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APRESENTACAO

Dentre os diversos microrganismos existentes, uma classe peculiar é a dos
fungos, pois possuem uma diversidade de caracteristicas unicas que refletem em seu
modo de vida, nas suas interacdes e na sua aplicabilidade. Para se ter uma ideia ja
foram identificados cerca de 120.000 espécies de fungos das quais a grande maioria
ainda é um vasto campo de estudo para os micologistas e biotecndlogos.

Consideramos como micologia o estudo de microrganismos que possuem
aspectos leveduriformes e/ou filamentos assim denominados fungos. Trata-se
portanto de uma area de estudo ampla que atria diversos pesquisadores em diferentes
campos cientificos, tecnologicos e industriais. O Brasil € uma referéncia em se tratando
de estudos em micologia, principalmente 0 que onhecemos como micologia médica,
tanto pelos pesquisadores precursores quanto pela nova geragdo armada com as
evolucdes biotecnoldgicas e moleculares. Entre os pais da micologia médica brasileira
destacamos Adolf Lutz em 1908 seguido por Alfonso Splendore e Floriano Paulo de
Almeida na identificagcdo do Paracoccidioides brasiliensis, além de Alberto Thomaz
Londero, Olga Fischman Gompertz e principalmente o professor Carlos da Silva Lacaz
com seu “Tratado de micologia médica” de 2002.

O uso de estratégias biotecnologicas tem sido primordial na pesquisa com
fungos. A vasta diversidade fungica apresenta grande potencial, principalmente
associada a estudos de aplicagdes biotecnolégicas, como no campo ambiental,
farmacéutico, industrial, agricola, alimenticio, genémico dentre outros.

Sinto-me muito feliz por ver a obra “Principais Grupos e Aplicac6es Biotecnoldgicas
dos Fungos” publicada pela editora Atena, em primeiro lugar por saber do potencial
da micologia e em segundo por evidenciar essa area tao importante para o cenario
brasileiro e para um pais que tem inumeras possibilidade de evoluir nos estudos
biotecnoldgicos aplicados aos fungos. Como pesquisador da area desejo que esse
primeiro volume seja uma fagulha que desperte o interesse dos académicos e que
atraia pesquisadores da micologia médica e areas correlatas para publicacéao de novos
volumes com esse foco.

Desejo a todos uma excelente leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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CAPITULO 4

IDENTIFICACAO POLIFASICA DE ISOLADOS
CLINICOS DO COMPLEXO Candida Parapsilosis

Carolina Maria da Silva com graus elevados de resisténcia as drogas
Universidade de Pernambuco - UPE  comercialmente disponiveis. Atualmente, sabe-
Serra Talhada— PE ~ se que na verdade C. parapsilosis constitui

Ana Maria Rabelo de Carvalho Um complexo formado por trés espécies
Centro Universitario do Vale Ipojuca  fenotipicamente distintas, C. parapsilosis (stricto
UNIFAVIPIWYDEN  sensu), C. orthopsilosis e C. metapsilosis.

Caruaru — PE  Estas leveduras, apesar das semelhancgas

fenotipicas, possuem diferengas genotipicas e
em relagéo a viruléncia, sendo correlacionadas
com caracteristicas epidemioldgicas. Diante
deste contexto, um dos grandes desafios
tem sido obter uma correta distingdo entre as
espécies que compdem o complexo, visto que a
caracterizacao fenotipica e bioquimica apenas
Reginaldo Goncalves de Lima Neto  garante um direcionamento  taxonémico,
Universidade Federal de Pernambuco —UFPE  gom - entretanto, diferenciar com precisdo os
Recife —PE  representantes do Complexo. Neste panorama,

Rejane Pereira Neves a proposta de uma identificagdo polifasica,

Universidade Federal de Pernambuco — UFPE  baseada na taxonomia classica (fenotipica e
Recife — PE  bioquimica), protedmica e métodos moleculares

tem sido de grande relevancia para correta

identificacéo das espécies, consequentemente

. _ o permitindo uma melhor definicdo de perfis
RESUMO: A ocorréncia de infecgdes fungicas, epidemiologicos, bem como definicdo de

sobretudo as invasivas, por especies do  ,oanastico e tratamento dos pacientes.

Género Candida tem se tornado alarmante em  paj AVRAS-CHAVE: Candida parapsilosis;
todo mundo. Apesar de C. albicans permanecer Infecgdo f(ingica; Taxonomia.

como a levedura mais frequentemente isolada

nos mais diversos casos de candidiases,
espécies de Candida ndo - C. albicans tém POLYPHASIC IDENTIFICATION OF Candida

emergido, a exemplo C. parapsilosis citada  paransiiosis COMPLEX CLINICAL ISOLATES
como importante causa de infeccdo no ambiente

hospitalar, exibindo impacto clinico relevante ~ABSTRACT: The occurrence of fungal

Danielle Patricia Cerqueira Macédo
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Recife — PE

Cicero Pinheiro Inacio
Universidade Federal de Pernambuco — UFPE

Recife — PE
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infections, especially invasive ones, by species of the genus Candida has become
alarming worldwide. Although C. albicans remains the most frequently isolated
yeast in the most diverse cases of candidiasis, non - C. albicans Candida species
have emerged, such as C. parapsilosis, which is cited as a major cause of infection
in the hospital environment, showing relevant clinical impact with high degrees of
resistance to commercially available antifungal drugs. Actually, it is known that in
fact C. parapsilosis constitutes a complex formed by three phenotypically distinct
species, C. parapsilosis (sensu stricto), C. orthopsilosis and C. metapsilosis. Despite
their phenotypic similarities, these yeasts have genotypic and virulence differences
and are correlated with epidemiological characteristics. Given this context, one of the
great challenges has been to obtain a correct distinction between the species from
the complex, since the phenotypic and biochemical characterization only guarantees
a taxonomic direction, without, however, accurately differentiating the species from
the Complex. In this scenario, the proposal of a polyphasic identification, based on
classical taxonomy (phenotypic and biochemical), proteomics and molecular methods
has a great relevance for the correct identification of species, thus allowing a better
definition of epidemiological profiles, as well as definition of prognosis and treatment
of patients.

KEYWORDS: Candida parapsilosis; Fungal infection; Taxonomy.

11 INTRODUCAO

As infecgdes fungicas invasivas sempre foram foco de preocupag¢ao nos centros
médicos, pelo seu carater oportunista, pela estreita associagcdo com pacientes
internados em Unidades de Terapia Intensiva, pelo potencial lesivo e letal destas
infeccoes e crescentes indices de resisténcia aos farmacos antifungicos utilizados.
Neste grupo de infecgdes, destacam-se os casos de candidiase, especialmente as
de carater invasivo (candidemia), frequentemente relacionada ao uso de cateteres
intravasculares de demora. A capacidade desses microrganismos em colonizar as
maos dos profissionais de saude e formar biofilmes em dispositivos tem sido associada
a ocorréncia de surtos hospitalares e altas taxas de mortalidade (ARASTEHFAR et al.,
2019).

O perfil das espécies de Candida diagnosticadas destes casos clinicos tem
sofrido intensa mudanca epidemioldgica em diferentes partes do mundo, fruto de
pressoes seletivas, mutagdes intraespecificas e adaptacées que o proprio ambiente
e 0 amplo uso de antifungicos conferiram a estes microrganismos, com o passar dos
anos (ARASTEHFAR et al., 2019).

Embora a incidéncia de candidemia por C. albicans esteja diminuindo, esta
espécie ainda permanece sendo a mais frequente, seguida por C. glabrata, C. tropicalis
e C. parapsilosis (DA MATTA et al., 2017; LAMOTH et al., 2018). Recentemente,
casos mundialmente emergentes de infeccao por C. auris, espécie multirresistente
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extremamente virulenta, tem sido descrita (ANVISA, 2017).

Neste contexto, as leveduras do complexo Candida parapsilosis tém sido
amplamente citadas como importante causa de infeccdo, exibindo impacto clinico
relevante com graus elevados de resisténcia as drogas comercialmente disponiveis.
Dentro deste complexo, as trés espécies cripticas apresentam real potencial
patogénico, como C. parapsilosis (stricto sensu), C. orthopsilosis e C. metapsilosis
(TAVANTI et al., 2005; ARASTEHFAR et al., 2019). Estas leveduras demonstram
semelhancgas fenotipicas; no entanto, possuem diferencas em relagéo a viruléncia,
sendo correlacionada com caracteristicas epidemioldgicas. Dessa maneira, 0
complexo Candida parapsilosis tem sido uma das principais espécies em estudos
epidemioldgicos e andlises baseadas em DNA, os quais mostram que 1-10 % das
infeccoes e colonizagdes sao causadas por C. metapsilosis e C. orthopsilosis. Dentre
os estudos que avaliam a viruléncia do complexo, observa-se que C. metapsilosis
tem sido a espécie que possui menor invasdo e a menor prevaléncia em infeccoes
humanas, enquanto que C. orthopsilosis e C. parapsilosis (strictu sensu) sao capazes
de invadir, colonizar e de infectar de forma mais grave o hospedeiro. Das trés
espécies, Candida parapsilosis € o patdgeno mais frequente em infec¢des invasivas.
E importante ressaltar que o complexo C. parapsilosis é considerado o segundo
agente de candidemia mais importante na América Latina (GONCALVES et al., 2010;
BERTINI et al., 2013; CORDEIRO et al., 2014).

Neste sentido, diversos trabalhos relatam a dificuldade para identificar cepas
de leveduras, em nivel de espécie, por métodos convencionais, uma vez que sao
dependentes de varidveis como crescimento em meios de cultivo e temperatura
de incubacdo e em alguns casos, a interpretacédo pode ser considerada subjetiva
(PUTIGNANI et al., 2011). Segundo Lima-Neto et al. (2014), a identificacdo das
leveduras do género Candida representa um grande desafio, especialmente quando
as cepas-referéncia ainda nao estao inclusas na base de dados dos sistemas de
identificacdo semi automatizados ou automatizados. Assim, estas dificuldades fazem
tanto da biologia molecular como das abordagens espectrais, cruciais para um
diagndstico preciso.

2|1 IMPORTANCIA CLINICA DO COMPLEXO Candida Parapsilosis

Dentre os agentes etiologicos de infec¢des por leveduras, destaca-se a espécie C.
albicans (ELIAKIM-RAZ et al., 2016). Embora a C. albicans seja a causa mais comum,
infeccbes causadas por espécies de Candida nao C. albicans estao aumentando.
Dentro deste contexto, como visto anteriormente, o complexo C. parapsilosis emergiu
como um importante patdogeno fungico e se tornou uma das principais causas de
fungemia (BARCHIESI et al., 2016).

O complexo C. parapsilosis possui taxa de mortalidade menor quando
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comparado a infecgcdes por outras espécies de Candida. Porém, possui caracteristicas
favoraveis ao processo infeccioso como a sua capacidade de desenvolver biofilmes
em dispositivos intravasculares, alta afinidade pela nutricdo parenteral e uma baixa
suscetibilidade intrinseca as equinocandinas (BORGHI et al., 2011).

Essas leveduras sao relatadas como as mais envolvidas em infeccdes da
corrente sanguinea em neonatos, envolvidas em aproximadamente 83% dos casos.
Esse dado reflete esta associado aos fatores descritos anteriormente e ainda a
serem comensais da pele, favorecendo a transmisséo horizontal através das maos
(LOVERO et al., 2016).

Embora o potencial patogénico das trés espécies seja caracterizado, pouco se
sabe sobre as possiveis diferencas de sua viruléncia. Estudos anteriores relataram
que C. metapsilosis apresenta menor viruléncia (GAGO et al.,2014). No entanto, as
trés espécies do grupo C. parapsilosis possuem um potencial patogénico similar como
agentes de candidiase disseminada (TREVINO-RANGEL et al., 2014).

C. parapsilosis sensu stricto apresenta uma maior incidéncia em todo 0 mundo,
sendo uma da espécie mais isolada de infeccbes hematogénicas, no entanto a
distribuicado de C. orthopsilosis e C. methapsilosis é bastante heterogéneo, o que
varia de acordo com o regides, locais clinicos e sitios anatdmicos (GE et al., 2012).
C. parapsilosis sensu stricto € a segunda espécie mais frequentemente isolada do
sangue na Asia, América Latina e alguns paises europeus, superando a frequéncia de
C. albicans em alguns paises (RUIZ et al., 2013).

A alta frequéncia dessa espécie em amostras de sangue em pacientes
gravemente enfermos pode ser explicada por varios fatores, incluindo a alta afinidade
dessas espécies para dispositivos vasculares e instrumentacdo médica e sua
capacidade de colonizagdo nas méos de profissionais de saide (GONZALEZ et al.,
2013; DELFINO et al., 2014).

Varios estudos encontraram variagdes nas frequéncias de C. orthopsilosis e C.
metapsilosis em casos de candidemia. Na Espanha, entre as 171 cepas identificadas
como parte do complexo C. parapsilosis, 2,4% mostraram-se C. orthopsilosis e 1,2%
mostraram-se C. metapsilosis (MARCOS-ZAMBRANO et al., 2014). No Brasil, um
estudo de Ruiz et al. (2013) apresentaram frequéncias de 10,2% para C. orthopsilosis
e 6,1% para C. metapsilosis em cepas isoladas de sangue. Uma possivel explicacéo
para a baixa frequéncia ou auséncia de C. metapsilosis como causa de candidemia &
a sua baixa capacidade de expressar fatores de viruléncia (ORSI et al., 2010).

Esse complexo também vem sendo frequentemente isolado em infeccoes
da cavidade oral, sendo a C. parapsilosis sensu stricto e C. metapsilosis as mais
representativas em pacientes imunossuprimidos e a coloniza¢éo da cavidade oral por
espécies de Candida é reconhecida como um fator predisponente a ocorréncia de
candidemia (RODRIGUEZ; JEWTUCHOWICZ, 2016). Dessa forma, C. parapsilosis
sensu stricto também adquiriu importancia no campo da estomatologia. Alguns estudos
relataram esta espécie como a segunda levedura mais frequentemente isolada da
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cavidade oral, apos C. albicans (RODRIGUEZ et al., 2018).

3 1 IDENTIFICAGAO POLIFASICA DO COMPLEXO CANDIDA PARAPSILOSIS

Uma identificacdo precisa, rapida e econ6mica de espécies de fungos tem
sido um dos principais objetivos na micologia, especialmente quando complexos
de espécies estdo envolvidos, pois a identificacdo baseada em caracteristicas
fenotipicas e bioquimicas é frequentemente inconclusiva, servindo como uma forma
de direcionamento para a conclusdo da taxonomia por meio de outras técnicas, tais
como a espectrometria de massa e métodos moleculares (BARBEDO et al., 2016).

3.1 Taxonomia Classica

A identificacdo do género Candida através da taxonomia classica, apesar de
possuir boa sensibilidade, permanece como um método trabalhoso e demorado e
nao permite a distincdo de espécies proximas como € o caso das leveduras do
complexo C. parapsilosis (YAMAN, AKIAR, CAN, 2012).

Entretanto, outras abordagens de diagnéstico e taxonomia estdo disponiveis
tais como novos métodos moleculares os quais requerem uma consideravel
experiéncia do manipulador e ndo sao muito aplicados para diagnostico de rotina;
e a espectrometria de massa por ionizacao de dessorcao a laser assistida por de
tempo-de-voo (MALDI-TOF MS), que emergiu como uma ferramenta poderosa para
melhorar a qualidade de identificacdo microbiolégica (PUTIGNANI et al., 2011). Por
este motivo, para a identificacéo de C. orthopsilosis, C. metapsilosis e C. parapsilosis
€ necessaria uma abordagem polifasica (ASADZADEH et al., 2015).

3.2 Identificacao Molecular

Diversos métodos genotipicos, como analise de polimorfismo de DNA (RAPD),
analise de padrao de polimorfismo do comprimento de fragmento de restricdo (RFLP),
PCR em tempo real, PCR uniplex e multiplex, sequenciamento de regides especificas,
tém sido utilizados para a identificacdo molecular e diferenciacdo de espécies do
complexo C. parapsilosis (BARBEDO et al., 2017).

Tecendo um breve historico, os primeiros métodos utilizados na diferenciacéo
de levedura consistiram na determinacdo do percentual do conteudo de guanina e
citosina presente no DNA. Nesse aspecto, foi verificado que as leveduras apresentam
uma ampla variacdo no conteudo Citosina/Guanina (CG), entre 26 a 64%. Essa
caracterizacao possibilitou entender que o filo Ascomycota possui de 28 a 50% de
CG no DNA nuclear. Por outro lado, o perfil do DNA (CG = 50-70%) de leveduras
Basidiomycotas é visivelmente diferente (NAKASE e KOMAGATA ,1968; PRICE et al.,
1978). O conhecimento do percentual de CG foi muito util no passado. Entretanto, a
necessidade de identificagcdes mais refinadas e precisas suscitaram o desenvolvimento
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de métodos gendmicos mais acurados na taxonomia de leveduras, como a analise dos
pares de bases que formam o DNA através do sequenciamento.

Posteriormente, o desenvolvimento de técnicas de sequenciamento do material
genético possibilitou a criagdo de um banco de dados para identificacao de diferentes
espécies de leveduras (FELL et al., 2000). Diante disso, o sequenciamento parcial
do rDNA tem sido considerado como padréo ouro na identificacdo de espécies de
leveduras, incluindo as pertencentes ao Complexo C. parapsilosis. Trabalhos prévios
relacionados a cruzamentos genéticos e de reassociagcao do DNA, demonstraram
que o dominio D1/D2 da subunidade LSU, do RNA ribossomal foi muito atil na
diferenciacao de espécies proximas (PETERSON e KURTZMAN 1991). Outra regiao
de interesse na identificacao de leveduras consiste de regides n&o codificantes
presentes entre o dominio D1/D2, as regides ITS1-2 do rDNA, e separadas pelo gene
5.8S rBNA. A regido ITS, mostra-se muito conservada e, por isso, tem sido muito
empregada para diferenciar espécies, sobretudo em conjunto com informagdes do
dominio D1/D2 (SCORZETTI et al. 2002). (Figura 1).

ETS ITS1 ITS2 IGs1 IGs2 ETS

I A O A

— e I |

A

188 5.88

Figura 1: Visdo esquematica do rDNA, exibindo o espagador externo (External transcribed
spacer-ETS), dominio D1/D2 (Small subunit-SSU/18s, 5.8s e large subunit-LSU/28s), regiao ITS
1e2,regidao IGS 1 e 2 e rDNA5S.

Uma outra possibilidade que tem despertado interesse consiste na utilizagao de
primers espécie-especificos para identificacbes baseadas na realizacdo de PCR e
interpretacédo do padréo de bandas no gel. O método em questéao € versatil e de facil
interpretacéo, havendo a possibilidade de realizagcdo de PCRs convencionais ou de
PCR multiplex. Essa ultima possui uma vantagem maior, tendo em vista que garante a
identificac&o de varias espécies, simultaneamente, baseados apenas na interpretacéo
do padrdo de bandas obtidas no gel de agarose (FERNANDES et al., 2016).

Tecnologias de deteccgao rapidas, tendo como alvo o DNA, utilizando sondas de
DNA marcadas através de hibridacao fluorescente in situ (FISH) também sdo uma
realidade. Possuem uma finalidade especifica de deteccao de microrganismos a partir
de amostras de alimentos e espécimes clinicos (PATEL et al., 2019). Porém, possuem
a desvantagem de serem utilizadas isoladamente na pesquisa de uma espécie em
questéo, uma vez que quando o marcador reage com a célula alvo havera a emisséao
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de fluorescéncia (STENDER et al. 2001; RIGBY et al. 2002). Uma alternativa ao método
consiste no uso de sondas de captura que apos a ligacdo ao alvo séo diferenciadas
através da excitacao por um feixe de laser de 635 nm e analise por citbmetria de fluxo
(PAGE e KURTZMAN, 2005).

3.3 Identificacao Protedmica

O espectrémetro de massa é um instrumento analitico capaz de converter
moléculas neutras em ions na forma gasosa e separa-las de acordo com a sua razéo
massa/carga (m/z), utilizando para isso campos eletromagnéticos. Esse equipamento
atua como uma balanca de ions de altissima preciséo e, em sua grande maioria, é
composto por uma fonte ionizante, analisador(es) e detector(es). Como resultado é
emitido um grafico onde o eixo y representa a intensidade do sinal dos ions e 0 eixo Xx,
a razao m/z destes (CROTTI, 2006).

Matrix Assisted Laser Desorption/lonisation — Time Of Flight Mass Spectrometry
(MALDI-TOF MS) é uma técnica espectrométrica fisico-quimica, rapida e reprodutivel,
utilizada para analise de massas em moléculas orgéanicas. Esta técnica vem sendo
crescentemente utilizada na ultima década como uma abordagem fenotipica para a
identificacdo de fungos. Neste caso, o interesse da técnica em questéo € a analise
das células intactas ou extrato proteico a partir da lise celular com acido férmico, onde
o espectro gerado é interpretado como um fingerprint da amostra que estd sendo
analisada (SANTOS et al., 2011; LIMA-NETO et al., 2014).

Dentro deste contexto da identificacdo polifasica, o MALDI-TOF MS tem sido
introduzido em procedimentos laboratoriais de rotina para identificacdo de leveduras
clinicas (VEEN et al., 2010; PUTIGNANI et al., 2011). Nos laboratérios de analises
clinicas, a identificacdo rapida e confiavel das espécies de Candida é essencial
para o tratamento antifUngico, no qual os métodos bioquimicos convencionais de
diagnostico sdo morosos (QIAN et al., 2008). A identificacdo microbiana com base
nos espectros espécie-especificos de peptideos e proteinas por espectrometria de
massas €& notavelmente reprodutivel, e explicada através da mensuracéo de proteinas
altamente abundantes e expressas constantemente. Entre tais moléculas, encontram-
se as de origem ribossomal que apresentam massa molecular entre 2000 e 20000
Da, alem de poucos metabdlitos secundarios, possibilitando facilmente sua utilizacéo
como biomarcadores (VEEN et al., 2010).

Diante do exposto, a técnica de MALDI-TOF MS é bastante confiavel para
identificacdo de fungos até ao nivel de espécie, e, portanto, auxilia os laboratorios
de microbiologia médica a reduzir custos, bem como auxiliara em um futuro préximo
a minimizar a emergéncia de isolados resistentes aos antifungicos comercialmente
disponiveis. Em alguns casos, € possivel a diferenciacdo desses microrganismos
até ao nivel de variedade ou de espécies dentro de um complexo. Esta técnica tem
se mostrado de grande relevancia para a investigacao nas diferentes vertentes da
micologia. Adicionalmente, trata-se de uma técnica simples, econémica, rapida (cerca
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de 2 min/amostra) e de elevada eficacia. Mas é de fundamental importancia ter em
consideragao que a técnica de MALDI-TOF MS é uma abordagem entre muitas e
deve, por isso, ser usada como uma ferramenta de apoio dentro de uma abordagem
polifasica no processo de diagndéstico e identificacdo fungica (SANTOS et al., 2011;
LIMA-NETO et al., 2014).

Como foi visto, o diagnéstico laboratorial da candidemia € feito rotineiramente
através do isolamento e identificagdo bioquimica e/ou molecular das leveduras
em hemoculturas, que embora auxiliem no diagnéstico e tratamento, apresentam
sensibilidade apenas de 50% (CLANCY e NGUYEN, 2013). Atualmente, esse
procedimento vem sendo complementados nos laboratérios de microbiologia clinica
por métodos protedmicos, como estratégia de diagnéstico rapido e confiavel. Nos
ultimos anos, varios pesquisadores tem destacado a contribuicdo que a espectrometria
de massas, através da técnica de MALDI-TOF MS trouxe a cerca da correta distingéo
entre espécies cripticas e complexo de espécies como o complexo C. parapsilosis lato
sensu em C. parapsilosis stricto sensu, C. orthopsilosis e C. metapsilosis (RUIZ et al.,
2013), o complexo C. rugosa lato sensu em C. rugosa stricto sensu, C. pseudorugosa,
C. neorugosa e C. mesorugosa (PADOVAN et al.,, 2013) e o complexo Candida
haemoulonii lato sensu em Candida haemoulonii stricto sensu, C. duobushaemulonii,
C. pseudohaemulonii e C. haemulonii var. vulnera (SILVA et al., 2015), anteriormente
identificados apenas por técnicas genémicas. Devido a essa aplicacdo meritoriamente
discriminativa, o MALDI-TOF MS foi elencado para diagnosticar isolados clinicos
emergentes de C. auris, uma levedura multirresistente que ganhou destaque mundial
em 2016 quando a Organizagdo Pan-Americana da Saude/Organizacdo Mundial da
Saude (PAHO/WHO, 2016) publicou um alerta epidemiolégico em outubro de 2016,
reiterado pelo Ministério da Saude no Brasil (ANVISA, 2017), em funcéo dos relatos de
surtos em servicos de saude da América Latina, recomendando aos Estados-membros
a adocéao de medidas de prevencéao e controle de surtos decorrentes deste patdgeno.
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