journal of Clinical Microbiology &
Infectious Diseases, volume 8 (4), paginas 317 e 318, de autoria de L. C.
Severo, C. Guindani e G. R. Geyer.

e CASO 45

Publicado, em 2009, no artigo Invasive Aspergillus flavus sinusitis: case
report in a patient with biphenotypic acute leucemia da Revista do Instituto
de Medicina Tropical de S&o Paulo, volume 51(1), paginas 57 e 58, tendo como
autores Melissa Orzechowski Xavier, Flavio de Mattos Oliveira, Valdir de
Almeida, Gabriel Prolla e Luiz Carlos Severo.

e CASO 46

Publicado, em 1986, no artigo Aspergilose nasal com imagem radiolégica
de corpo estranho metalico do BJORL - Brazilian Journal of
Otorhinolaryngology, volume 52 (3), paginas 32 a 39, autores Moacyr Saffer,

Luiz Carlos Severo e Mirian Namir Nunes.
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11.1.2 Série RSF nédo aspergilar

e CASOS5/CASO6/CASO7Y

Publicados, em 2002, no artigo Zygomycosis: A report of eleven cases and
a review of the Brazilian literature da Revista Iberoamericana de Micologia,
volume 19 (1), paginas 52 a 56, tendo como autores de Luiz Carlos Severo,
Flavio de Mattos Oliveira, Rodrigo Dreher, Paulo Zimermann Teixeira, Nelson

da Silva Porto e Alberto Thomaz Londero.

e CASO 25

Publicado, em 2006, no artigo Sinusitis caused by the fungus Xylaria
enteroleuca in a lung transplant recipiente do periddico Diagnostic
Microbiology and Infectious Disease, volume 56 (2), paginas 207 a 212,
tutelado por Josep Guarro, Luiz Carlos Severo, Josepa Gené, Flavio de Mattos
Oliveira, Josep Cano, Guilherme Franche, Vlademir Vicente Cantarelli, Wiley A.
Schell.

e CASO 26

Publicado, em 2004, no artigo Respiratory tract intracavitary colonization
due to scedosporium apiospermum. Report of four cases da Revista do
Institiuto de Medicina Tropical de Sao Paulo, volume 46 (1), paginas 43 a 46,

de autoria de Luiz Carlos Severo, Flavio de Mattos Oliveira e Klaus Irion.



