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RESUMO

Fungos anemdfilos sdo os principais contaminantes dos ambientes climatizados artificialmente,
constituindo um problema de sadde publica desafiador e preocupante em todo mundo. Além
disso, sdo uma das principais causas de infeccdes relacionadas a assisténcia a satde no Brasil.
Nesse contexto, exposicdo e sensibilizacdo fungica em ambientes fechados podem exacerbar
doencas alérgicas. O objetivo do estudo foi avaliar o perfil de suscetibilidade antiflngica e
alergenicidade de fungos aneméfilos de um hospital terciario de Caruaru, Pernambuco, Brasil.
Amostras de ar atmosférico foram coletadas em quatro areas criticas do hospital por técnica de
sedimentacdo passiva. As coldnias foram purificadas e identificadas por técnica morfoldgica e
molecular. Espécies termofilicas foram selecionadas para determinar o perfil de suscetibilidade
in vitro e para deteccdo in vitro de alérgenos utilizando o tampdo CHAPS como reagente de
extracdo e o kit de imunoensaio. Aspergillus, Penicillium e Cladosporium foram os géneros
mais prevalentes entre os ambientes estudados. Espécies patogénicas de Aspergillus,
Purpureocillium e Rhizomucor foram isoladas em maior parte do centro cirdrgico (64,7%;
n=11/17). O itraconazol foi mais atuante contra espécies de Aspergillus. Anfotericina B foi o
unico farmaco capaz de combater A. costaricensis (CIM 0,25ug/mL) e A. neoafricanus (URM
8574) nao foi responsivo a nenhum antifungico avaliado, sendo considerado como
potencialemente resistente. O isavulconazol foi mais eficaz frente a P. lilacinum (CIM
0,125pg/mL). E R. pusillus respondeu melhor a anfotericina B (CIM 0,25pg/mL). As cepas de
A. costaricensis (URM 8569), A. terreus (URM 8578) e P. lilacinum apresentaram potencial
elevado para alergenicidade enquanto R. pusillus revelou baixo potencial. Documentou-se a
primeira ocorréncia de P. costaricense para a América do Sul, seu primeiro relato como
anemdfilo e o segundo registro mundial. Este estudo contribui para o conhecimento da
distribuicdo geografica dos fungos anemofilos em ambiente hospitalar, bem como, para a
conscientizagcdo da higiene ambiental em sadde. Além disso, alerta para o surgimento de

especies com perfis patogénicos ou alergénicos presentes nesses ambientes.

Palavras-chave: Bioaerossois fungicos; Hipersensibilidade fangica; Infeccbes relacionadas a

assisténcia a saude; Resisténcia antiflngica; Seguranga do paciente.



ABSTRACT

Airborne fungi are the main contaminants of artificially conditioned environments, constituting
a challenging and worrying public health problem worldwide. In addition, they are one of the
main causes of healthcare-associated infections in Brazil. In this context, indoor fungal
exposure and sensitization can exacerbate allergic diseases. The aim of the study was to
evaluate the antifungal susceptibility and allergenicity profile of airborne fungi from a tertiary
hospital in Caruaru, Pernambuco, Brazil. Atmospheric air samples were collected in four
critical areas of the hospital using the passive sedimentation technique. Colonies were purified
and identified by morphological and molecular technique. Thermophilic species were selected
to determine the in vitro susceptibility profile and for in vitro detection of allergens using
CHAPS buffer as extraction reagent and the immunoassay kit. Aspergillus, Penicillium and
Cladosporium were the most prevalent genera among the environments studied. Pathogenic
species of Aspergillus, Purpureocillium and Rhizomucor were isolated in most of the operating
room (64.7%; n=11/17). Itraconazole was more active against Aspergillus species.
Amphotericin B was the only drug able to combat A. costaricensis (MIC 0.25ug/mL) and A.
neoafricanus (URM 8574) was not responsive to any antifungal evaluated, being considered as
potentially resistant. Isavulconazole was more effective against P. lilacinum (MIC
0.125pg/mL). And R. pusillus responded better to amphotericin B (MIC 0.25ug/mL). The
strains of A. costaricensis (URM 8569), A. terreus (URM 8578) and P. lilacinum showed high
potential for allergenicity while R. pusillus showed low potential. The first occurrence of P.
costaricense for South America was documented, its first report as an anemophilous and the
second worldwide record. This study contributes to the knowledge of the geographic
distribution of airborne fungi in the hospital environment, as well as to the awareness of
environmental hygiene in health. In addition, it warns of the emergence of species with

pathogenic or allergenic profiles present in these environments.

Key words: Fungal bioaerosols; Fungal hypersensitivity; Healthcare-associated infections;

Antifungal resistance; Patient safety.
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1 INTRODUCAO

Fungos anemofilos sdo considerados o0s principais contaminantes dos ambientes
climatizados artificialmente, constituindo um grave problema de salde publica e uma das principais
causas de InfeccBes Relacionadas a Assisténcia A Saude (IRAS) em ambientes hospitalares do
Brasil (CALUMBY et al., 2019).

Nos Ultimos anos, o0 grau de contaminacdo por esses microrganismos aumentou em
demasia, por vezes, devido as gestdes inadequadas de inspecdo hospitalar (AGWARANZE et al.,
2020). Em geral, ambientes criticos como Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e Centro Cirargico
(CC) séo as areas mais vulneraveis para a presenca destes microrganismos, pois assistem individuos
com alto comprometimento do estado de saude (RUIZ; PEREIRA, 2016; SANTOS et al., 2016;
BERRIOS-TORRES et al., 2017; SOLOMKIN et al., 2017).

Em virtude da necessidade de prevencao e controle de infeccdes, a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Brasil, através da Resolugdo da Diretoria Colegiada n° 9, de 16
de janeiro de 2003, determinou critérios técnicos para higienizacdo e manutencdo de equipamentos
de climatizacdo artificial, designando como inaceitavel a existéncia de fungos patogénicos e
toxigénicos nesses ambientes (BRASIL, 2003). Apesar disso, IRAS causadas por fungos ainda sdo
comumente descritas em pacientes criticos e estdo relacionadas a altas taxas de morbimortalidade
(OLIVEIRA et al., 2020).

Os fungos anemofilos sdo responsaveis por cerca de 10 a 20% das infecgdes hospitalares e
a exposicdo aos esporos de Alternaria Ness., Aspergillus P. Micheli ex Haller, Penicillium Link e
ordem Mucorales podem acarretar distarbios respiratorios, pneumonite por hipersensibilidade e
sindromes toxicas a depender do grau de imunocompeténcia do hospedeiro (PFALLER et al., 2018;
WALTHER; WAGNER; KURZAI, 2019; AGWARANZE et al., 2020; KIDD; ABDOLRASOULI;
HANGER, 2023). Além disso, alguns destes patdgenos especialmente os oportunistas também
podem se comportar como aeroalérgenos e causar doencgas alérgicas do tipo | ou sensibilizacGes
motivando rinite alérgica mediada por Imunoglobulina E (IgE), asma e dermatite atopica.

O conhecimento acerca da presenca e diversidade de fungos anemofilos de um ambiente
critico como o hospitalar, € de suma importancia para o diagnostico e tratamento das doencas
respiratorias e alérgicas presentes neste ambiente. Além disso, determinar e monitorar o perfil de
suscetibilidade antifingica e mecanismos de resisténcia aos agentes comumente empregados na
terapia destas infeccdes é fundamental (PFALLER et al., 2018). Concomitantemente, torna-se
urgente a necessidade de protocolos que estabelecam pontos de cortes clinicos para espécies
filamentosas (SOUSA et al., 2022).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o perfil de suscetibilidade antifingica e alergenicidade de fungos anemofilos de um

hospital terciario de Caruaru, Pernambuco, Brasil.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e |Isolar e identificar ao tdxon de espécie fungos anemofilos do CC e UTI de um hospital terciario
de Caruaru por abordagem polifasica;

e Selecionar isolados ambientais com base no perfil termofilico de crescimento;

e Avaliar o perfil de suscetibilidade antifingica de isolados termofilicos frente voriconazol,
itraconazol, isavuconazol e anfotericina B;

e Avaliar o perfil de alergenicidade dos isolados termofilicos;

e Incorporar as espécies que apresentem resisténcia antifingica e alergénica ao acervo da Colecéo
de Culturas — URM/UFPE (University Recife Mycologia/Universidade Federal de Pernambuco).

e Informar os resultados obtidos a Comissdo de Controle de Infeccdo Hospitalar do hospital

incluido no estudo;
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 FUNGOS ANEMOFILOS

O microbioma do ar é composto por microrganismos suspensos na atmosfera ou
transportados através de particulas de poeira com capacidade de causar doencas e afetar o clima
(RAGHAV et al., 2020). Essa microbiota pode ser encontrada livre ou como bioaerossois, que sdo
caracterizados como particulas de virus, bactérias, fungos e outros fragmentos, como detritos de
plantas, animais, micotoxinas e enzimas - produtos do metabolismo microbiano, que podem ser
aerossolizados por diversos processos naturais ou humanos, e conduzidos por longas distancias
influenciando a diversidade, abundéncia e disposi¢do da comunidade microbiana (MBARECHE;
MORAWSKA; DUCHAINE, 2019; HU et al., 2020).

As particulas biologicas presentes no ar estdo envolvidas nos ciclos de carbono, nitrogénio,
enxofre e fosforo, com expressivo papel nas alteragcdes climaticas, a exemplo da condensacao de
nuvens ou ndcleos de gelos (FROHLICH-NOWOISKY et al., 2016). A capacidade microbiana de
crescer e proliferar é determinada pela umidade, mas, a abundancia de particulas, a identidade e
diversidade dos bioaerossois ndo estdo claramente definidos (FROHLICH-NOWOISKY et al.,
2016; AGWARANZE et al., 2020).

Neste contexto, determinar a correlacdo existente entre exposicao a bioaerossois e danos a
saude é algo desafiador para especialistas. De modo geral, monitorar adequadamente a exposi¢édo
devido a fatores como patogenicidade ou potencial imunogénico intrinseco a cada organismo, bem
como aspectos ambientais que motivam a sobrevivéncia microbiana e a atuagdo das particulas na
atmosfera reflete aimportancia dessa teméatica (MBARECHE; MORAWSKA; DUCHAINE, 2019).

No que se refere a fungos, Schahawi (2019) relata que existem aproximadamente 300.000

espécies descritas, sendo cerca de 200 referidas como patdgenos aptos a provocar infecgdes em
humanos. Estes organismos sdo ubiquos, cosmopolitas, eucariontes, heterotréficos, uni ou
pluricelulares e a grande maioria sdo filamentosos (SILVA et al., 2016; ALENCAR et al., 2019).
Os fungos filamentosos sdo formados por micélio que consiste em um conjunto de hifas ramificadas
com capacidade de aerossolizar ambientes diversificados e colonizar diversos substratos de maneira
simples e eficiente. Constituindo um grupo bastante comum, os fungos filamentosos se reproduzem
de forma sexuada e assexuada - e em sua maioria pela producéo de esporos denominados conidios
(EMYGDIO et al., 2018; SON et al., 2021). A dispersdo mais comum € o ar atmosférico e quando

dispersos por esta via sdo denominados fungos anemofilos (LIMA; LIMA; SILVA, 2019).
Os fungos anemdfilos sdo caracterizados por uma gama de @géneros e espécies,

considerados, em sua maioria, como 0s principais contaminantes de ambientes fechados e
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climatizados artificialmente - a exemplo do ambiente hospitalar, e podem se comportar como
alergénicos - se inalados, ou oportunistas (ALENCAR et al., 2019; OLIVEIRA et al., 2020). Em
ambientes hospitalares, os estudos focados em bactérias excedem o nimero de estudos relacionados
a fungos, no entanto, esta tematica precisa de atengdo devido a grande habilidade proliferativa, a
qual é formada pela umidade e matéria organica acumulada em equipamentos e superficies, que
podem facilmente favorecer sua proliferacdo, tornando o ar circulante impréprio e conduzindo
agravos a saude (OLIVEIRA et al., 2020; TIEW et al., 2020).

O nivel de contaminagdo por fungos anemdfilos no ar do ambiente climatizado
artificialmente esta intrinsecamente relacionado aos seguintes fatores: substrato de crescimento,
vazamento de &gua, acumulo de umidade e poeira, manuseio inadequado ou defeito nos
equipamentos de climatizacdo artificiais, presenca de plantas ou terrenos desabitados em areas
circunvizinhas, ventilacdo deficiente, atividade desenvolvida no ambiente, circulacdo elevada de
individuos, reforma ou construgdo predial e descarte incorreto de alimentos (BOLOOKAT et al.,
2018; PRIYAMVADA et al., 2018; AGWARANZE et al., 2020).

3.2 FUNGOS ANEMOFILOS EM AMBIENTE HOSPITALAR

Fungos s&o comuns ao ambiente hospitalar e tem alterado a epidemiologia das infecgdes
nesse ambiente nos dltimos dez anos (BAJPAI et al., 2019). Tal aumento, provavelmente, ocorre
em virtude do quantitativo de diferentes espécies patdgenas ao homem, que podem estar em
ascendéncia e negligenciadas como responsaveis por infecgdes emergentes, que vém afetando néo
apenas imunocomprometidos, mas também imunocompetentes (ALIM; GOEL; CHAUDHARY,
2018; LOCKHART; GUARNER, 2019).

Além disso, estes ambientes também sdo uma via importante para a transmissao de IRAS,
pois cerca de 20% delas s@o causadas por fungos patogénicos que estdo presentes na corrente de ar,
contribuindo assim para 0 aumento destas infec¢oes (ALENCAR et al., 2019; STOCKWELL et al.,
2019; AGWARANZE et al., 2020).

As infecgdes hospitalares fungicas sdo causadas por fungos anemofilos e estéo relacionadas
aos fatores de viruléncia do microrganismo, suscetibilidade do individuo e o prdoprio ambiente
hospitalar (FIGUEIREDO, 2012). Os fatores de risco que contribuem para a suscetibilidade do
paciente a infeccdo sdo idade, doenga crénica, uso indiscriminado de antimicrobianos,
imunossupressao, procedimentos invasivos, exposicdo tecidual, manuseio inadequado de material
médico cirargico e imprecisao nas técnicas de controle de infeccbes (ALENCAR et al., 2019).

Fungos anemdfilos podem desencadear irritacdo de mucosas e processos alérgicos em

individuos sensiveis aos metabdlitos toxigénicos, além de, micoses superficiais que podem
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progredir para Infec¢bes Fungicas Invasivas (IFIs) que apresentam mundialmente incidéncia anual
variando entre 200 mil e 1 milhdo, com mortalidade entre 20 e 90% (TIEW et al., 2020).

As infecgOes oportunistas mais graves que podem ser adquiridas por inalagcdo de esporos
sdo: aspergilose, mucormicose e talaromicose (peniciliose) (BROWN et al., 2012; JIANG; LIU;
ZENG, 2021). Outras, em ascensao sdo, a hialohifomicose que tem como principal patdgeno
oportunista e emergente humano a espécie Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard,
Houbraken, Hywel-Jones & Samson e a feohifomicose que, embora mais raramente implicado em
patologias humanas, seu principal agente pertence a Cladosporium Link. (SPRUTE et al., 2021,
IBRAHIM et al., 2022).

No que concerne a IFI, a fungemia € a manifestacdo clinica mais comum, onde mais de
95% sdo causadas por Candida spp. porém, outros fungos patogénicos podem provocar este tipo de
infecgc@o. Ainda menos comum s&o os InfeccGes invasivas por fungos filamentosos séo raras devido
as caracteristicas morfoldgicas destes microrganismos que ndo penetram na corrente sanguinea
como as leveduras e, portanto, ndo causam fungemias verdadeiras. Mas, 0s géneros Aspergillus,
Fusarium Link, Pseudallescheria Negr. & I. Fisch. e Purpureocillium podem causar fungemias
verdadeiras, sendo uma excegéo entre os fungos filamentosos (TOMAZIN; MATOS, 2022).

Um assunto que provoca preocupacdo em ambiente hospitalar € a contaminacéo do ar
climatizado artificialmente em salas cirdrgicas por ser um fator determinante para o surgimento de
Infecgdes em Sitios Cirdrgicos (ISCs), em geral, devido a deposicdo direta de microrganismos na
incisdo cirargica ou em superficies de equipamentos e instrumentais expostos que
consequentemente poderao ser transferidos para a ferida operatéria (PASQUARELLA et al., 2020).

As ISCs sdo responsaveis por 13 a 17% da totalidade de IRAS, sendo 10 a 24% ocasionadas
por bioaerossois, 0s percentuais sdo expressivos em se tratando de infeccdes oriundas de SC que
requerem impecabilidade higiénica e carga microbiana notadamente reduzida. Entretanto, as ISC
ocupam atualmente a terceira posicdo dentre todas as IRAS vinculadas a hospitalizagdo no Brasil
(ALENCAR et al., 2019; TOTARO et al., 2019; ABBASI et al., 2020; PASQUARELLA et al.,
2020).

Fatores como uso inadequado do uniforme, abertura parcial ou total das portas de acesso
as SC durante parte ou todo o procedimento cirurgico, fluxo intenso de profissionais circulando as
salas, o periodo intraoperatorio expondo os planos anatdmicos até o término do procedimento,
contribuem efetivamente para o aumento das ISC (COSTA et al., 2019).

As IRAS consomem anualmente cerca de 10 bilhdes de dolares. A maior parte dos recursos
econémicos sdo destinados ao tratamento de infecgdes sistémicas em UTIs, no entanto, 34% do

subsidio é destinada as ISCs e mesmo mediante a empregabilidade de recursos para tratamento das
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infeccBes hospitalares, os patdgenos fungicos conduzem ao 6bito cerca de 1,5 milhdes de individuos
a cada ano (POLI et al., 2018; BAJPAI et al., 2019; TOTARO et al., 2019).

Para dimensionar a presenca de fungos aerossolizados em ambiente critico, um estudo
realizado em 2007 por Vicent et al. envolvendo 1.265 UTIs em 75 paises, observou que 19% dos
fungos patogenos isolados estavam presentes nas infeccdes que acometem pacientes assistidos nas
unidades (BAJPAI et al., 2019). Como a maioria das infec¢es sdo de carater exdgeno, ou seja,
adquiridas por meio do sistema de climatizagdo artificial - e esse é o principal foco de disseminagéo
fangica, o Brasil passou a contar desde 2003 com uma legislacdo que orienta a qualidade do ar
interior de ambientes climatizados artificialmente (BRASIL, 2003; GONCALVES et al., 2018).

Tais infeccOes estdo associadas a varios géneros fungicos que impactam negativamente a
salde de pacientes, colocando em risco individuos ndo hospitalizados como profissionais de saude,
acompanhantes e visitantes. Diante disto, estudos relacionando fungos anemofilos a qualidade do ar
climatizado artificialmente em ambientes hospitalares foram desenvolvidos ao longo dos anos
(AGWARANZE et al., 2020).

As espécies anemofilas geralmente isoladas nestes ambientes sdo Alternaria alternata (Fr.)
Keissl., A. tenuissima (Kunze) Wiltshire, Aspergillus flavus Link, A. fumigatus Fresen., A. niger
Tiegh, A. sydowii (Bainier & Sartory) Thom & Church, A. terreus Thom, Acremonium sp. Link,
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) GA de Vries, C. oxysporum Berk. & MA Curtis,
Curvularia clavata BL Jain, C. lunata (Wakker) Boedijn, C. pallescens Boedijn, Fusarium
incarnatum (Desm.) Sacc., F. proliferatum (Matsush.) Nirenberg, Penicillium aurantiogriseum
Dierckx, P. chrysogenum Thom, P. citrinum Thom, P. solitum Westling, Rhizopus sp. Ehrenb. e
Talaromyces marneffei (SALES et al., 2011; SAMSON et al., 2011; SILVA et al., 2016; BAJPAI
et al., 2019; CALUMBY et al., 2019; COSTA et al., 2019; NASCIMENTO et al., 2019; SOUZA
etal., 2019; PASQUARELLA et al., 2020; CHOUBDAR et al., 2022; HASSAN; ZEESHAN, 2022;
PRIGITANO et al., 2022).

3.2.1 Género Aspergillus

O género Aspergillus (1768), descrito em 1729, esta inserido taxonomicamente no filo
Ascomycota (WIJAYAWARDENE et al., 2020). A classificagdo sistematica baseia-se na
abordagem morfoldgica (especialmente na cor do conidio, morfologia do conidioforo e taxas de
crescimento em meios de cultura), amparada por dados fisiologicos - producdo de extroliticos e
moleculares das regifes do espagador transcrito interno (Internal Transcribed Spacer - ITS),
calmodulina (Calmodulin - CaM), beta-tubulina (Beta-tubulin - BenA) e segunda maior subunidade

do acido ribonucleico (RNA) polimerase Il (Second largest subunit of RNA polimerase Il - RPB2)
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por Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase Chain Reaction - PCR) (HOUBRAKEN et al.,
2020).

O género é subdividido em seis subgéneros, 27 secbes, 75 séries e possui cerca de 446
espécies atualmente incorporadas, que habitam naturalmente diversos substratos como solo,
vegetacdo, esterco, ambientes internos e extremos, além de englobar patdgenos humanos
(BARBOSA et al., 2020; HOUBRAKEN et al., 2020).

Na condicéo de patégeno humano, o género Aspergillus pode conduzir a aspergilose, que
apresenta diversas formas clinicas. Tal espectro de formas clinicas pode variar entre aspergilose
broncopulmonar alérgica, aspergiloma (bola fungica), aspergilose pulmonar cronica e aspergilose
pulmonar invasiva (API). Dentre as espécies do género, as mais comuns envolvidas em infeccdes
sdo A. flavus, A. fumigatus, A. nidulans (Eidam) G. Winter, A. niger, A. terreus, A. ustus (Bainier)
Thom & Church, entre outras (KONTOYIANNIS et al., 2010; SEVILHA et al., 2017; BANDRES;
SHARMA, 2018; BLANCHARD et al., 2018; ABASTABAR et al., 2022).

A aspergilose invasiva possui mortalidade de 30 a 95%, sendo possivel observar,
epidemiologicamente, que a incidéncia deste agravo esta em ascensdo, sendo cada vez mais
diagnosticada em portadores de mieloma multiplo, embora muitas vezes o laudo conclusivo so é
revelado no exame de necropsia (BAJPAI et al., 2019; TIEW et al., 2020).

Além da aspergilose, o género Aspergillus pode estar envolvido em casos de meningite,
otomicose, ceratite, endoftalmite, rinossinusite alérgica, endocardite, pericardite, bem como
infeccBes cutaneas, osteoarticulares, trato urinario, infeccdes de feridas, entre outros (LOPEZ et al.,
2021; SATHE et al., 2021; ABASTABAR et al., 2022).

Aspergillus fumigatus € o patdégeno responsavel por cerca de 80% das IFIs no trato
respiratorio, sendo APl a forma clinica da aspergilose mais prevalente em UTI (SILVA et al., 2017).
O perfil dos acometidos por esta infecgdo sdo pacientes em estado critico ou portadores de doenca
pulmonar obstrutiva crdnica causando tragueobronquite, pneumonia, aspergiloma e aspergilose
pulmonar cavitaria com ou sem aspergiloma (TIEW et al., 2020).

Por outro lado, A. terreus apresenta tropismo pelo tecido cutaneo causando pustula, bolhas
hemorrégicas, lesdo ulcerativa, celulite e abscesso, bem como pelo sistema gastrointestinal
causando edema intestinal, obstrucdo, hemorragia e perfuracdo. Em contrapartida, A. flavus e A.
niger possuem afinidade pelo SNC e causam hemorragia, meningite, meningoencefalite, infarto
cerebral e aneurisma micotico (TIEW et al., 2020).

A relevancia da API como IRAS pode ser comprovada pelo estudo realizado por Koehler
et al. que comprovaram a sua associacdo com 0 SARS-CoV-2 causador da Covid — 19, em cinco,
dos 19 pacientes em estado critico internados em UTIs que apresentaram sindrome do desconforto
respiratério agudo de moderado a grave, sendo A. fumigatus o patdgeno (KOEHLER et al., 2020).
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Embora A fumigatus seja o responsavel pela maioria das infec¢des, uma outra espécie, A. nidulans,
que é raramente patogénica, € igualmente importante por ser uma das principais causas de infec¢oes
invasivas por aspergilose em pacientes com doenca granulomatosa cronica (HENRIET; VERWELJ;
WARRIS, 2012).

Em um estudo realizado por Steenwyk et al., foram sequenciados nove isolados clinicos
que haviam sido identificados como A. nidulans e que foram isolados de pacientes com varias
doencas pulmonares, sendo dois isolados de pacientes com doenca granulomatosa crénica. Contudo,
as andlises fenotipicas e gendmicas revelaram que dois isolados pertenciam realmente a A. nidulans,
um isolado a A. spinulosporus Hubka, SW Peterson & M. Kolaiik e seis eram espécies hibridas
alodiploides de A. sublatus Y. Horie originada da hibridizacao alodiploide entre A. spinulosporus e
uma espécie parental desconhecida, mas pertencente intimamente a A. quadrilineatus Thom &
Raper que pertencem a mesma secdo (Nidulantes). Este estudo apresentou o primeiro registro de
alopoliploidia em fungos filamentosos patogénicos em humanos e mostrou que A. sublatus
apresenta mais resisténcia a drogas antifungicas que as espécies que o originaram (STEENWYK et
al., 2020).

A hibridizacdo pode resultar no aumento da viruléncia, uma vez que hibridos podem
conceder aptidao para vérias doencas pulmonares. A hibridizacdo constitui um mecanismo geral
que pode ser potencialmente agregado por todos os patégenos fungicos para adaptar-se a qualquer
hospedeiro, colaborando para evolucdo de patogenos fungicos filamentosos. Desta forma, A.
sublatus expressa mecanismos genéticos capazes de promover a expressao de fatores de viruléncia
causando patogenicidade, o que antes ndo era observado nas espécies ndo hibridas. Neste caso, em
especifico, os fatores intrinsecos do hospedeiro também podem ter contribuido para tal tematica
(STEENWYK et al., 2020).

A conduta terapéutica recomendada para casos de aspergilose extrapulmonar é o
voriconazol (VCR); para profilaxia de aspergilose invasiva € usado o posaconazol (POS) devido a
sua alta qualidade evidenciada ou VRC que possui qualidade moderada; ja para processos alérgicos
é indicado o uso de itraconazol (ITR), que em casos de intolerancia deve ser substituido por VRC,
POS ou anfotericina B lipossomal inalada (PATERSSON et al., 2016).

3.2.2 Género Purpureocillium
Antigo PaecilomycesBainier (1907), o género Purpureocillium foi descrito em 2011 e

inserido no filo Ascomycota (WIJAYAWARDENE et al., 2020). As espécies do género se

diferenciam fenotipicamente do Paecilomyces pelo crescimento lento em meio de cultura, por
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admitirem temperaturas que variam entre 25 e 33 °C, apresentarem cor conidial lilas e ndo formarem
clamidosporos (LUANGSA-ARD et al., 2011).

O género é composto pelas espécies: P. atypicola (Yasuda) Spatafora, Hywel-Jones &
Luangsa-ard, P. lavendulum Perdomo, Dania Garcia, Gené, Cano & Guarro, P. lilacinum (Thom)
Luangsa-ard, Houbraken, Hywel-Jones & Samson, P. roseum Calvillo & Raymundo, P. sodanum
Papizadeh, Soudi, Wijayaw., Shahz. Faz. & KD Hyde, P. takamizusanense (Kobayasi) S. Ban,
Azuma & Hiroki Sato LUANGSA-ARD et al., 2011). As espécies sao identificadas com base na
morfologia e PCR das regides ITS e gene do fator de alongamento de traducgdo (Translation
Elongation Factor — TEF) (DODD et al., 2002; HOUBRAKEN et al., 2011).

Purpureocillium lilacinum é dimdrfico, sendo alnica espécie dentro do género com
capacidade de infectar individuos imunocomprometidos e imunocompetentes, causando
manifestacdes clinicas diversificadas e variando entre micoses superficiais a infeccdes sistémicas
que podem tornar-se fatal. Normalmente, sua porta de entrada envolve a inoculagdo direta de
esporos por meio da quebra da barreira cutanea, uso de dispositivos invasivos como cateteres,
inalacdo e fluidos contaminados pela espécie. A habilidade de esporular no tecido e produzir
inimeros conidios pode certamente explicar a tendéncia da alta disseminacdo desta espécie no
organismo humano (PASTOR; GUARRO, 2006; KHALIQUE et al., 2019).

Além disso, P. lilacinum apresenta tropismo por estruturas oculares e as manifestacdes
clinicas regularmente relatadas em individuos séo ceratomicose em usudrios de lentes de contato,
apo6s implante de lente intraocular ou trauma ocular (CHEN et al., 2020). Entretanto, tem sido
frequentemente referida como agente etiologico de IFls, a exemplo de fungemia, endocardite,
sinusite invasiva, peritonite e pneumonia (SALAZAR-GONZALEZ et al., 2020).

O conhecimento sobre infec¢des causadas por P. lilacinum, fundamenta-se em especial nos
relatos de casos. Mediante a escassez desses relatos e a auséncia de ensaios clinicos, ainda ndo ha
uma definicdo estabelecida para 0 manejo da doenca, mas, & notorio a relevancia clinica desta
espécie como patdgeno oportunista, por esta associada a sua potencial resisténcia aos métodos de
esterilizacdo; corriqueira contaminacdo de cremes e log¢Oes antissépticas utilizadas clinicamente,
bem como de solugdes de bicarbonato de sodio utilizadas como agente neutralizador do esterilizador
hidroxido de sddio usado em lentes artificiais; e colonizacdo em dispositivos hospitalares como
cateteres e implantes plasticos (SPRUTE et al., 2021).

A IFI por Purpureocillium tem sido associada ao imunocomprometimento, a exemplo de
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana, malignidades hematoldgicas, receptores de
transplante de dérgdos solidos e de células-tronco hematopoiéticas, e em individuos com cirrose
hepética. As infec¢fes normalmente ndo ocorrem por inalagdo, mas, por meio da descontinuidade

da pele como feridas ou cateteres vasculares contaminados e causam pneumonia, pielonefrite,
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celulite, osteomielite, sinusite e em pacientes gravemente imunodeprimidos, fungemia. A
mortalidade por P. lilacinum & inferior a 15%, ao contrario dos fungos patogénicos oportunistas
comuns (TOMAZIN; MATQS, 2022).

Um estudo prospectivo de vigilancia de trés anos de um hospital em Little Rock, capital do
estado norte-americano do Arkansas, responsavel por atendimentos a imunocomprometidos,
mostrou que P. lilacinum foi comumente encontrado no sistema de distribui¢do de &gua de uma
unidade de transplante de medula 6ssea, assim como, na agua de caixas d'agua, chuveiros, pias,
ralos, banheiros e no ar, demonstrando que esta espécie pode se desenvolver em ambientes Umidos
e superficies umidas do sistemas de distribuicdo de agua, favorecendo a formacgdo de biofilme,
associadamente com outras espécies dos géneros Aspergillus, Fusarium e Acremonium Link
(ANAISSIE et al., 2003).

Em 2020, P. lilacinum foi relatado causando o primeiro caso de pneumonia bilateral em
paciente adulto imunocomprometido devido a neoplasia hematoldgica com neutropenia grave. Apos
receber tratamento quimioterapico, o paciente desenvolveu infecgdo pulmonar com mdaltiplas
consolidagBes bilaterais evidenciadas por imagem de torax. A apresentacdo pulmonar de P.
lilacinum é uma condicdo rara e ha pouca informacdo sobre tratamento e prognéstico, mas, a
sintomatologia evidenciou febre e tosse, podendo revelar por imagens radiograficas derrame pleural,
nodulaco pulmonar, doenca pulmonar cavitaria ou abscesso pulmonar (SALAZAR-GONZALEZ
et al., 2020).

Bennett e Shah (2022) relataram o primeiro caso de endoftalmite por P. lilacinum em
crianga imunocompetente sem historico de doenca ocular, cirurgia ou trauma procedendo a infec¢do
causada. Embora ndo apresentasse sintomas sistémicos, histdria pregressa, uso de medicacdes
regulares e com imunizacdo atualizada, a crianca queixava-se de dor e vermelhiddo no olho direito
ha cerca de uma semana. Ao exame de acuidade visual do olho direito, foi evidenciado no segmento
anterior injecdo conjuntival difusa intensa, cornea clara sem defeito epitelial, precipitados ceraticos
finos e célula da camara 4+ na camara anterior com fibrina. O segmento posterior
demonstrou vitrite moderada e uma lesdo branca (suspeita de granuloma) estendendo-se desde a
cabeca do nervo dptico com edema retiniano circundante. Este caso foi conduzido com tratamento
cirurgico e antifungico tépico e oral.

Nas infec¢cdes causadas por Purpureocillium a conduta de tratamento é o VRC e POS
alternativamente. O género ndo responde bem a AMB, ITR e equinocandinas (SALAZAR-
GONZALEZ et al., 2020).

3.2.3 Género Rhizomucor
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O género Rhizomucor foi descrito por Lucet & Costantin em 1900 e esta inserido no filo
Mucoromycota, comportando as especies termofilicas de R. miehei (Cooney & R. Emers.) e R.
pusillus (WALTHER; WAGNER; KURZAI, 2019; WIJAYAWARDENE et al., 2020).

As espécies se caracterizam por formarem rizdides em cultura e apresentarem esporangio
multiesporado com columela, esporangiéforos ramificados, esporangidsporos subglobosos a
elipsoidais curtos. Por falta de marcadores adicionais, a maioria das espécies novas sdo descritas
com base em locus Unico, geralmente ITS ou combinado com o gene da subunidade maior (Large
Subunit) do RNA ribossomico (LSU) para precisdo taxondmica (WALTHER; WAGNER,;
KURZALI, 2019).

Rhizomucor abriga espécies termofilicas que suportam temperaturas que variam entre
menos 20 a 50 °C, onde estas raramente estdo envolvidas em casos de infeccdo humana. No entanto,
apesar da raridade, tal género pode provocar casos de mucormicose, que € relatada como a terceira
causa de IFI, sendo precedida por candidiase e aspergilose (SCHOBER et al., 2021). Cerca de 5%
das mucormicoses no mundo sdo causadas por espécies do género, o percentual reduzido é
justificado pela transferéncia de R. variabilis R.Y. Zheng & GQ Chen para Mucor irregulares
Stchigel, Cano, Guarro & E. Alvarez (JEONG et al., 2019).

As espécies R. miehei e R. pusillus, clinicamente relevantes, estdo frequentemente
envolvidas em infecgbes pulmonares, seguidas por manifestagfes disseminadas, cutaneas e
mucormicose rino-6rbito-cerebral. R. nainitalensis MC Joshi e R. pakistanicus M. Qureshi & JH
Mirza sinonimia das duas primeiras (JEONG et al., 2019).

Geralmente associadas a angioinvasdo, a depender do prognéstico da doenca subjacente,
localizacdo da infeccdo e periodo destinado ao diagndstico e tratamento que em muitos casos, a
identificacdo da espécie sO é possivel apos a realizacdo de uma necropsia, a mortalidade pode se
aproximar de 47% em todos os pacientes e de até 80% em receptores de células-tronco
hematopoiéticas (SCHOBER et al., 2021).

A mucormicose esta fortemente associada a angioinvasdo das hifas no tecido, tal condicéo
provoca hemorragia, trombose, infarto e necrose em qualquer 6rgdo, com infec¢Ges sendo
frequentemente relatadas em pacientes com doencas subjacentes como portadores de diabetes
mellitus com ou sem cetoacidose diabética, malignidade hematoldgica e de 6rgdos solidos,
receptores de transplante de dérgdos sélidos e de células-tronco hematopoiéticas, neutropenia e
terapia com corticosteroides, causando em especial infec¢cbes pulmonares acompanhadas de
manifestacbes disseminadas, cutédneas e rino-orbital-cerebrais (PRAKASH et al., 2019;
WALTHER; WAGNER; KURZAI, 2019).

Um estudo realizado na Franga entre 2020 e 2021, avaliou 17 pacientes que desenvolveram

mucormicose associada ao COVID — 19, sendo identificado Mucolares como ordem e em nivel de
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género ou espécie por cultura ou PCR em 14 pacientes, dos quais trés, estavam com malignidade
hematoldgica e um com carcinoma pulmonar, sendo evidenciado de forma secundaria a outros
géneros da ordem os isolados R. pusillus, R. miehei, Lichtheimia spp. (DANION et al., 2022).

O primeiro relato de caso de uma crianga com uma segunda recaida de leucemia linfatica
aguda desenvolvendo uma mucormicose fulminante durante o tratamento com blinatumomab, foi
publicado em 2021. O relato revela que, durante o tratamento, a crianca apresentou multiplas lesdes
tromboembdlicas sistémicas com isquemia, sangramento e infarto em quase todos os 6rgdos. Além
disso, 0 aumento da pressdo cerebral conduziu a hérnia cerebral que resultou em Obito sete dias
depois do tratamento iniciado com blinatumomab, um anticorpo monoclonal com especificidade
dupla para células CD3 * (células T) e CD19 *células (células B) e cerca de 24 horas apés 0s
primeiros sintomas neuroldgicos. Contudo, a causa morte foi revelada ap0s necropsia que
identificou R. pusillus como agente etioldgico (SCHOBER et al., 2021).

Embora a disseminacao por R. pusillus seja rarissima, em geral, progride agressivamente
com evolucdo fatal, podendo envolver para no minimo dois sitios organicos distintos com
mucormicose rino-0rbito-cerebral e pulmonar as formas dominantes, embora 6rgdos como pele,
baco, coragdo, figado, musculo e rim ja terem sido relatados em infec¢des disseminadas (JEONG et
al., 2019; SHI et al., 2022).

A terapia antifungica para infec¢bes disseminadas ¢ AmB lipossomal combinada com
debridamento cirdrgico. Outra op¢do é o POS, mas, é contraindicado para acometidos por doenca
renal terminal e é contraindicado na formulacdo oral para individuos com ma absorcdo
gastrointestinal. Isavuconazol (ISA) é indicado como uma terceira opgao terapéutica (BERGER et
al., 2019; KARYADI; AGNES, 2022).

3.2.4 Outros géneros fungicos

O microbioma do ar ambiente hospitalar € diverso e outros géneros fungicos podem ser
encontrados, como Cladosporium Link, Curvularia Boedijn, Didymella Sacc., Fusarium,
Nigrospora Zimm., Paraconiothyrium Verkley, Parengyodontium C.C. Tsang, JFW Chan, WM
Pong, JHK Chen, AHY Ngan, M. Cheung, CKC Lai, DNC Tsang, SKP Lau & PCY Woo,
Penicillium, Pseudopithomyces Ariyaw. & KD Hyde e Talaromyces C.R. Benj.

O género Cladosporium, descrito em 1816, esta inserido taxonomicamente no filo
Ascomycota (WIJAYAWARDENE et al., 2020). Trés grandes complexos de espécies semelhantes
morfologicamente, mas distinguiveis geneticamente, compdem o género: C. cladosporioides, C.
herbarum (Pers.) Link e C. sphaerospermum (Penz.) (BENSCH et al., 2018). S&o contaminantes do

ar em ambientes internos e externos, patdgenos de animais, plantas e, ocasionalmente, estdo
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associados a infec¢gdes humanas severas, incluindo a doenca asmética (EL-DAWY; GHERBAWY;
HUSSEIN, 2021; ITURRIETA-GONZALEZ; GARCIA; GENE, 2021). Também s&o
frequentemente referidos como aeroalérgenos, sendo considerados os mais abundantes e o segundo
mundialmente mais alergénico, atrds apenas do género Alternaria (WERYSZKO-
CHMIELEWSKA et al., 2018). O neurotropismo do género foi relatado em varios casos de abscesso
cerebral causados por Cladosporium macrocarpum Preuss e C. sphaerospermum (BATRA et al.,
2019).

Curvularia (1933) pertence ao filo Ascomycota (WIJAYAWARDENE et al., 2020). S&o
fungos demaceos frequentemente encontrados em solo e materiais vegetais. Como patdgenos
oportunistas, podem causar infec¢cbes em imunocompetentes e imunocomprometidos. Foi relatado
que C. lunata causa tinea nigra, C. alcornii Manamgoda, L. Cai & KD Hyde causa pseudoaneurisma
de aorta e C. tuberculata B.L. Jain causa feohifomicose disseminada (VASIKASIN et al., 2019;
NARAYANASAMY et al., 2021; AL-ODAINI et al., 2022).

Didymella foi descrito como género em 1880 e pertence ao filo Ascomycota, acomodando
90 especies descritas e outras ainda ndo classificadas (WIJAYAWARDENE et al., 2020). A maioria
das espécies estdo relacionados com plantas, algumas consideradas patégenos economicamente
importantes, enquanto outras sdo conhecidas por sua patogenicidade em humanos, embora,
raramente relatadas. Alguns exemplos podem ser citados como de ceratite fungica causada por D.
heteroderae (Sen Y. Chen, DW Dicks. & Kimbr.) Qian Chen & L. Cai e por D. gardeniae (S.
Chandra & Tandon) Qian Chen & L. Cai, rinossinusite fungica invasiva cronica causada por D.
pedeiae (Aveskamp, Gruyter & Verkley) Qian Chen & L. Cai e infec¢cdo pulmonar invasiva por D.
microchlamydospora (Aveskamp & Verkley) Qian Chen & L. Cai (MIYAKUBO et al., 2019;
SALEHI et al., 2019a; RAIESI et al., 2021; TODOKORO et al., 2021).

Fusarium (1809) esta inserido em filo Ascomycota (WIJAYAWARDENE et al., 2020).
Algumas espeécies sdo conhecidas como patogenos de plantas, patdgenos oportunistas em humanos
e por produzirem micotoxinas como zearalenona, tricotecenos, fumonisina e acido fusérico,
deletérias a saude humana (BERTERO et al., 2018; ZHU et al., 2021). Cerca de 70 espécies estdo
relacionadas com fusariose em humanos, com infeccdes ascendentes a medida que a populagédo
imunocomprometida aumenta, conduzindo a elevagcdo no nimero de casos de morbimortalidade
(GONG et al., 2022).

Nigrospora foi descrito em 1902 como membro do filo Ascomycota
(WIJAYAWARDENE et al., 2020). Natural do solo, algumas espécies sdao entomopatogénicas e
fitopatogénicas, raramente envolvidas em infec¢des oportunistas em humanos, embora ja tenha sido

relatada em casos de infecges superficiais e invasivas em individuos imunocompetentes e
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imunocomprometidos, sendo N. oryzae (Berk. & Broome) Petch a espécie mais frequentemente
relatada (VANAM et al., 2020; BORBA et al., 2021).

Paraconiothyrium, descrito em 2004, pertence ao filo Ascomycota (WIJAYAWARDENE
et al., 2020). O género abrange aproximadamente 27 espécies, procedendo a maior parte das cepas
do parasitismo de patogenos e de fungos endofiticos, de solo e oceano, com algumas espécies
consideradas patogenas de plantas e humanos, como P. cyclothyrioides Verkley que na condicdo de
oportunista em individuos com imunodeficiéncia causa feohifomicose cutanea (WANG et al.,
2021).

Parengyodontium foi descrito em 2016 e estd acomodado no filo Ascomycota
(WIJAYAWARDENE et al., 2020). Trés espécies constam descritas: P. album (Limber) CC Tsang,
JFW Chan, WM Pong, JHK Chen, AHY Ngan, M. Cheung, CKC Lai, DNC Tsang, SKP Lau &
PCY Woo (antigo Engyodontium album (Limber) de Hoog), normalmente ambientais, séo isolados
de sedimentos marinhos, materiais vegetais, solo e paredes/pinturas, mas sua a patogenicidade em
humanos pode ser confirmada por infeccdes relatadas em diversos sitios organicos, P. americanum
M.M. Teixeira, Wiederh. & BM Barker também ¢é patégeno humano e foi isolada de infeccédo
pulmonar em paciente inicialmente diagnosticado com coccidioidomicose e P. torokii NK Singh &
K. Venkateswaran tolerante a ambientes oligotréficos e que foi isolada da instalacdo de montagem
da espaconave Mars 2020 (TSANG et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2020; PARKER et al., 2022).

Penicillium foi descrito em 1809 e inserido no filo Ascomycota (WIJAYAWARDENE et
al., 2020). De acordo com Houbraken et al. (2020) aproximadamente 483 espécies que sdo em geral
ambientais, encontradas em diversos substratos como solo, vegetacédo, esterco, ambientes internos
e extremos, com algumas espécies causando infeccdes oportunistas em humanos, como P.
chrysogenum e P. simplicissimum (Oudem.) Thom (antigo P. janthinellum Biourge) (BARBOSA et
al., 2020; LI et al., 2020; SHIVAJI et al., 2022).

Pseudopithomyces foi descrito em 2015, estd inserido no filo Ascomycota
(WIJAYAWARDENE et al.,, 2020). Atualmente, 13 espécies compdem o género, sendo
normalmente encontradas em folhas, embora o P. diversisporus G. Guevara, AM Cunha & Gené e
P. maydicus (Sacc.) Jun F. Li, Ariyaw. & KD Hyde, tenham sido isoladas de lamina ungueal, sendo
as Unicas do género relatadas na literatura causando onicomicose (CROUS et al., 2016; TSANG et
al., 2019).

Talaromyces, descrito em 1955, esté incluso no filo Ascomycota (WIJAYAWARDENE et
al., 2020). Séo descritas cerca de 171 espécies encontradas em solo, vegetacéo, esterco, ambientes
internos e extremos, sendo a espécie dimdrfica Talaromyces marneffei (antes considerada

Penicillium marneffei) o Gnico patdgeno humano relatado causando infec¢bes tanto em
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imunocomprometidos quanto imunocompetentes (YU et al., 2018; BARBOSA et al., 2020;
HOUBRAKEN et al., 2020; HU et al., 2022).

As IFIs sdo dificeis de tratar em consequéncia da resisténcia e da exigéncia de intervengdes
terapéuticas precoces, pois a porta de entrada e a natureza da disseminagdo em contraste com o sitio
de infeccdo com risco de vida, levam a desafios maiores para o tratamento individualizado em
individuos imunocomprometidos. Todavia, infec¢bes oportunistas em imunocompetentes com

comorbidades associadas ndo devem ser desconsideradas (KABLY et al., 2022).

INTERVENCOES TERAPEUTICAS ASSOCIADAS A INFECCOES POR FUNGOS
ANEMOFILOS

3.3.1 Tratamento antifiingico

As IFls exigem tratamento antifungico precoce e a decisdo clinica sobre a escolha do
farmaco deve considerar o licenciamento, experiéncia, disponibilidade local e aspectos
farmacoldgicos e econdmicos. Ademais, a escolha da prescricdo depende de fatores como: espécie
fangica, sitio da infeccdo, tratamento antifungico anteriores, fatores de risco, doengas subjacentes e
efeitos adversos esperados (KABLY et al., 2022).

A imprecisdo relacionada a duragdo ideal do tratamento e a forma mais adequada de
avaliacdo das respostas a profilaxia universal ou terapia preventiva, em contraste a profilaxia
norteada ao transplante e onco-hematologia persistem desafiando a clinica. Os fungos
multirresistentes possuem elevado potencial de disseminacao, multiplos perfis de resisténcia e altas
taxas de mortalidade, entretanto, o arsenal terapéutico limita-se a classe dos polienos (AmB),
azolicos (fluconazol, ISA, ITR, POS e VRC), equinocandinas (caspofungina, micafungina e
anidulafungina) e analogos de pirimidina (flucitosina 5FC) (KABLY et al., 2022).

Controlar patdgenos fungicos é laborioso devido ao limite de farmacos disponiveis e
eficazes para a terapia antifangica. O uso demasiado pode desencadear citotoxicidade humana em
nivel de rins e figado, além de aumentar a resisténcia de patdgenos oportunistas e, por tanto, acentua-
se a necessidade de inovagGes farmacoldgicas e terapias alternativas que os restrinjam efetivamente
(REVIE et al., 2018; KIM et al., 2020).

As intervencbes terapéuticas de antifingicos associados nos casos que apresentam
resisténcia a antifungicos sdo uma estratégia importante no tratamento de infeccdes fungicas
humanas, especialmente nas invasivas e potencialmente fatais devido & escassez de novos
antifangicos no mercado e a eficiéncia reduzida da monoterapia. As vantagens da terapia associada

compreendem os distintos mecanismos que atuam em combinagdo permitindo um norteamento
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dentro das células fungicas, ampliacdo do espectro de acdo, provavel acdo fungicida combinando
dois agentes fungistaticos, toxicidade minimizada devido a utilizacdo de menores dosagens e

numero reduzido de organismos resistentes (CHANG et al., 2017).

3.3.1.1 Anfotericina B

A AmB foi descoberta em 1956 por Donovick, Gold, Pagano e Stout ap6s a fermentacdo
do actinomiceto Streptomyces nodosus, uma bactéria Gram-positiva isolada de amostra de solo na
Venezuela. Enquanto agente terapéutico, foi licenciada em 1959 e comercializada a partir de 1960
em suspensdo coloidal que a priori foi planejada para tratar infeccdes fungicas locais e depois,
admitida para infecc¢des progressivas e potencialmente fatais (CAVASSIN et al., 2021).

A AmB é um hepteno ciclico que possui dois mecanismos de acdo: no primeiro, a AmB se
adere a bicamada lipidica do fungo, ligando-se ao ergosterol e formando poros — os quaisliberando
jons (célcio, cloro, magnésio e potéssio) e glicose eletrolitica, causam a deplecdo acelerada de ions
intracelulares e resultam em apoptose celular fingica; no segundo, a AmB induz o acumulo de
espécies reativas de oxigénio causando danos ao &cido desoxirribonucleico (DNA), proteinas,
mitocondrias e membranas (HOUST; SPIZEK; HAVLICEK, 2020).

Administrado comumente na formulacdo de desoxicolato de AmB, este farmaco apresenta
a nefrotoxicidade como um importante efeito colateral, limitando o seu uso a pacientes gravemente
comprometidos por doencas de base e comorbidades, o que os torna vulneraveis a toxicidade
especialmente se combinado com outras medicagbes (CAVASSIN et al, 2021).
Farmacologicamente, a AmB se liga ao desoxicolato de sédio devido a solubilidade limitada em
agua, mas na administracdo intravenosa, se desprende do desoxicolato de sédio para ligar-se as
lipoproteinas plasmaticas se acumulando no bago e no figado, iniciando a excre¢do que ocorre apos
15 dias com a droga inalterada por vias urinarias (33%) e fecais (43%), mesmo ndo sendo
metabolizada pelas enzimas CYP450, entretanto, devido a toxicidade referente a infusdo e a dose,
torna sua aplicacdo limitada. A toxicidade ligada a infusdo ocorre mediante a indugéo de citocinas
e quimiocinas pro-inflamatorias, tais como: interleucina 1p, fator de necrose tumoral o, proteina
quimiotatica de monocitos 1 e proteina inflamatéria de macrofagos 1B, mas quando ligada a altas
doses, causam nefrotoxicidade em razdo da ruptura ndo seletiva das células renais (HOUST;
SPiZEK; HAVLICEK, 2020).

No intuito de minimizar estes efeitos, opgdes terapéuticas sistémicas que asseguram a
atividade fungicida estdo disponiveis, como: complexo lipidico de AmB e AmB lipossomal. A

terceira formulacdes lipidicas de AmB - é dispersdo coloidal de AmB que foi descontinuada em
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2011 devido a alta taxa de eventos relacionados a infuséo e ndo é mais fabricada (TIMMERS et al.,
2000; HAMILL, 2013).

O complexo lipidico de AmB e AmB lipossomal possuem 0 mesmo principio ativo,
caracteristicas farmacoldgicas distintas, semelhancas entre estruturas quimicas, farmacocinética,
interacbes farmaco-alvo, estabilidade, bioequivaléncia e equivaléncia terapéutica, mas com
peculiaridades quando comparadas a formulacdo convencional (CAVASSIN et al., 2021).

Consequentemente, a AmB é legitimada para conduzir tratamentos de infec¢des fungicase
potencialmente fatais, como as micoses oportunistas (aspergilose, candidiase, criptococose,
feohifomicose, fusariose, hialohifomicose e mucormicose) e endémicas nas formas graves e
generalizadas (blastomicose, coccidioidomicose, emergomicose (antes emmonsiose disseminada),
esporotricose, histoplasmose, paracoccidioidomicose e talaromicose) (HOENIGL et al., 2018;
CORNELY et al., 2019; SCHWARTZ et al., 2019; CHEN et al., 2020; HOENIGL et al., 2021,
THOMPSON et al., 2021).

Apesar da toxicidade, a AmB é considerada padrdo ouro para o tratamento destas infecces,
pois sua molécula pode ser alterada para tornar-se ainda mais eficaz e a aplicacdo da AmB e seus
derivados podem ser amplificados por atuar ndo apenas como antifungico, mas como antiviral e
antitumoral. De modo que, o complexo L-AmB é mais aconselhavel para micoses invasivas, que
sdo coinfecgdes bacterianas, virais e oncologicas, assim como para complicacBes pos-operatorias
(BAGHIROVA; KASUMOV, 2021).

A terapia convencional com AmB possui baixo custo em relacdo a formulagéo lipossomal,
alta aceitacdo da formulacdo em uso continuo por neonatos, toxicidade reduzida por formulacGes
lipidicas de AmB, e em alguns individuos, é mais tolerada que as formulacdes mais modernas,
conduzindo a AmB aos padrdes terapéuticos e de comparacdo para ensaios clinicos entre
antifangicos (ROWEN; TATE, 1998; STEVENS; SHATSKY, 2001; BISHARA et al., 2001).

Apesar dos avangos terapéuticos relacionados a antifungicos azolicos aprimorados, das
equinocandinas e dos estudos para novas formulagdes lipidicas de AmB, a AmB permanece em alta
na pratica médica e nos ensaios clinicos em razdo da vasta possibilidade de indicagdes,
permanecendo como tratamento de escolha mediante IF sistémicas graves em vulneraveis. Além
disso, € o farmaco com maior espectro de acdo e menor potencial de resisténcia comparado a
qualquer outro antifingico conhecido, por isso, o0 mais utilizado em terapias intensivas (CHANG et
al., 2017).

A resisténcia a AMB esté possivelmente relacionado a modifica¢fes na estrutura esterdide
da membrana celular fangica, pois, diversas mutagdes genéticas na biossintese do ergosterol estdo
ligadas ao mecanismo de resisténcia do farmaco (CAROLUS et al., 2020; BAGHIROVA;
KASUMOV, 2021). No entanto, quando ndo envolve resisténcia, a AMB € relatada com sucesso
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terapéutico em casos de aspergilose cutanea primaria, blastomicose, candidiase neonatal, candidiase
congénita e prototecose, cromoblastomicose oral e intralesional, fusariose cutanea, histoplasmose
cutanea, leishmaniose mucocutanea e mucormicose cutanea e vaginal (AGARWAL,; BIKASH,
2022).

A dosagem de farmacoterapia de AmB a base de lipideos e lipossomal para infeccbes
invasivas dispensa a dose de ataque, mas indica manutencdo de 3 a 5 mg/kg a cada 24
horas, podendo ser aumentada para 10 mg/kg a cada 24 horas na doenga grave ou progressiva
(BERGER et al., 2019).

3.3.1.2 Az6licos

O miconazol sisttmico lancado em 1969 e indicado para atuar contra IFIs ndo é mais
comercializado devido a toxicidade elevada, mas contribuiu para o desenvolvimento de antifingicos
classificados como azolicos - que sdo divididos de acordo com o nimero de atomos de nitrogénio
ligado ao anel azdlico em imidazdis que ndo tratam sistemicamente e os atuais triazois sistémicos
que sdo fluconazol, ISA, ITR, POS e VRC (SHAFIEI et al., 2020).

Os antifungicos triazois atingem a membrana celular dos fungos impedindo a converséao
dependente do citocromo P450 de lanosterol em ergosterol, conduzindo a deplegéo de ergosterol,
acumulo de componentes toxicos e dissociacdo da membrana celular fungica (KAUSHIK; KEST,
2018; MOURAD; PERFECTO, 2018). Esta classe farmacoldgica dispde de amplo espectro contra
leveduras e filamentosos, sendo indicada para a profilaxia antifungica em pacientes
imunocomprometidos e tratamento de infeccOes superficiais e invasivas por Candida, Al e infecgdes
causadas por fungos oportunistas e endémicos (WHALEY et al., 2017).

3.3.1.2.1 Isavuconazol

O ISA é um trizol de amplo espectro comercializado em formulag6es de via oral (VO) e
intravenosa (1V), a qual foi liberado em 2015. Considerado a terapia de primeira escolha para Al e
inicial para mucormicose - quando a AmB ndo ¢ indicada, apresenta maior seguridade hepatica e
neuroldgica que o VRC e possui melhor interacdo quando comparado aos demais triazois (BARG
etal., 2018; CORNU et al., 2018).

Administrado na forma do pré-farmaco - sulfato de isavuconazonio, soldvel em agua e no
plasma, tem sua maior parte convertida rapidamente por esterases no farmaco original (BAL4815,
ISA) e em um produto de clivagem inativo (BAL8728) (DENIS et al., 2018). O ISAé ligado

intensamente a proteinas, em especial a albumina, e se distribui de forma agil na circulacdo
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sanguinea, penetra grande parte dos tecidos e sofre metabolismo hepatico oxidativo por CYP3A4 e
CYP3A5, sendo excretado pelos rins em uma parcela inferior a 1% da dose administrada
(DARNAUD et al., 2018; McCARTHY et al., 2018). E por isso, ndo ¢ indicada para infecgdes do
trato urinario, mas, atende bem a individuos com insuficiéncia renal dispensando o ajuste de dose
para as formulagdes de VO e IV (TOWNSEND et al., 2017).

Comumente, os efeitos adversos mais relatados sdo dor abdominal superior, cefaleia e
faringite - ambos em intensidade leve, conjuntivite, diarreia, nausea, tontura, hipocalemia e doenca
semelhante a gripe sdo moderados. A monitorizacdo da funcdo hepatica é recomendada devido a
possibilidade de aumentos das transaminases hepaticas (BONGOMIN et al., 2019). ISA interage
com a metabolizacdo hepética dos farmacos imunossupressores ciclosporina, tacrolimus e sirolimus,
e pode contribuir em potencial para a nefrotoxicidade e insuficiéncia renal (GROLL et al., 2017).

A farmacoterapia com ISA diante de infeccdes invasivas deve considerar dose de ataque
com 200 mg IV ou VO a cada 8 horas por 48 horas e manutencdo com 200 mg IV ou VO a cada 24
horas (BERGER et al., 2019).

3.3.1.2.2 Itraconazol

O ITR disponivel comercialmente nas formulagdes IV e VO, atua no combate a leveduras,
filamentosos e dimorficos, tratando diversas micoses superficiais causadas por Candida spp.
edermatofitos, sendo indicado também na profilaxia em imunocomprometidos (NIVOIX;
LEDOUX; HERBRECHT, 2020).

A biodisponibilidade oral do farmaco, a depender da formulacdo, é de aproximadamente
50%, sendo bastante lipofilico e demasiadamente ligado a proteinas, necessitando de monitoramento
terapéutico, embora a concentragdo possa ultrapassar as do plasma em tecidos normais ou mesmo
infectados, no liquido cefalorraquidiano e urina séo considerados irrelevantes (TRAGIANNIDIS et
al., 2021).

O farmaco é conceituado como seguro, preciso em sua ac¢do, bem tolerado e com baixo
poder nefrotdxico, por isso, dispensa ajuste de dose na formulagéo VO para individuos que possuem
comprometimento da funcdo renal. Mas na formulagdo IV torna-se contraindicado quando o
clearance de creatinina estiver abaixo de 30 mL/min em consequéncia da eliminacdo do composto
hidroxipropil-Bciclodextrina por filtracdo glomerular. No entanto, é necessaria cautela na
administracdo do farmaco em casos de insuficiéncia hepética devido o pouco conhecimento sobre a
atuacdo nesta populacdo (BELLMANN; SMUSZKIEWICZ, 2017).

O ITR é metabolizado no figado por meio do sistema enzimatico citocromo P450 3A4,

podendo sua acdo comprometer ou ser comprometida por varios farmacos metabolizados pelo
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mesmo sistema, onde a excreg¢éo ocorre por fezes e principalmente urina (KAUSHIK; KEST, 2018).
Por ser normalmente relatado sintomas gastrointestinais e aumento dos niveis da funcdo hepatica
nos testes, hé a necessidade de monitoramento terapéutico, mas em relacéo a terapia de longo prazo
os relatos sdo de hipocalemia, hipotensao, edema periférico e insuficiéncia cardiaca congestiva em
razdo de efeito inotropico negativo (MOURAD; PERFECT, 2018)

A farmacoterapia utilizando para infec¢6es invasivas € de 400 mg IV por 4 dias ou 600 mg
VO por 3 dias na dose de ataque, e 200 mg IV ou 400 a 600 mg VO na dose de manutencdo
(LANGNER; STABER; NEUMEISTER, 2008).

3.3.1.2.3 Posaconazol

O POS é correlato em estrutura com o ITR, possui amplo espectro no combate a leveduras
e fungos oportunistas e dimérficos, sendo comercializado em suspensdo oral, IV e comprimidos de
liberacdo retardada, utilizando como carreador do farmaco o sulfobutil éter-p-ciclodextrina (SBE-
B-CD). Atualmente, estd em desenvolvimento o farmaco na formulacdo de suspensdo oral de
liberacdo retardada (GROLL et al., 2020). A comercializacdo do POS se iniciou em 2006, sendo o
mesmo indicado como segunda escolha para tratamento de IFI ocasionadas por fungos oportunistas
e dimorficos, mas especialmente recomendado para a profilaxia priméria em pacientes
imunocomprometidos com MH ou ap6s transplante de célula-tronco hematopoiética alogénico
(NGUYEN et al., 2020).

O farmaco POS é extremamente lipofilico e muito ligado as proteinas no plasma, se
distribui facilmente nos tecidos e em fluidos aquosos é identificado em baixas concentracdes, mas
0 monitoramento terapéutico sé esta indicado a suspensdo oral (TRAGIANNIDIS et al., 2021). O
farmaco ndo possui metabolizagdo hepatica mediada pelo CYP450, mas é excretado na integra pela
bile. Normalmente é bem tolerado e os efeitos adversos relatados sdo fadiga, cefaleia, sonoléncia,
tontura, boca seca, constipacao, nausea, vomito, diarreia e dor abdominal, podendo haver aumento
das transaminases hepaticas, 0 que torna necessario monitorar os parametros da funcdo hepatica.
Pseudo-hipoaldosteronismo motivado pelo farmaco ja foi relatado apresentando hipertensao
secundaria, hipocalemia e eventual alcalose metabdlica (NICKLESS et al., 2019).

Assim como os demais triazois, 0 POS ndo conduz a nefrotoxicidade e ndo se faz necessério
ajustes de dose para formulacdes orais em individuos com comprometimento da fungéo renal, mas,
0 SBE-B-CD, transportador intravenoso, é desprezado por filtracdo glomerular podendo se acumular
nas celulas renais e neste caso, em individuos com doenca renal de moderada a grave, a indicagéo é
formulacédo intravenosa considerando a analise de risco-beneficio (MARTY et al., 2016). Assim

como o ISA, interage com a metabolizacdo hepética dos imunossupressores: ciclosporina,
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tacrolimus e sirolimus, podendo contribuir substancialmente para expressiva nefrotoxicidade e
insuficiéncia renal (TRAGIANNIDIS et al., 2021).
A indicacgéo de farmacoterapia com POS contra infecgdes invasivas recomenda 300 mg IV
ou VO a cada 12 horas para 2 doses e como dose de ataque - 300 mg IV ou VO (comprimido de

liberacdo prolongada) a cada 24 horas na dose de manutencdo (BERGER et al., 2019).

3.3.1.2.4 VVoriconazol

O VCR é um trizol de segunda geracdo com amplo espectro contra leveduras, fungos
filamentosos oportunistas e dimorficos. Foi aprovado em 2000 para tratar Al, candidiase invasiva
em pacientes ndo neutropénicos, infeccbes refratarias por Fusarium spp. e Pseudallescheria
boydii (Shear) McGinnis, AA Padhye & Ajello, e auxiliar na profilaxia antifungica em
imunocomprometidos (GROLL et al., 2017).

O farmaco é moderadamente ligado a proteinas, se distribui bem nos tecidos, inclusive em
porcBes aquosas como o SNC. Possui boa biodisponibilidade ap6s administracdo oral, sofre
metabolizacdo hepética oxidativa envolvendo CYP2C19, CYP2C9 e CYP3A4, e a excrecdo ocorre
principalmente pela urina com menos de 2% excretados de forma inalterada; o transportador da
solucdo intravenosa, o SBE-B-CD é excretado por filtragdo glomerular podendo se acumular nas
células renais (NIVOIX; LEDOUX; HERBRECHT, 2020).

O VCR ¢ bem tolerado, mas sao relatados os seguintes efeitos adversos: dor abdominal,
cefaleia, febre, erupcdo cutanea, anormalidades hepaticas, nauseas, vomitos, disturbios visuais a
depender da dose, porém reversiveis e neurotoxicidade. Na administracdo a longo prazo, ha relatos
de fototoxicidade, melanomas, alopecia e carcinoma de células escamosas, bem como relatos
sucessivos de aumento nas transaminases hepaticas e fosfatase alcalina. Efeitos adversos hepaticos
graves e insuficiéncia hepética também ja foram relatados, logo, 0 monitoramento é fortemente
recomendado (TRAGIANNIDIS et al., 2021).

A formulacdo IV nédo deve ser prescrita para individuos em tratamento para hemodialise,
hemodiafiltragdo venovenosa continua e depuragéo de creatinina < 50 mL/min., deve-se avaliar o
risco-beneficio relacionado a insuficiéncia renal de moderada a grave e estar atento a metabolizagdo
do farmaco com imunussopressores como ciclosporina, tacrolimus e sirolimus, pois podem cooperar
em potencial para nefrotoxicidade e insuficiéncia renal (TRAGIANNIDIS et al., 2021).

A farmacoterapia com VCR no tratamento de infecgdes invasivas indica uma dose de
ataque de 6 mg/kg IV a cada 12 horas para 2 doses e uma dose de manutencdo 4 mg/kg a cada 12
horas IV ou 200 mg a cada 12 horas VO, podendo aumentar gradualmente para 300 mg a cada 12
horas se a doenga progredir (BERGER et al., 2019).
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3.3.2 Demais intervencgdes

A abordagem resolutiva para conduzir IFI é a reversdo da condicdo predisponente a
exemplo da neutropenia e cetoacidose, da terapia antifungica - muitas vezes em associagdo com
outros farmacos, e o desbridamento cirdrgico, para tanto, a conduta multidisciplinar é essencial e 0
envolvimento prévio de especialidades clinicas, a exemplo de endocrinologia, infectologia,
hematologia, pneumologia, entre outras e cirdrgicas como oftalmologia, otorrinolaringologia,
neurologia, bucomaxilofacial, somado a orientacGes microbioldgicas é a chave para um tratamento
bem sucedido (WATKINSON; CLARKE , 2018).

A intervencao cirargica é reconhecida como abordagem primordial a depender do tipo de
infeccdo invasiva e tem por objetivo obter amostra de tecido e desbridar o tecido necrético que pode
envolver mucosa, epitélio e/ou alguma estrutura 6ssea com resseccdo, por vezes, de grandes
extensdes e considerada bem-sucedida quando debridado até o encontro de tecido saudavel e
sangrante. Essa resseccao agressiva visa melhorar a sobrevida do individuo (TURNER et al., 2013;
CRAIG, 2019).

A abordagem multidisciplinar, em casos que a intervencdo cirdrgica ndo estd bem
estabelecida, pode corroborar na tomada de decisdo considerando o risco-beneficio da busca
cirargica apoiando-se na evidéncia da infeccdo disseminada e a fonte potencial de carga infecciosa
primaria, podendo estes provavelmente justificar a viabilidade cirargica (MASOOQOD et al., 2022).
O papel promissor da intervencéo cirdrgica combinada com a terapia antiflngica, foi relatada em
estudos de casos que envolvem sindrome de Evans, endocardite mural, endocardite de prétese valvar
e mucormicose rino-orbito-cerebral (CHEN; LIN; HUNG, 2019; HIROSHIMA et al., 2020;
BEIGLBOECK et al., 2022; TROIANO; NANTE, 2022).

Uma outra situacdo, porém, ndo invasiva, mas que envolve multiplas intervengdes é a
rinossinusite fungica alérgica causada por inalacdo de esporos de varias espécies de fungos, tais
como Curvularia lunata, Curvularia spicifera (Bainier) Boedijn e espécies de Aspergillus como A.
fumigatus, A. flavus e A. niger que estdo entre os mais comumente isolados (RAIESI et al., 2022).
A rinossinusite fungica alérgica é uma doenca crénica com morbidade expressiva e elevadas taxas
de recorréncia, que décadas ap0s a descricdo ainda paira uma incerteza relevante sobre o manejo da
doenca e 0s processos patologicos que incluem pdlipos nasais, presenca de mucina fungica alérgica
e proteina IgE elevada a pelo menos um antigeno fungico, acometendo normalmente
imunocompetentes entre 21 e 33 anos, comum em populacdo atopica, ou seja, que possui

predisposicdo a doencas alérgicas como asma e rinite (MEDIKERI; JAVER, 2020).
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Devido a distorcdo anatdbmica das vias de saida do seio maxilar, ligagdo com o
envolvimento orbitario e constantes recorréncias precoces em individuo ndo cirurgicamente
tratados, mas submetidos a diversas terapias medicamentosas que torna a cirurgia essencial no
adequado manejo do tratamento em casos de rinossinusite fungica alérgica (WATKINSON;
CLARKE, 2018).

A conduta exige intervencdo cirdrgica para remoc¢do completa do material fingico e

mucina, assim como, a restauragédo das vias de drenagem do seio maxilar e terapias com
corticosteroides orais e topicos no pré e pds-operatorio a fim de minimizar respostas inflamatdrias.

Em desenvolvimento, ha a terapia fotodinamica antimicrobiana de amplo espectro e nao
antibidtico que promete erradicar 99,99% de organismos in vitro apds sessdo Unica, no entanto, ndo
hé relatos da terapia em humanos com rinossinusite flngica alérgica mas, foi avaliado em coelhos
apos inoculacdo de Aspergillus fumigatus nos seios maxilares que quando comparado ao controle,
a TFDA Sinuwave™ mostrou eficacia na porcentagem prometida (MEDIKERI; JAVER, 2020).
Um caso que descreve bem intervencdes correlacionadas entre intervencdo cirdrgica e farmacos, e
que retrata a relevancia de tracar o perfil de suscetibilidade antifingica é o caso relatado por Raiesi
et al. em 2022, onde um paciente antes diagnosticado com aspergilose broncopulmonar alérgica
apresentando historico de anemia, pneumonia, bronquite, secre¢do p6s-nasal, obstrucdo nasal,
polipose nasal, sinusite fungica crénica e asma resistente a farmacos, que por trés anos, fez uso de
prednisona oral, &cido acetilsalicilico, budesonida/formoterol, ITR, nefrocaps e antibi6ticos para
tratamento de rinossinusite sem melhora de sintomas, foi submetido a cirurgia endoscépica
nasossinusal e tomografia computadorizada que evidenciou doenca fungica bilateral com maior
acometimento do seio maxilar e etmoidal, sem evidéncia de invasdo no tecido. O novo diagnostico
foi de rinossinusite flangica alérgica com acometimento de seios maxilares, causada
por Neoscytalidium dimidiatum (Penz.) Crous & Chinelos e aspergilose broncopulmonar alérgica,
a condicdo subjacente. Devido o relato de resisténcia a farmacos, testes de suscetibilidade
antifangica (TSA) in vitro foram realizados e indicaram que o isolado era suscetivel a AmB e ITR
e resistente a POS, VRC e caspofungina. A conduta terapéutica foi intervencéo cirargica dos seios
paranasais para desobstrucdo alérgica da mucosa e polipose nasal mais corticosterdides orais no

pOs-operatdrio e terapia antifingica com AmB e ITR (RAIESI et al., 2022).
3.4 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE DE FUNGOS ANEMOFILOS
O elevado namero de individuos que apresentam fatores de risco para desenvolver IFIs tais

como imunossupressao profunda, dispositivos médicos implantados, exposicao a longos ciclos de

antibidticos de amplo espectro, uso disseminado de antifungicos, aumento da resisténcia adquirida
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e 0 aparecimento de novos patdgenos, especialmente os multirresistentes, justificam a necessidade
de realizacdo de TSA (KNABL; LASS-FLORL, 2020).

O TSA tem por finalidade apresentar um valor estimado da atividade in vitro de um
determinado farmaco contra um patogeno, descrito como Concentracdo Inibitoria Minima (CIM)
que possibilite orientar a implantacdo precoce e adequada da terapia antifingica por meio da
compreensdo do perfil de suscetibilidade no contexto da epidemiologia local e das diretrizes
antifangicas. Além de averiguar as taxas de resisténcia a antifingicos sendo indicado em casos de
infeccdo invasiva com suspeita de resisténcia ao antifingico e/ou na falha da terapia em uso
(BERKOW; LOCKHART; ZEICHNER, 2020; KNABL; LASS-FLORL, 2020).

A CIM, por sua vez, é a concentracdo mais baixa que um farmaco consegue inibir o
crescimento de um organismo em nivel percentual predeterminado (50%, 90% ou 100%)
demonstrado em microgramas por mililitro (ug/mL) pelo Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) e em miligramas por litro (mg/L) pelo European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST) (KIDD; CRAWFORD; HALLIDAY, 2021).

A metodologia padronizada de microtitulagio em caldo é considerada pelo CLSI e
EUCAST como padrdo ouro para o TSA, entretanto, é trabalhoso e demorado (ARASTEHFAR et
al., 2020). Possuem protocolo para alguns fungos filamentosos, mas apresentam algumas diferencas
entre as padronizacdes, a exemplo da leitura que &, respectivamente, visual e por espectrofotdmetro
para CLSI e EUCAST, essas diferencas sdo refletidas nas CIMs apuradas e nos critérios
interpretativos de cada metodologia (KIDD; CRAWFORD; HALLIDAY, 2021).

A designacdo de um isolado como suscetivel ou resistente a determinado antifangico é
estabelecido pela relagdo entre a CIM in vitro do fArmaco em avaliacdo com os resultados da eficacia
in vitro de ensaios clinicos que incluem farmacocinética e farmacodinamica para prever o resultado
terapéutico (PERLIN; WIEDERHOLD, 2017). A interpretagdo da CIM para fungos que faltam o
ponto de interrupgdo clinico torna-se complexo devido a auséncia de critérios interpretativos para
associagdes de fungos e antifungicos gerando incertezas relacionadas aos dados e implementacéo
na clinica (BERKOW; LOCKHART; ZEICHNER, 2020).

Os pontos de interrupgéo sdo instrumentos seguros para vincular in vitro a mensuracao da
CIM fornecido pelo teste a resposta presumivel do isolado & concentragdo que o farmaco alcancard,
diferenciando os isolados com elevada possibilidade de sucesso na terapia (suscetiveis/selvagens)
daqueles com chances maiores de falhar (resistente/ndo selvagens) (PATEL; CARVER,;
ESCHENAUER, 2018). Uma excecdo é a especie Pneumocystis jirovecii Frenkel que ndo cresce in
vitro, descartando o uso do TSA para tracar a suscetibilidade contra pneumonia por Pneumocystis
(BASSETTI et al., 2020).


https://journals.asm.org/doi/10.1128/CMR.00069-19#con1
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Para géneros como Candida e Aspergillus, a necessidade de identificar em nivel de espécie
foi ressaltada devido pontos de interrupcdo especificos para espécies e/ou valores de corte
epidemiolégicos (Epidemiological Cutoff Value — ECV), ja para outros géneros, a identificagdo
precisa da espécie pode anunciar o tratamento antes que os resultados de suscetibilidade in vitro
possam ser disponibilizados, pois os padrbées de suscetibilidade antifungica podem variar
significativamente entre espécies (WICKES; WIEDERHOLD, 2018; KIDD; CRAWFORD;
HALLIDAY, 2021).

O ECV ndo é considerado um ponto de interrupcéo e, portanto, ndo deve ser utilizado como
equivalente, pois diferentemente do ponto de interrupgcéo, ndo prevé sucesso ou fracasso clinico
atribuido a um dado antifungico, mas, pressupde se um isolado carrega resisténcia a um antiflngico
que de outra forma apresenta atividade contra a espécie do isolado (BERKOW;
LOCKHART; ZEICHNER, 2020).

3.5 ALERGENICIDADE

Doencas alérgicas sdo um conjunto de distdrbios imunomediados com prevaléncia global
elevada, atingindo mundialmente 30% da populacdo (SANCHEZ et al., 2022). Asma, rinite,
anafilaxia, alergia a drogas, alimentos e insetos, eczema, urticaria e angioedema estdo incluidos
neste conjunto, enquanto que, acaros, pélens, epitélios, fungos e alguns alimentos séo considerados
como 0s mais importantes alérgenos e responsaveis por causar alergias do tipo | (TANNO et al.,
2020).

A Organizacdo Mundial da Saude elenca em seu banco de dados oficial 113 alérgenos
fungicos que pertencem a diversas familias de proteinas, sendo 88 pertencentes a Ascomycota, 23
a Basidiomycota e dois a Mucorales, dos quais 48 alérgenos pertencem as espécies de
Aspergillus e Penicillium, dez a espécies de Cladosporium e 18 distribuidos entre espécies dos
géneros Alternaria, Epicoccum Link e Curvularia (SANCHEZ et al., 2022).

Os fungos séo fontes de sensibilizacdo implicados em doencas alérgicas respiratorias e a
exposicao a alergénicos pode acarretar rinite alérgica mediada por IgE, asma e dermatite atopica.
Os géneros Alternaria e Cladosporium estdo envolvidos em uma elevada prevaléncia de
sensibilizacdo (até 20%) e associacdo expressiva com a asma. No entanto, Alternaria e Aspergillus
estdo envolvidos no agravamento da parada asmatica (ZUREIK et al., 2002; GABRIEL et al., 2016;
COUSO et al., 2021).

Fukutomi e Taniguchi (2015) destacam como as principais espécies alergénicas: Alternaria
alternata, Aspergillus fumigatus, Cladosporium herbarum e Penicillium chrysogenum. Estudos

envolvendo a distribuicdo espacial e sazonal de aerossois flngicos tem demonstrado que, enquanto


https://journals.asm.org/doi/10.1128/CMR.00069-19#con1
https://journals.asm.org/doi/10.1128/CMR.00069-19#con2
https://journals.asm.org/doi/10.1128/CMR.00069-19#con3
https://sciprofiles.com/profile/1875000
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Alternaria e Cladosporium estdo presentes normalmente no ar livre com grande concentracdo de
esporos nas estacdes climaticas de verao e outono, Aspergillus e Penicillium sdo predominantes em
ambientes internos no inverno em climas umidos e frios (HERBARTH et al., 2003; DE ANA et al.,
2006).

Individuos alérgicos produzem anticorpos IgE contra determinados antigenos ambientais
designados de alergénicos, enquanto que, os nao alérgicos e considerados saudaveis produzem
anticorpos denominado imunoglobulina G (IgG) (VALENTA et al., 2018). Anticorpos IgE
conectam a receptores de afinidades altas (Fc ¢ RI) e baixas (Fc ¢ RIl) para IgE existente em células
inflamatdrias que sdo acionadas por complexos imunolégicos IgE alergénicos que desprendem
mediadores inflamatorios, citocina e proteases ou para acionar células T especificas de alergénicos
(ECKL-DORNA et al., 2018).

O contato com alérgeno em individuos sensibilizados que possuem IgE especifico, provoca
inflamacdo alérgica em tecidos e 6rgdos causando rinoconjuntivite, asma, inflamagdo na pele,
sintomas gastrointestinais e sisttmicos como choque anafilatico, por exemplo (ANTO et al., 2017).
Em contrapartida, o reconhecimento de alérgenos ndo provocam inflamagdes alérgicas porque 0s
complexos imunoldgicos IgG ndo se conectam a receptores fc ¢ (HUANG et al., 2021).

Alergia a fungos pode ser diagnosticada por meio de testes alérgicos na pele contendo
extratos alergénicos de fungos ou testes in vitro para designar IgE especifico no soro sanguineo para
alérgenos fungicos, mas, a reatividade cruzada é normalmente encontrada entre extratos de
alérgenos flngicos e esse fato reduz a precisdo da analise (HRISTOVA et al., 2020).

Identificar alérgenos comprovando a presenca de IgE especifico para alergénicos € a
solucdo precisa na doenca alérgica, uma vez que, possibilita orientar prevencdo e tratamento
conforme os perfis de sensibilizag&o individuais de individuos sensibilizados (HUANG et al., 2021).
Para diagnosticar a sensibilizacdo a alérgenos de fungos, estdo disponiveis apenas espécies
consideradas relevantes ao ar livre, como Alternaria alternata, Aspergillus. fumigatus, A. niger,
Botrytis cinerea Pers., Fusarium solani (Mart.) Sacc., Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout,
Cladosporium herbarum, C. cladosporoides e Rhizopus stolonifer (Ehrenb.) Vuill. (BENNDORF
et al., 2008).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 LOCAL DO ESTUDO

Amostras do ar atmosférico foram coletadas de um hospital terciario de Caruaru,
Pernambuco, Brasil, onde foram selecionadas quatro grandes areas criticas: CC (oito salas),
Corredor do Centro Cirtigico (CCC), UTI - Adulto (16 leitos) e Area Externa da UTI (AE-UTI). O
municipio de Caruaru abriga a IV Regido de Saude de Pernambuco. Estrategicamente posicionada
no territdrio, 0 municipio concentra a maior oferta de servicos de saude nos diferentes niveis de
atencdo, sendo considerado o hospital de coleta em questdo, o segundo centro médico do Estado de
Pernambuco e o primeiro do interior. A IV Regido é composta por 32 municipios do Agreste
pernambucano, agrupados em quatro microrregides de satde (V1, VII, VIII, 1X) (SES/PE, 2021).

4.2 COLETA E ISOLAMENTO DOS FUNGOS ANEMOFILOS

Para a coleta dos fungos anemofilos foi utilizada a técnica de sedimentacdo passiva
(ABBASI et al., 2020). Trés placas de Petri contendo o meio de cultura Agar Sabouraud Dextrose
(SDA) acrescido de cloranfenicol (100 mg/L) foram abertas por 30 minutos a um metro de distancia
do piso, em diferentes locais do ambiente estudado. Em seguida, as placas foram fechadas e levadas
ao Laboratorio de Taxonomia e Biotecnologia de Fungos da Micoteca URM/UFPE e incubadas a
25 °C (x 2 °C) por até dez dias. O crescimento fungico foi acompanhado diariamente e as col6nias
foram isoladas e purificadas, sendo mantidas em tubos de ensaio contendo 0 mesmo meio de cultura

da coleta, até 0 momento da identificacéo.

4.3 IDENTIFICACAO MORFOLOGICA DOS FUNGOS

Apbs o crescimento fungico e de acordo com avaliagéo visual das coldnias, as cepas foram
inoculadas em SDA, Agar Batata Dextrose e Agar Extrato de Malte (MEA), ambos acrescidos de
cloranfenicol e incubadas a 25 °C (x 2 °C) por até dez dias. Em seguida, os taxons foram
identificados observando na analise morfologica as caracteristicas macroscopicas (coloracao,
aspecto e diametro das coldnias) e microscopicas (microestruturas somaticas e reprodutivas) da
cultura de acordo com a literatura especifica, a exemplo dos autores BARBOSA et al. (2018; 2020),
CORREIA et al. (2020), CROUS et al. (2018; 2019; 2021); GONCALVES, ESTEVES, ALVES
(2020), GONZALEZ; GARCIA; GENE (2021), KISS et al. (2020), MEDINA et al. (2020),
SANTOS et al. (2019), SCARPARI et al. (2020), TSANG et al. (2016) e ZHENG; LIU; LI (2009).
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Foram utilizados o acido latico (60%) como fluido de montagem e o etanol 96% para remover o

excesso de conidios no cultivo sob laminula (BARBOSA et al., 2018).

4.4 IDENTIFICACAO MOLECULAR DOS FUNGOS

Todos os isolados foram analisados por meio do sequenciamento de genes/regides mais

adequadas de acordo com a identificacdo morfoldgica previamente realizada.

4.4.1 Extracdo de DNA, amplificacdo por PCR e sequenciamento

As extracdes de DNA gendmico foram realizadas a partir de coldnias com sete dias de

crescimento cultivadas em MEA utilizando o Kit de Purificagdo de DNA Gendmico Wizard® (Pro

mega, Madison, WI), conforme as recomendacbes do fabricante. As amplificacbes das regides

génicas por PCR foram realizadas utilizando primers e condicdes indicadas na tabela 1.

Tabela 1 — Primers utilizados para obtencao de sequéncia de genes especificos para identificagdo molecular dos fungos

filamentosos anemofilos.

Género Regiéo Primer Referéncia
Aspergillus sp. CaM CDM5/CDM6 HONG et al. (2006)
BenA Bt2a/Bt2b GLASS; DONALDSON (1995)
Cladosporium sp. ACT 512F/783R CARBONE; KOHN (1999)
TEF 728F/986R CARBONE; KOHN (1999)
Curvularia sp. ITS ITS4/1TS5 ZHANG et al. (2020)
Didymella sp. ITS ITS1/ITS4 WHITE et al. (1990)
Fusarium sp. RPB2 5F/7CR O'DONNELL et al. (2008)
TEF 986F/2218R REHNER (2001)
Nigrospora sp. ITS ITSL/ITS2 WHITE et al. (1990)
Paraconiothyrium sp. ACT 512F/783R SALEHI et al. (2019b)
Parengyodontium sp. ITS ITS1/ITS4 TSANG et al. (2016)
Penicillium sp. CaM CDM5/CDM6 HONG et al. (2006)
BenA Bt2a/Bt2b GLASS; DONALDSON (1995)
Pseudopithomyces sp.  ITS ITS1/ITS4 SHINOHARA et al. (2021)
Purpureocillium sp. BenA Bt2a/Bt2b GLASS; DONALDSON (1995)
ITS ITS1L/ITS2 ENDE; HOOG (1999)


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061620300129#bib199
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061620300129#bib199
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061620300129#bib199
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061620300129#bib159
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061617300490#bib101
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061617300490#bib101
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061617300490#bib101
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061617300490#bib101
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061617300490#bib101
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061617300490#bib101
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Rhizomucor sp. ITS ITS1/ITS4 LIMA et al. (2020)
LSU LR1/LSU2 LIMA et al. (2020)
Talaromyces sp. BenA Bt2a/Bt2b GLASS; DONALDSON (1995)

Legenda: ACT (Actina), BenA (Beta-tubulina), CaM (Calmodulina), ITS (Espacador transcrito interno), LSU
(Subunidade maior), RPB2 (Segunda maior subunidade da RNA polimerase Il) e TEF (Fator de alongamento de
traducdo).

Os produtos de PCR foram sequenciados em ambas as dire¢cbes com 0s mesmos primers
usando o Big Dye® Terminator v. 3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA) e purificados com NucleoSAP® (Exonuclease and Alkaline
Phosphatase Mix), de acordo com as recomendagdes dos fabricantes. Os contigs foram montados
no programa SeqMan (v. 10.0.1; Madison, W1, EUA).

4.4.2 Andlise filogenética

As sequéncias génicas geradas foram analisadas na busca BLAST e as filogenias foram
calculadas a partir de sequéncias de dados para as regides génicas conforme autores mencionados
na Tabela 1. As sequéncias foram alinhadas usando MAFFT v. 7 com o algoritmo G-INS-I e
otimizadas manualmente usando MEGA v. 6.06 (KATOH; STANDLEY, 2013; TAMURA et al.,
2013). Alinhamentos individuais foram concatenados usando Mesquite v. 3.04 (MADDISON,;
MADDISON, 2016).

O modelo de substituicdo mais adequado foi determinado usando jMod elTest v. 2.1.7
(POSADA, 2008). Os conjuntos de dados foram posteriormente analisados usando uma anélise de
méaxima verossimilhanca realizada no Randomized Axelerated Maximum Likelihood (RAXML) v.
7.2.8 HPC BlackBox com 0 modelo GTRGAMMA para substitui¢cdo de nucleotideos no gateway
cientifico CIPRES http://www.phylo.org/) (MILLER; PFEIFFER; SCHWARTZ, 2010). Uma
inferéncia de arvore Bayesiana (BI) foi realizada em MrBayes v. 3.2.2 (RONQUIST et al., 2012).

Nas andlises de BI, a cada 1.000 geragcdes foram amostradas, os primeiros 25% das
amostras foram descartadas. As arvores foram visualizadas no FigTree v. 1.1.2 (RAMBAUT, 2009)
e editadas no Adobe Illustrator v. 5.1. Os valores de Bl, probabilidade posterior (pp) e bootstrap sdo
rotulados nos nés. Valores inferiores a 0,95 pp e 70% de suporte a bs ndo sdo mostrados. As
ramificagdes com suporte total em andlises Bl e RAXML s&o engrossadas.

Analises filogenéticas foram realizadas apenas para os isolados termotolerantes. Apés a
selecdo, estes isolados foram depositados na URM Colegdo de Cultura registrada na World
Federation for Culture Collections (WFCC) sob o nimero WDCM 604 e certificada na norma ISO
9001:2015 sob o nimero de certificado BR018207-1.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061620300129#bib159
http://www.phylo.org/)
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4.5 ELEGIBILIDADE DE ANEMOFILOS TERMOTOLERANTES

Apos isolamento e identificagdo, os isolados foram semeados em SDA e incubados a 35 °c
(£ 2 °c) por até dez dias e as cepas que apresentaram crescimento foram selecionadas para os testes
de suscetibilidade antifingica e deteccdo de alérgenos por imunoensaio, ambos in vitro, conforme
0 protocolo M38-A3 (CLSI 2017).

4.6 ANALISE ECOLOGICA

Apos isolamento e identificacdo, a riqueza e o indice de diversidade de Shannon Wiener
foram estimados usando o software Primer (CLARK; GORLEY, 2006). Além disso, as diferengas
nas associacdes de fungos anemdfilos que ocorrem entre diferentes areas hospitalares foram
determinadas usando a Analise de Similaridade (ANOSIM Primer v.6), na qual a matriz de
similaridade de Bray-Curtis foi plotada (CLARK; GORLEY, 2006).

4.7 TESTE DE SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA in vitro

Para determinar o perfil de suscetibilidade aos antifngicos, os isolados anemofilos foram
incubados a 35 °C (x 2 °C) por até dez dias e as cepas que apresentaram crescimento foram
selecionadas. A CIM para os isolados foi determinada de acordo com o protocolo M38-A3 (CLSI
2017). O perfil de suscetibilidade foi interpretado pelo ECV disponivel no documento M38M51S
(CLSI, 2022). As cepas que apresentaram CIMs padrdo > EVCs foram consideradas néo selvagens
(Non-Wild - NW) (potencialmente resistentes). O perfil das espécies ndo abrangidas pelo CLSI foi
definido com base nos ECVs de espécies relacionadas e artigos cientificos da area (BORMAN et
al., 2021; CORREA-MOREIRA et al., 2022).

O meio de cultura utilizado foi o RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, EUA) esterilizado em
membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha) com L-glutamina, sem bicarbonato de
sddio e tamponado pH 7,0 + 0,1 com Acido Morfolino Propano Sulfénico 0,165 mol./L™* (Sigma-
Aldrich). Os antifungicos avaliados foram AmB, ISA, ITR e VRC (Sigma-Aldrich) diluidos em
Dimetilsulfoxido na concentragéo de 0,03 a 16 pg/mL.

Para a realizacdo do teste, os isolados foram semeados em SDA e incubados a 35 °C (z 2
°C) pelo intervalo de tempo descrito no protocolo de cada género. As suspensdes foram
padronizadas na escala de Mac Farland, que a leitura foi realizada ap6s 48h e os ECVs foram

medidos pela acuidade visual para 100% de inibigéo versus o controle positivo. O teste foi realizado
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em duplicata e ATCC® 22019 (Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice) e ATCC®

204305 (Aspergillus fumigatus) foram utilizadas como controle de qualidade.

4.8 DETECCAO in vitro DE ALERGENOS POR IMUNOENSAIO

Os critérios de elegibilidade dos isolados para deteccdo in vitro de alérgenos seguiram o
mesmo principio do item anterior, crescimento a 35 °C (x 2 °C). Para a realizacdo do teste, os
isolados foram semeados e incubados de acordo com o TSA.

A deteccdo de alérgenos por imunoensaio foi realizada usando o protocolo do Kit IgE Elisa,
conforme recomendado pelo fabricante (MyBioSource; San Diego, EUA — [Referéncia: MBS
2881346-Sandwich]). Para preparar a suspensdo fangica, quatro tampdes de extracdo foram
avaliados para determinar a melhor exposicdo protéica: 1) Solucdo salina a 0,85% acrescida de
tween 80%; 2) (3-[(3-colamidopropil) dimetilamonium]-propano (CHAPS) [7M de ureia, 2M de
tioureia, 4% CHAPS e 1% de dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich); 3) Saponina a 1% (H20); 4)
Mistura 1:1 de CHAPS + saponina a 1%. Ap0s o teste piloto, o tampdo CHAPS foi 0 que apresentou
melhor resultado (dados ndo apresentados). A suspenséo fungica foi preparada na concentracéo de
0,4x10* a 5x10* células/mL utilizando 300uL de tampdo CHAPS. Para a extragdo proteica, as
suspensbes foram homogeneizadas em vortice e os conteddos distribuidos em placa de
microtitulacdo especifica do Kit IgE Elisa. Ap6s 2 horas, o sobrenadante foi cuidadosamente
removido e a proteina celular foi carregada e exposta nos pocos da placa. Em seguida, os reagentes
de deteccdo foram usados para avaliar a presenca de alérgenos. A leitura do teste foi realizada a 450
nm.

Por ser uma abordagem alternativa para capturar alérgenos fungicos, a producdo de
alérgenos na espécie foi categorizada como alta (OD4s0> 1), baixa a moderada (0,5 < DOusso< 1) €
ausente (ODa4so < 0,5) a partir de dados de absorbancia obtidos com os padrées do kit. O teste foi
realizado em triplicado. A cepa ATCC® 204305 (Aspergillus fumigatus) foi utilizada como controle
de qualidade. Para analise estatistica, foi utilizado o software GraphPad Prism 8.0.1 (GraphPad
Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados obtidos foram verificados por sua normalidade de
distribuicdo e foram expressos como média = erro padrdo de trés repeticfes. Os dados foram
comparados usando analise de variancia (ANOVA) unidirecional com comparagdes multiplas por

Teste post hoc de Tukey. O valor de p < 0,05 foi considerado significativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 FUNGOS ANEMOFILOS DE AMBIENTES HOSPITALARES CRITICOS

O monitoramento da qualidade microbiolégica do ar interno de ambientes hospitalares
tornou-se um tema de ampla discussdo, devido a influéncia na transmissao e disseminacao de
espécies patogénicas que podem desencadear a ocorréncia de surtos (WEBER et al., 2019;
PEDROSA et al., 2022). Fungos em aerossol sdo uma antiga preocupacao de unidades de salde,
como hospitais, pois esses ambientes criticos abrigam individuos com sistema imunoldgico
comprometido, os quais sdo mais suscetiveis a infeccdes (STOCKWELL et al., 2019).

Entre o periodo de coleta, foram recuperadas 135 amostras de ar atmosférico de um hospital
terciario de Caruaru, Pernambuco, Brasil. A partir do isolamento observou-se o crescimento de 938
unidades formadoras de colénias (UFC), sendo 414 UFC no CC, 52 UFC no CCC, 52 UFC na UTI
e 420 UFC na AE-UTI, e destas, 54 espécimes isolados. A selecdo de espécies foi realizada
agrupando-se o0s individuos semelhantes por acuidade visual, em seguida observada as
caracteristicas morfoldgicas e sequenciados de acordo com a literatura para cada género.

Apbs a caracterizacdo morfologica e molecular, foram obtidas 54 cepas flngicas,
distribuidas em 13 géneros, sendo Aspergillus (28%; n=15/54), Penicillium (26%; n=14/54),
Cladosporium (22%; n=12/54), Curvularia, Fusarium e Talaromyces (4%; n=2/54 cada),
Didymella, Nigrospora, Paraconiothyrium, Parengyodontium, Pseudopithomyces, Purpureocillium
e Rhizomucor (2%; n=1/54 cada) (Grafico 1). A maioria das espécies (n=31) pentencem ao filo
Ascomycota e apenas uma ao Mucoromycota. O percentual de espécies encontradas no estudo esta
descrito detalhadamente na Gréfico 1.

Gréfico 1 — Percentual de espécies de fungos anemdfilos identificados em um hospital terciario de Caruaru,

Pernambuco, Brasil.
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Aspergillus chevalieri 1.8% Didymella heteroderae 1.8%
Aspergillus flavus 3.7% Fusarium hainanense 1.8%
Aspergillus costaricensis I 3.7% Fusarium pseudocircinatum 1.8%
Aspergillus neoafricanus— 5.5% Nigrospora zimmermanii 1.8%
Aspergillus steynii -] 1.8% Paraconiothyrium cyclothyrioides 1.8%
Aspergillus terreus 7.4% Parengyodontium album 1.8%
Aspergillus versicolor-{_]1.8% Penicillium capsutatum 1.8%
Cladosporium cladosporioides 1.8% ‘Penicillium citrinum - ] 19%
Cladosporium halotolerans 7.4% Penicillium costaricense |1 1.8%
Cladosporium perangustum 5.5% ~ Penicillium olsonii 4—137%
Cladosporium sphaerospermum —I 1.8% Pseudopithomyces chartarum 1.8%
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—
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A maioria das espécies fungicas isoladas nesse estudo ja foram relatadas em outros
ambientes hospitalares ao redor do mundo. Aspergillus, Penicillium e Cladosporium foram os
géneros fungicos anemofilos mais prevalentes no presente estudo, corroborando com o
levantamento de Sham et al. (2021) que identificaram prevaléncia dos mesmos géneros em areas
criticas e ndo criticas de unidades de média e alta complexidades em 27 paises. Esses trés géneros
também foram relatados em outros estudos como prevalentes em ambiente cirargico na Indonésia e
Italia (FIRDAUS; FARIDA; HAPSARI, 2020; MASIA et al., 2021).

Detalhadamente, oito espécies de Aspergillus foram obtidas no presente estudo, sendo elas:
Aspergillus alabamensis, A. chevalieri, A. costaricensis, A. flavus, A. neoafricanus, A. steynii, A.
terreus e A. versicolor. Embora A. fumigatus seja responsavel pela maioria das infecgdes em
humanos, outras espécies podem ser clinicamente importantes, a exemplo de A. alabamensis -
espécie criptica de A. terreus, a qual ja foi isolada de amostras clinicas de aspirado traqueal, escarro,
ferimento, lavado broncoalveolar (LBA) e tecido do pé, ouvido e orelha (BALAJEE et al., 2009;
THRASHER et al., 2009; GAUTIER; NORMAND; RANQUE, 2016).

A espécie A. chevalieri (teleomorfo, Eurotium chevalieri) foi inicialmente relatada em um
caso de aspergilose cutanea e mais recente causando aspergilose cerebral fatal adquirida por
inoculacdo traumatica. No entanto, ha relatos de isolamento em amostras clinicas de escarro, cérnea,
seio e LBA (NAIDU; SINGH, 1994; MASIH et al., 2016; SIQUEIRA et al., 2018). Um Unico estudo
encontrado de A. costaricensis relata a espécie causando tinea isolado de pele humana (TSANG et
al., 2020).

Considerado o segundo agente mais relevante da Al, A. flavus € mundialmente responsavel
por 10% das aspergilose broncopulmonar. No entando, outras infec¢bes como 6sseas, articulares,
cardiacas, rinocerebral, rinosinusite flngica invasiva, endofitalmite e aspergilose cutanea e
subcutanea também estdo associadas a espécie que também é produtora de micotoxinas (FRISVAD
etal., 2019; RUDRAMURTHY et al., 2019; KOUTSERIMPAS et al., 2022).

Reportado como fungo oportunista emergente, A. terreus assume 4% de todas as infecgOes
invasivas do género e esta relacionada a um espectro de doencgas que incluem API, aspergilose
broncopulmonar alérgica, bronquite e/ou traqueobronquite e aspergilose disseminada, estando a
infeccdo deste agente etioldgico ligada a alta mortalidade entre espécies do mesmo género
(PASTOR; GUARRO, 2014; KOBAYASHI et al., 2021).

Associado a sindrome do edificio doente, A. versicolor é apontado como patégeno
emergente e ja foi relatado causando onicomicose e APl (HEUSSNER; BINGLE, 2015; DIAZ
NIETO et al., 2018). Aspergillus neoafricanus ja foi recuperado de amostra humana em um estudo
que isolou uma Unica cepa, mas ndo esclarece se a amostra foi recuperada de aspirado, secrecdo de
ferida ou unhas (RISSLEGGER et al., 2017).


https://journals.asm.org/doi/full/10.1128/EC.00272-08#con1
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Sete espécies de Cladoaporium foram obtidas no presente estudo, sendo elas:
Cladosporium cladosporioides, C. halotolerans, C. perangustum, C. sphaerospermum, C.
subuliforme C. tenuissimum e C. vignae. A espécie oportunista C. cladosporioides é responsavel
por causar onicomicose, infec¢do cutanea, subcutanea, pulmonar e ocular como ceratomicose e
Ulcera de cornea, granulomas dentéarios e infeccdes do couro cabeludo, além de terem sido isolado
de amostras clinicas do abdémen, pleura e escarro, e serem alérgenos importantes especialmente em
asmaticos (KWON-CHUNG; SCHWARTZ; RYBAK, 1975; PEPE; BERTOLOTTO, 1991; CHEW
et al., 2009; DUQUIA et al., 2010; SOSA; COHEN; TSCHEN, 2012; SANDOVAL-DENIS et al.,
2015; SHECHTER-MAOR et al., 2016). Envolvido em infec¢Ges oculares, C. halotolerans ja foi
isolado de amostras clinicas de brénquio, LBA, linfonodo, medula éssea, ponta de cateter, unhas e
couro cabeludo (SANDOVAL-DENIS et al., 2015; SAHAY et al., 2020). Infec¢Ges subcutaneas,
abscesso cerebral, meningite aguda, pneumonia e leséo intrabrénquica foram causadas por espécies
de C. sphaerospermum (YANO; KOYABASHI; KATO, 2003; QIU-XIA et al., 2008; CHEN et al.,
2013a; MADURI et al., 2015; YEW et al.,, 2016; BATRA et al., 2019; VILLANUEVA,;
VENKATESAN; FIGUEROA, 2022). As espécies C. subuliforme e C. tenuissimum causam
infecgdo ocular, bem como j& foram isoladas de amostras clinicas de LBA. A primeira, foi isolada
ainda de liquido cefalorraquidiano e unhas, enquanto que a segunda, isolada de pele, liquido de
toracentese e escarro (SANDOVAL-DENIS et al., 2015; SAHAY et al., 2020).

Em relagdo a Curvularia australiensis e C. geniculata, ambas podem provocar infecgdes
oculares e disseminadas, estando a segunda envolvida também em relato de peritonite
(FLANAGAN; BRYCESON, 1997; VACHHARAJANI et al., 2005; NARULA et al., 2020;
KULKARNI, 2022).

Ha relatos de Didymella heteroderae causando ceratite induzida por lente de contato e
isolada de amostras clinicas de tecidos superficiais (VALENZUELA-LOPEZ et al., 2017;
TODOKORO et al., 2021).

Tupaki-Sreepurna et al. (2018) citam Fusarium pseudocircinatum (integrante do
Complexo F. fujikuroi - FFSC) como causa de ceratite, mas para F. hainanense (integrante do
Complexo F. incarnatum-equiseti - FIESC) n&o foi encontrado na literatura relatos causando doenca
em humanos.

O Paraconiothyrium cyclothyrioides isolado no estudo ja foi referido causando infeccdes
cuténeas, respiratorias, endoftalmite, ungueal, em regido suprapatelar e em dissemina¢&o pulmonar
e cerebral (GORDON et al., 2012; COLOMBIER et al., 2015; VALENZUELA-LOPEZ et al., 2017,
GARCIA-HERMOSO et al., 2019; HAMED et al., 2021).

Parengyodontium album possui atividades proteoliticas e queratinoliticas, que o tornam
um patégeno emergente oportunista (SIMONOVICOVA; GODYOVA; KUNERT, 2004;
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MACEDO et al., 2007). Este foi relatado como agente de infeccdes superficiais e sistémicas, tais
como: granulomatose mamaria, cerebrite, eczema vesiculosum, endocardite, fungemias e ceratite,
de acordo com o levantamento realizado por Tsang et al. (2016).

Sendo o terceiro género em numero de especies obtidas no presente estudo, foram
resgatadas quatro espécies de Penicillium, sendo elas: P. capsulatum, P. citrinum, P. costaricense e
P. olsonii. Na condicdo de agente causador de infec¢do invasiva em humanos, o Penicillium
capsulatum ndo havia sido documentado até 2013, quando foi relatado o primeiro caso mundial de
infeccdo pulmonar em imunocomprometido portador de diabetes mellitus tipo 2. Contudo, parece
ter sido o Unico caso registrado desta espécie envolvida em infec¢cdes humanas, uma vez que nao
foram encontrados outros casos na literatura médica (HOUBRAKEN; SAMSON, 2011; CHEN et
al., 2013b; YANG et al., 2016).

Como patodgeno oportunista em humanos, P. citrinum tem sido isolado de amostras clinicas
de escarro, aspirado traqueal, LBA e liquido cefalorraquidiano , além de ser apontado como
responsavel por causar infecgao cutanea, ocular e pulmonar, incluindo IF pulmonares invasivas com
envolvimento pericardico e coinfeccdo com Pneumocystis jirovecii Frenkel (MORI et al., 1987;
MOK et al., 1997; KRISHNAN et al., 2015; GARG et al., 2016; GUEVARA-SUAREZ et al., 2016;
HESSE et al., 2017; BEENA et al., 2021).

Quanto a P. costaricense, ndo foi encontrado na literatura relatos sobre sua patogenicidade,
mas, ha registro de que foi isolado pela primeira vez do intestino de Rothschildia lebea (Guérin-
Méneville, 1868) na Costa Rica e apds 17 anos do primeiro isolamento foi encontrado no Brasil em
ambiente cirtrgico. O segundo isolamento da espécie foi documentado em 2020 como primeira
ocorréncia para a América do Sul, primeiro relato como anemofilo e segundo registro mundial
(Apéndice A) (SOBRAL et al., 2020).

No que concerne a P. olsonii, s6 foi localizado um estudo mencionando o isolamento da
espécie em amostras clinicas, o qual foi obtidodo trato respiratorio de um paciente com fibrose
cistica em um hospital da Dinamarca (NIELSEN et al., 2014).

Pseudopithomyces chartarum produz esporidesmina que pode afetar a integridade das
células do figado e intestino humano, bem como, o 3-NP que pode conduzir a morte. Além disso, ja
foi relatado causando IFI em individuo imunocompetente (WANG et al., 2017; GIORDANO et al.,
2018; AWUCHI et al., 2022; SKOGVOLD et al., 2022).

Apontado como patégeno humano emergente e oportunista, Purpureocillium lilacinum
raramente estd ligado a infec¢Bes, mas pode infectar imunocomprometidos, por meio de corpos
estranhos, dispositivos implantados como proteses valvares, cateteres, implantes de lentes,
derivacdes ventriculo-peritoneais, cirurgia prévia ou trauma contribuindo para 0 aumento da
morbimortalidade (LUANGSA-ARD et al., 2011; BATARSEH et al., 2020; SPRUTE et al., 2021,


https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/cerebrospinal-fluid
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ALHARBI et al., 2022). A espécie tem sido descrita na literatura médica causando infeccoes
cutanea, subcutanea, pulmonar e oculares tais como oculomicose, ceratite e endoftalmite,
osteomielite, em tecidos moles, fungemia e seios paranasais (SPRUTE et al., 2021; ALBERT et al.,
2022).

A infeccdo causada por Rhizomucor pusillus pode ocorrer de forma isolada ou disseminada
a qual pode alcancar a corrente sanguinea e/ou pelo menos dois sitios ndo adjacentes, sendo a
mucormicose rino-orbito-cerebral e pulmonar as formas mais prevalentes (JEONG et al., 2019;
PANDEY; GUPTA, 2020). Na disseminacdo, embora muito rara, a progressdo é agressiva e fatal,
podendo comprometer nas mucormicose rino-6rbito-cerebral, 0s seios paranasais, orbitas e cérebro;
na mucormicose pulmonar profunda, a infecdo pode comprometer os pulmdes, parede torécica,
coracdo, artéria ou aorta; nas infeccdes cutdneas profundas, pode haver invasdo de musculo, tenddo
Ou 0ss0; e na mucormicose gastrointestinal, o trato gastrointestinal luminal e 6rgdos abdominais
como figado, baco, pancreas e vesicula biliar estdo envolvidos; ha ainda a mucormicose renal, de
ouvido, de glandula parétida, de linfonodos e Utero (JEONG et al., 2019; SHI et al., 2022).

Ha na literatura, relatos de isolamento de Talamoryces. atroroseus em amostras clinicas de
escarro, fezes e nasofaringe de pacientes infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana, e em
amostras de LBA de pacientes ndo infectados pelo virus (GUEVARA-SUAREZ et al., 2016;
SURJA et al., 2019). Sobre T. diversus, s6 foi encontrado na literatura médica um estudo que
menciona o isolamento da espécie em amostra clinica de pulmdo (GUEVARA-SUAREZ et al.,
2016). Nao foram encontrados na literatura relatos de A. steynii, C. perangustum, C. vignae e N.
zimmermanii envolvidos em doenca humana. No entanto, A. steynii produz OTA em grande
quantidade (VISAGIE et al., 2014).

Algumas espécies deste estudo ja foram isoladas do ar de ambiente hospitalar e unidades
de saude. A. flavus, por exemplo, ja foi isolado como anemdéfilos em um hospital universitario e
enfermaria hemato-oncoldgico, ambos em Portugal; em UTI de um hospital universitario em
Alagoas e em ambientes criticos e ndo criticos de um hospital Iraniano (ABBASI; SAMAEI, 2019;
CALUMBY et al., 2019; MONTEIRO et al., 2019). A. terreus, por sua vez, foi isolado do ar
hospitalar na Austria (BALAJEE et al., 2009).

As espécies C. cladosporioides, C. halotolerans e P. citrinum ja foram isoladas do ar de
UTI geral e neonatal no estado de Alagoas (CALUMBY et al., 2019; SOUZA et al., 2019). C.
perangustum isolado no ar de ambientes hospitalares, centros de satde, de enfermagem e centros de
tutorias na China enquanto que C. geniculata foi isolada do ar de ambiente de UTI neonatal também
em Alagoas (HSU et al., 2012; SOUZA et al., 2019).

As espécies de P. lilacinum e R. pusillus foram encontradas no ar de um centro oncoldgico

na Franca e no ar e superficies inanimadas de unidade hematolégica, respectivamente (HEUTTE et
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al., 2017; HARTNETT et al., 2019). Nao foram encontrados relatos das demais espécies isoladas
no estudo enquanto anemofilos de ambientes clinico ou hospitalar, sendo este o primeiro estudo a

caracterizar estas especies.

5.2 ECOLOGIA DE FUNGOS ANEMOFILOS

Ao analisar a diversidade e riqueza fungica de cada ambiente, foram isoladas 40 cepas do
CC — 23 espécies, sendo que os géneros mais comuns foram Penicillium, Aspergillus, Cladosporium
e Talaromyces. Cinco cepas foram recuperadas do CCC - A. chevalieri, A. versicolor,
Parengyodontium album, Penicillium olsonii e P. steckii. Trés cepas foram isoladas dos leitos da
UTI - C. halotolerans, C. sphaerospermum e A. neoafricanus. Em relagdo AE-UT], seis cepas foram
obtidas, A. alabamensis, A. costaricensis, Curvularia geniculata, Didymella heteroderae,

Nigrospora zimmermanii e Purpureocillium lilacinum (Grafico 2; Tabela 2).

Gréfico 2 - Frequéncia de similaridade dos fungos anemofilos isolados nas 4reas do Centro Cirtrgico (CC), Corredor
do Centro Cirargico (CCC), Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e area externa da UTI (AE-UTI) do hospital terciario

de Caruaru, Pernambuco, Brasil por meio de diagrama de VVenn

18 | 5

O ambiente do CC concentra um grande nimero de profissionais/m?, diversos equipamentos,
procedimentos e rotatividade de assisténcia direta, 0 que pode contribuir para o aumento da carga
fangica. Essas questdes podem favorecer a contaminacdo ambiental, como observadas no presente
estudo, onde a maioria das cepas obtidas foram resgatadas do CC onde a periodicidade e atengéo na
assepsia de superficies inanimadas é mais criteriosa, a riqueza no CC foi alta diferentemente das

demais areas (CCC, UTI e AE-UTI) que demostraram serem baixas, assim como a similaridade que
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de modo geral foram baixas para todas as areas. A frequéncia de similaridade entre as espécies

encontradas em cada area do estudo esta descrita detalhadamente na Tabela 2. A riqueza de fungos

anemofilos também foi alta nos estudos de Calumby et al. (2019), Monteiro et al. (2019) e Nufez e

Garcia (2023) que avaliaram, respectivamente, a UTI de um hospital universitario em Alagoas, um

hospital universitario e enfermaria hemato-oncoldgico, ambos em Portugal e um hospital clinico na

Espanha.

Tabela 2 - Fungos aneméfilos isolados nas areas do Centro Cirdrgico (CC), Corredor do Centro Cirtrgico (CCC),

Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e area externa da UTI (AE-UTI) do hospital tercidrio de Caruaru, Pernambuco,

Brasil.

Areas de coleta

Espécies
CC CcCC UTI AE-UTI

Aspergillus alabamensis Balajee, Baddley, Frisvad & Samson - - - +
A. chevalieri (L. Mangin) Thom & Church - + - -
A. costaricensis Samson & Frisvad + - - +
A. flavus Link + - - -
A. neoafricanus Samson, SW Peterson, Frisvad & Varga + - + -
A. steynii Frisvad & Samson + - - -
A. terreus Thom + - - -
A. versicolor (Vuill.) Tirab. - + - -
Cladosporium cladosporioides (Fresen.) GA de Vries + - - -
C. halotolerans Zalar, de Hoog & Gunde-Cim. + - + -
C. perangustum Bensch, Crous & U. Braun + - - -
C. sphaerospermum Penz. - - + -
C. subuliforme Bensch, Crous & U. Braun + - - -
C. tenuissimum Cooke + - - -
C. vignae MW Gardner + - - -
Curvularia australiensis (Bugnic. ex MB Ellis) Manamgoda, L.

Cai & KD Hyde . ] ]
C. geniculata (Tracy & Earle) Boedijn - - - +
Didymella heteroderae (Sen Y. Chen, DW Dicks. & Kimbr.)

Qian Chen & L. Cai . ] ] *
Fusarium hainanense M.M. Wang, Qian Chen e L. Cai + - - -
F. pseudocircinatum O'Donnell & Nirenberg + - - -
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Nigrospora zimmermanii Crous - - - +
Paraconiothyrium cyclothyrioides Verkley + - - -
Parengyodontium album (Limber) CC Tsang, JFW Chan, WM
Pong, JHK Chen, AHY Ngan, M. Cheung, CKC Lai, DNC - + - -
Tsang, SKP Lau e PCY Woo
Penicillium capsulatum Raper & Fennell + - - -
P. citrinum Thom + + - -
P. costaricense Visagie, M. Urb & Seifert + - - -
P. olsonii Bainier & Sartory + + - -
Pseudopithomyces chartarum (Berk. & MA Curtis) Jun F. Li,

+ - - -
Ariyaw. & KD Hyde
Purpureocillium lilacinum (Thom) Luangsa-ard, Houbraken, N
Hywel-Jones & Samson i i i
Rhizomucor pusillus (Lindt) Schipper + - - -
Talaromyces atroroseus N. Yilmaz, Frisvad, Houbraken & + i i i
Samson
T. diversus (Raper & Fennell) Samson, N. Yilmaz & Frisvad + - - -

Legenda: Presenca (+); Auséncia (-)

Pires (2021) observaram que Cladosporium e Aspergillus sdo predominantes em ambiente
de terapia intensiva. O acesso restrito a ambientes hospitalares criticos como a UTI contribui para a
reducdo da riqueza fungica, devido ao baixo transito de profissionais, equipamentos e visitantes
(BRASIL, 2002). Por outro lado, esperava-se que a carga fungica encontrada na AE-UTI fosse
maior do que a encontrada na UTI, o que seria aceitavel, visto que é um ambiente sem restri¢oes e
maior circulacdo de profissionais, visitantes e equipamentos (BRASIL, 2002). A AE-UTI, por ser
uma area de acesso, pode apresentar maior contaminacéo ambiental, o que pode ser explicado pelo
aumento do trafego humano e ventilagdo inadequada em relacdo as A&reas restritivas
(YOUSEFZADEH et al., 2022).

O CC apresenta maior riqueza fangica do que o corredor do CC (Tabela 2). Esse aumento
de fungos no CC possivelmente esta associado a quantidade de equipamentos fixos e ao maior
numero de profissionais concentrados nesses ambientes por mais tempo, bem como a frequéncia
com que as portas de acesso as salas sdo abertas. Embora o CC e 0 CCC funcionem com diferencial
de presséo positiva para impedir a entrada de ar contaminado das areas adjacentes e, assim, garantir
a assepsia, a frequéncia com que as portas sao abertas desequilibra a presséo, permitindo a entrada
de contaminantes (ALONSO et al., 2022). Consequentemente, 0s contaminantes tornam-se mais
presentes no CC do que no CCC, certamente porque no CCC ha menos circulacdo de profissionais

e pouco mobilidrio auxiliar. Esses fatos, presumivelmente nos fazem entender porque a


http://www.speciesfungorum.org/Names/SynSpecies.asp?RecordID=551393
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contaminag&o fungica foi maior no CC do que no CCC e, consequentemente, porque os achados sdo
mais preocupantes no CC do que na UT], neste estudo.

A similaridade de fungos anemofilos entre as &reas do ambiente hospitalar estudado, foi
baixa, sendo observadas apenas cinco espécies presentes em mais de um ambiente (Tabela 2), A.
costaricensis, A. neoafricanus, C. halotolerans, P. citrinum e P. olsonii. A. costaricensis foi
encontrado tanto no CC quanto na AE-UTI, enquanto A. neoafricanus e C. halotolerans estavam
presentes no CC e na UTI. O P. citrinum e P. olsonii foram encontrados nas CC e no CCC (Gréfico
2; Tabela 2). A ocorréncia dessas espécies em mais de uma area provavelmente esta relacionada a
contaminacgdo cruzada que pode ocorrer pelo transito de profissionais de saude, colaboradores e
pacientes entre areas ndo restritas e areas restritas. As areas mais similares foram CC versus UTI
(15,39%) e CCC versus CC (14,29%) (Gréfico 3).

Gréfico 3 — Andlise de similaridade de Bray-Cutis da composi¢do de fungos aneméfilos entre as &reas de Centro
Cirurgico (CC), corredor do Centro Cirdrgico (CCC), Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e area externa da UTI (AE-

UTI) do hospital terciario de Caruaru, Pernambuco, Brasil.
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5.3 DETECCAO DE TERMOTOLERANCIA DE FUNGOS ANEMOFILOS

Como critério de inclusdo para as demais metodologias aplicadas no estudo, as 54 cepas
fangicas foram submetidas a avaliacdo de crescimento frente a temperatura de 35 °C (+ 2 °C), destes,
apenas 31,5% (n=17/54) formaram coldnias viaveis. Um representante de cada espécie foi escolhido
aleatoriamente para detalhar a macro e micromorfologia da cultura (Figura 1). Em comunhéo, as
analises filogenéticas destes isolados foram descritas, sendo gerados trés filogramas de acordo com

0 género (Figura 2; Figura 3; Figura 4).
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A maioria das espécies identificadas neste estudo ja foi relatada como causadora de algum
tipo de comprometimento clinico. Segundo Wall e Lopez-Ribot (2020) e Leon- Buitimea et al.
(2021), os fungos patogénicos t€ém a capacidade de crescer a uma temperatura > 37° C, invadir
tecidos profundos associados a sua patogénese, digerir e absorver elementos do tecido humano, a
fim de fornecer sua propria nutricdo e resistir ao sistema imunoldgico humano. Por tanto, a
capacidade de crescimento a 35 °C das 17 cepas pertencentes a Aspergillus, Purpureocillum e

Rhizomucor sugerem o seu potencial patogénico

Figura 1 — Analise morfoldgica dos representantes das espécies fungicas anemdfilos com potencial patogénico isoladas

de um hospital terciario de Caruaru, Pernambuco, Brasil.

URM 8568

URM 8571

URM 8581

URM 8583

Legenda: A e B (Macroscopia das col6nias fangicas: A [Verso] e B [Reverso]); C (Microscopia das coldnias fingicas
por cultura em lamina em meio de cultura MEA) — Ampliacdo 400x; URM 8567 (A. alabamensis); URM 8568 (A.
chevalieri); URM 8569 (A. costaricensis); URM 8571 (A. flavus); URM 8573 (A. neoafricanus); URM 8576 (A. steynii);
URM 8577 (A. terreus); URM 8581 (A. versicolor); URM 8582 (P. lilacinum); URM 8583 (R. pusillus).

Figura 2 — Filograma obtido por anélise de verossimilhancan a partir de sequéncias do gene BenA mostrando o
posicionamento de 15 cepas do género Aspergillus isolado do ar atmosférico de CC, CCC, UTI e AE-UTI de um hospital
terciario de Caruaru, Pernambuco, Brasil. Penicillium brasilianum CBS 253.55 foi utilizado como grupo externo. Os
valores de bootstrap acima de 70% séo mostrados pertos dos nés. Os representantes destacados em negrito foram obtidos
nesse estudo.
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Figura 3 — Filograma obtido por analise de verossimilhancan a partir de sequéncias do gene LSU mostrando o
posicionamento de uma cepa do género Purpureocillium isolado do ar atmosférico de CC, CCC, UTI e AE-UTI de um
hospital terciario de Caruaru, Pernambuco, Brasil. Penicillium limosum CBS 339.97 foi utilizado como grupo externo.
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Os valores de bootstrap acima de 70% sdo mostrados pertos dos nds. O representante destacado em negrito foi obtido
nesse estudo.

Purpureocillium lilacinum URM 8582

Purpureocillium lilacinum CBS 129791

— Purpureocillium lavendulum CBS 128678

Purpureocillium takamizusanense RCEF4767

Penicillium limosum CBS 339.97

Figura 4 — Filograma obtido por analise de verossimilhangan a partir de sequéncias do gene ITS mostrando o
posicionamento de uma cepa do género Rhizomucor isolado do ar atmosférico de CC, CCC, UTI e AE-UTI de um hospital
terciario de Caruaru, Pernambuco, Brasil. Mucor irregularis CBS 103.93 foi utilizado como grupo externo. Os valores

de bootstrap acima de 70% sdo mostrados pertos dos nés. O representante destacado em negrito foi obtido nesse estudo.

Rhizomucor pusillus CNM-CM 2752

99

Rhizomucor tauricus CBS 179.69
99

‘— Rhizomucor pusillus URM 8583

Rhizomucor miehei CBS 360.92

Mucor irregularis CBS 103.93
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5.4 PERFIL DE SUSCETIBILIDADE ANTIFUNGICA DE FUNGOS ANEMOFILOS

A faixa de CIMs para os isolados de Aspergillus variaram de 0,25->16 pg/mL, 0,03-
>16 pg/mL e 1-8 pg/mL para AmB, ITR e VRC, respectivamente. Portanto, 53% (n=8/15) dos
isolados foram considerados nao selvagens contra AmB (A. flavus [ URM 8571 e URM 8572],
A. terreus [URM 8577]), A. alabamensis [URM 8567], A. neoafricanus [URM 8573, URM
8574 e URM 8575] e A. steynii [URM 8576]). Enquanto que, 47% (n=7/15) foram selvagens
(A. terreus [URM 8578, URM 8579 e URM 8580], A. chevalieri [URM 8568], A. costaricensis
[URM 8569 e URM 8570] e A. versicolor [ URM 8581]).

Em relacdo ao ITR, 60% (n=9/15) dos isolados de Aspergillus foram definidos como
néo selvagens (A. flavus [URM 8571 e URM 8572], A. terreus [URM 8577, URM 8578, URM
8579 e URM 8580], A. costaricensis [URM 8569 e URM 8570] e A. neoafricanus [URM
8574]), enquanto 40% (n=6/15) foram selvagens (A. alabamensis [URM 8567], A. chevalieri
[URM 8568], A. neoafricanus [URM 8573 e URM 8575], A. steynii [URM 8576] e A. versicolor
[URM 8581]).

Quando avaliados frente VRC, 80% (n=12/15) dos isolados foram considerados nao
selvagens (A. flavus [URM 8571 e URM 8572], A. terreus [URM 8577, URM 8578, URM 8579
e URM 8580], A. costaricensis [URM 8569 e URM 8570], A. neoafricanus [URM 8573, URM
8574 e URM 8575] e A. versicolor [URM 8581]) e 20% (n=3/15) foram classificados como
selvagens (A. alabamensis [URM 8567], A. chevalieri [URM 8568] e A. steynii [URM 8576]).
Todos os dados estéo descritos no Grafico 4.

Gréfico 4 - Perfil de suscetibilidade dos isolados ambientais de Aspergillus sp. frente a Anfotericina B (AmB),
Itraconazol (ITR) e voriconazol (VRC).
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Avaliar a suscetibilidade antifingica de patdgenos fungicos é uma maneira enérgica
de contribuir para o gerenciamento eficaz de infec¢fes em individuos de alto risco (BADIEE
et al.,, 2022). Espécies ndo selvagens sdo provavelmente as principais preocupacoes
relacionadas a fungos para as unidades de saude. As espécies ndo selvagens frente AmB - A.
flavus (URM 8571 e 8572) e A. terreus (URM 8577) foram isoladas do ambiente cirargico -
area critica que recebe pacientes com comprometimento da saude em diferentes graus, e que
estardo com 0s planos anatdmicos expostos a patdgenos oportunistas durante o periodo
intraoperatério (HALVORSON et al., 2020; LIN et al., 2020; FERRAZ et al., 2022).

O isolamento de A. terreus resistente a AmB, um dos principais agentes da aspergilose,
possui um risco excepcionalmente alto de resisténcia a multiplas drogas (ARENDRUP et al.,
2012; TIANYU et al., 2021; SHAHANDASHTI et al., 2022). Embora o estudo apresente
apenas um espécime de A. terreus ndo selvagem a esta droga, outros autores relatam que a
espécie é inatamente resistente a droga tanto in vivo quanto in vitro (SHAHANDASHTI; LASS-
FLORL, 2019). Também ¢ possivel encontrar na literatura A. flavus ndo selvagem frente este
polienocomo argumentam Yang et al. (2021). Assim como neste estudo, Oliveira et al. (2020)
identificaram espécies anemdfilas ndo selvagens de A. flavus e A. terreus isolados de UTI, CC,
centro de material e esterilizacdo e superficies inanimadas em dois hospitais privados do estado
de Goiés, Brasil.

Sobre a suscetibilidade aos az6licos, Jing et al. (2022a) encontraram cepas selvagens
de A. flavus e A. terreus frente ITR e VRC. Apesar das cepas deste estudo serem do tipo
selvagem contra ITR, ambas as espécies diferiram em relacdo ao VRC que ndo demonstrou
atividade antifangica. As cepas ndo selvagens ao VRC encontradas em nosso trabalho se
alinham com as de Risum et al. (2020) e Dietl et al. (2021), que foram capazes de identificar
cepas potencialmente resistentes de A. terreus contra VRC em dois centros de referéncia para
fibrose cistica da Dinamarca e em amostras clinicas em um hospital universitario na Austria,
respectivamente.

Da mesma forma, Buil et al. (2021) relataram cepas néo selvagens de A. flavus frente
ITR e VRC isoladas durante o tratamento de aspergilose broncopulmonar invasiva subaguda
em um paciente com doenca pulmonar obstrutiva crénica. O voriconazol é o principal farmaco
utilizado no manejo dos casos de aspergilose extrapulmonar e profilaxia da aspergilose invasiva
na auséncia do posaconazol — que atualmente esta indisponivel para uso no Brasil.

CIMs elevadas contra azdis em A. flavus e A. terreus ja foram relatadas, mas, 0s
mecanismos que causam o declinio da suscetibilidade a esta classe farmacologica em relacéo

as espécies citadas ainda ndo sdo bem compreendidos por serem menos estudados que o A.
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fumigatus — tal espécie tem a mutacdo no gene Cyp51la comoum dos principais mecanismos de
resisténcia (SHARPE et al., 2018; RISUM et al., 2020; BUIL et al., 2021). Uma preocupagéo
global deve ser destacada devido ao numero de espécimes fangicos que apresentam
sensibilidade reduzida aos azois, de modo que, a identificacdo do perfil de susceptibilidade tem
impacto na prética clinica (ZORAN et al., 2018; BADIEE et al., 2022).

O perfil de suscetibilidade frente AmB para as demais espécies de Aspergillus do
estudo corrobora os dados de Risslegger et al. (2017), que identificaram cepas ndo selvagens
para A. alabamensis e A. neoafricanus recuperadas de amostras clinicas. O fato de A.
alabamensis ser uma espécie criptica de A. terreus pode supostamente explicar o alto teor da
CIM frente ao farmaco. Masih et al. (2016) relataram a boa tolerancia antifungica a azélicos de
A. versicolor isolado de ceratite, divergindo do nosso resultado em relacdo ao VRC, mas
concordante para ITR.

Aqui, A. costaricensis e A. versicolor se mostraram selvagens para AmB e ndo
selvagens para VRC, divergindo de Masih et al. (2016) em relagdo ao VRC para A.
costaricensis em amostras de espécies raras de Aspergillus clinicamente significativas em um
hospital na india. Com relacdo ao ITR, as cepas mostraram-se ndo selvagem e selvagem,
respectivamente, discordando de Tsang et al. (2020) que identificou uma cepa de A.
costaricensis do tipo selvagem em infec¢fes com espécies raras/cripticas de Aspergillus.

Em relacdo a cepa de A. steynii, os dados de suscetibilidade na literatura sdo escassos,
por ser aparentemente raro ou nunca ter sido relatado como patégeno humano. Até onde
sabemos, este é o primeiro perfil de susceptibilidade de A. steynii, onde a cepa demonstrou boa
tolerancia aos azoélicos avaliados e potencialmente resisténcia a AmB.

A andlise de suscetibilidade para P. lilacinum mostrou valores de CIMs altos para
AmBe ITR (>16pg/mL ambos), mas baixos para ISA (0,125ug/mL) e VRC (2ug/mL),
corroborando os estudos de Albert et al. (2022), que obtiveram espécies isoladas de um paciente
com infecgdo subcutanea cronica. No entanto, ao contrario de Cérrea-Moreira et al. (2022) que
mostraram cepas tipo selvagem para AmB e cepas ndo selvagens para VRC, apenas um isolado
do estudo provou ser ndo selvagem para ITR. Portanto, & aconselhavel que os farmacos
disponiveis sejam testados para determinar o perfil de suscetibilidade de cada isolado.

O R. pusillus foi ndo selvagem para VRC (CIM >16pug /mL), ao contrario dos dados
descritos por Toda et al. (2018) que conduziram um caso de leucemia mieléide aguda
subjacente. De acordo com Liu et al. (2022), a terapia antimicdtica inicial deve ser realizada
com AmB, enquanto ISA e posaconazol para terapia de reducéo da carga fangica, corroborando

os dados inferidos neste estudo, j& que AmB (CIMO0,25ug/mL) foi mais ativo que ISA (CIM
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2ug/mL). Gupta et al. (2022) argumentam que o ITR tem baixa atividade contra esse patdgeno.
No entanto, o espécime analisado indicou o contrario (CIM 1pg/mL). Um ensaio realizado na
China avaliou isolados de R. pusillus contra AmB, ISA e VRC, expondo valores de CIMs
semelhantes aos deste estudo (JING et al., 2022b). Borman et al. (2021) atingiram valores
discordantes em relagcdo ao ITR e ISA em isolados clinicos da mesma espécie. Sen et al. (2021)
demonstraram que AmB ¢ a terapia indicada para mucormicose e torna-se ainda mais eficaz
guando combinada com ISA em pacientes coinfectados por COVID - 19, o que reafirma nosso
resultado.

Atualmente, a preocupacdo com fungos, em especial com os emergentes, tem relacao
direta com as mudancas climaticas que podem provocar uma pressao ambiental capaz de incitar
novas doencas, visto que, as espécies estdo se adaptando paulatinamente ao aquecimento global
e, portanto, desenvolvendo termotolerancia (CASADEVALL, 2020; NNADI; CARTER,
2021). Essa condigdo tem conferido aos fungos cada vez mais capacidade de se tornarem
resistentes, tolerantes ou insensiveis aos antiflngicos, além do mais, tem sido crescente o
namero de individuos suscetiveis. Uma vez introduzidos clinicamente, é possivel prever que a
resisténcia é questdo de tempo e os perfis de resisténcia de cepas tanto podem ser a um quanto
a multiplos farmacos (FISHER et al., 2022).

Curiosamente, parte das espécies isoladas neste estudo apresentam poucos relatos de
infeccdo humana, ou nem mesmo foram recuperadas de ambiente hospitalar, mas expressam
CIMs preocupantes. Este é o primeiro relato de espécimes em ambiente hospitalar critico,
tolerantes a uma ou mais drogas da classe dos polienos e azolicos, assim como, parece ser 0
primeiro a avaliar a eficacia do ISA, um novo triazol contra P. lilacium.

Por fim, o perfil de suscetibilidade antifungica do estudo contribui fornecendo dados
para o estabelecimento, em estudos posteriores, de valores de corte epidemioldgicos para estas
especies ambientais. Todos os valores de CIMs para os isolados bem como suas interpretagdes
de atividade antifingica estdo detalhadamente descritos na Tabela 3. Em negrito estdo

destacados os isolados categorizados como ndo selvagens aos antifungicos avaliados.
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Tabela 3 — Perfil de suscetibilidade antifingica in vitro de fungos anema&filos no Centro Cirtrgico (CC), corredor do Centro Cirtrgico (CCC), Unidade de Terapia Intensiva

(UTI) e area externa da UTI (AE-UTI) no hospital terciario de Caruaru, Pernambuco, Brasil.

Farmaco / Intervado CIMuoo / Padréo de interpretacéo

Codigo Espécie fangica Areade AmB ITR VRC ISA
URM iIsolamento (0,03-16pg/mL)
WT NW WT NW  WT NW WT NW

85677 A. alabamensis AE-UTI 16* 0,5 2

8568 A. chevalieri CCC 2 0,03 1

8569 A. costaricensis AE-UTI 0,25 >16* 8*

8570 A. costaricensis CC 2 16* 8*

8571 A. flavus CcC 16 0,06 4

8572 A. flavus cC 16 0,03 4

8573 A. neoafricanus CC 16* 0,5 4*

8574 A. neoafricanus UTI 8* 4* 8*

8575 A. neoafricanus CC 16* 0,5 8*

8576 A. steynii CcC >16* 0,03 2

8577 A. terreus CC 16 0,25 4

8578 A. terreus CC 2 0,25 4

8579 A. terreus CC 4 1 8

8580 A. terreus CcC 4 0,25 4

8581 A. versicolor CCC 2 0,25 4*

8582 P. lilacinum AE-UTI >16* >16* 2 0,125

8583 R. pusillus CcC 0,25 1 >16* 2

Legenda: URM (Colecéo de Culturas Micoteca URM/UFPE); CIM1go (Concentracdo Minima Inibitéria Fungicida); AMB (Anfotericina B); ITR (ltraconazol); VRC
(Voriconazol); ISA (Isavuconazol); WT (Cepa selvagem); NWT (Cepa ndo selvagem).

tAlto CIM, provéavel cepa ndo selvagem.

Em negrito estdo as cepas, CIM e Padrbes de Interpretacdo contra os medicamentos avaliados de acordo com o padrdo Epidemiological Cutoff Value (ECV) descrito no
documento M38M51S (CLSI, 2022).

Controle de qualidade (Candida parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice [ATCC® 22019] e Aspergillus fumigatus Fresen. [ATCC® 20430]).



64

5.5 ALERGENICIDADE

A imunodetec¢do de alérgenos in vitro entre isolados variou de 0,0 a 1,2 por ODaso.
Em comparagdo com o A. fumigatus ATCC 204305 - cepa referéncia, todos os isolados
ambientais apresentaram diferenca estatistica (p<0,0001). No entanto, apenas 29% (n=5/17)
destes, apresentaram mais alergenicidade do que a cepa de referéncia. Isolados de A.
costaricensis (URM 8569) e A. terreus (URM 8578) produziram 1,7x e 1,8x mais alérgenos,
respectivamente (p<0,0001) (Grafico 5). Estas mesmas cepas foram categorizadas como de
alta producéo de alérgenos, ambas com ODaso de 1,2. Produgéo baixa a moderada foi observada
nas cepas de A. alabamensis (URM 8567) e A. neoafricanus (URM 8573) ambas com ODa4so de
0,8; e ODaso de 0,5 em A. neoafricanus (URM 8574 e URM 8575). A auséncia de alérgenos foi
encontrada em A. chevalieri (URM 8568), A. costaricensis (URM 8570), A. flavus (URM 8571
e URM 8572), A. steynii (URM 8576), A. terreus (URM 8577, URM 8579 e URM 8580) e A.
versicolor (URM 8581). Em relacdo a R. pusillus, a espécie apresentou baixo potencial

alergénico (0,2 ODa4so) e P. lilacinum apresentou alto potencial de alergenicidade (0,9 ODaso).

Gréafico 5 - Potencial alergénico de cepas fungicas anemdfilos obtidos de um hospital terciario de Caruaru,
Pernambuco, Brasil
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Neste estudo, A. costaricensis e A. terreus apresentaram alto potencial alergénico, mas
cinco outras cepas (A. alabamensis, A. neoafricanus [n=3] e P. lilacinum) apresentaram

atividade alergénica moderada (Tabela 4). Esses dados sdo preocupantes, porque 41% (n=
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7/17) dos patégenos avaliados em termos de alergénicos sdo bons produtoresalérgenos, estes
estdo presentes tanto no CC, quanto UTI e AE-UTI, podendo promover doengas alérgicas e
gravidade da asma em individuos suscetiveis. Outro impacto é que, 0s principais produtores de
alérgenos no estudo sdo isolados ambientais de Aspergillus resistentes a derivados azélicos e/ou
polienos, bem como P. lillacinum. Essa ligacdo pode implicar diretamente no progndstico de
internacdo e/ou alergias, dificultando o tratamento, uma vez que os antifungicos utilizados no
manejo dessas cepas podem ndo ser ativos. Além disso, TSAs geralmente ndo sdo realizados na
rotina hospitalar.

Correlacionar a exposicdo fungica a resultados de saude especificos € um desafio
devido a falta de métodos quantitativos padronizados para inferir alérgenos fungicos e as muitas
coexposicdes concomitantes que sdo comumente associadas a ambientes internos Umidos
(WILSON et al., 2010; REPONEN et al., 2013). Outra complexidade é a variacdo sazonal no
tempo e no espago (KAARAKAINEN et al., 2009). Este estudo demonstra que, fungos
aerossolizados em ambiente hospitalar podem levar a uma limitagdo importante na abordagem
terapéutica de individuos sensibilizados e hospitalizados, pois, todas as cepas com potencial
alergénico de baixo a alto, exceto A. chevalieri, se relevaram néo selvagens a pelo menos um
antifungico, e uma das cepas de A. neoafricanus ndo respondeu a nenhum dos antifungicos
testados e possui alergenicidade moderada, expressando a relevancia da analise microbioldgica
do ar atmosférico para a qualidade do ambiente assistencial de salde, sendo este estudo
prioneiro nesta analise de potencial alergénico com espécies ambientais. Todos os valores de
ODsso para producdo de alérgenos, bem como seus padrbes de interpretacbes estdo
detalhadamente descritos na Tabela 4. Em negrito estdo destacados os isolados categorizados

como fortes produtores.

Tabela 4 - Imunodetecgdo in vitro de alérgenos fangicos nas areas do Centro Cirargico (CC), Corredor do Centro
Cirlrgico (CCC), Unidade de Terapia Intensiva (UTI) e UTI externa (AE-UTI) do hospital terciario de Caruaru,
Pernambuco, Brasil.

Padrdo de interpretacdo da producdo de
Cadigo Espécie fungica Area  de alérgenos

URM isolamento DOassp>1 05<DO0Osp<1 DO450< 0,5
Alta Moderada Baixa
8567 A. alabamensis AE-UTI 0,8

8568 A. chevalieri CCcC 0,4



8569
8570
8571
8572
8573
8574
8575
8576
8577
8578
8579
8580
8581
8582
8583

. costaricensis
. costaricensis
. flavus

. flavus

. neoafricanus
. heoafricanus
. heoafricanus

. steynii

> » > > > » » > >

. terreus

>

. terreus
A. terreus
A. terreus
A. versicolor
P. lilacinum

R. pusillus

AE-UTI

CcC
CcC
CcC
CcC
UTI
CcC
CcC
cC
cC
CcC
CcC

CCC
AE-UTI

CC

1,2
0,8
0,5
0,5
1,2
0,9

0,3
0,2
0,4

0,0
0,0

0,2
0,3

0,0

0,2
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Legenda: URM (Colecdo de Culturas Micoteca URM/UFPE); OD (Densidade Optica).

Em negrito estdo as cepas com maior producao de alérgenos detectada.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O estudo documentou a primeira ocorréncia de P. costaricense para a América do Sul,
seu primeiro relato como anemofilo e o segundo registro mundial, além de ser o primeiro
isolado obtido a partir de ambiente cirargico. O indice de riqueza ecoldgica do estudo foi alto
para o CC, mas com similaridade baixa, as demais areas do estudo foram de modo geral baixas,
mas dentre elas, o maior indice foi observado no CC que também apresentou maior similaridade
com o0 CCC e onde os contaminantes estavam mais concentrados.

Foram recuperadas espécies fungicas com poucos relatos em infec¢bes humanas, além
disso, algumas nem mesmo foram isoladas de ambiente hospitalar. No geral, estas espécies se
revelaram como potencialmente resistentes a terapia com antifungicos administrados na rotina
clinica e este estudo é o primeiro relato de espécimes nesse contexto.

Assim como também é o primeiro a avaliar a eficacia de ISA no combate a P. lillacium,
que demostrou ser uma terapia alternativa em potencial. Em tese, houve equilibrio no
guantitativo de isolados que expressaram potencialidade alergénica entre as categorias de alta,
moderada e baixa em comparacdo aos que foram considerados como ausentes na producédo de
alérgenos, alertando para possivel sensibilizacdo ou agravamento em termos de alergenicidade.
Este é o primeiro estudo aa determinar a imunogenicidade por testes imunoldgicos de isolados
de ambiente hospitalar.

O controle de bioaerossois fungicos é um desafio e uma grande preocupacdo para a
salde publica mundial, principalmente em ambientes criticos e restritos, como o CC e a UTI.
Assim, este estudo contribui para o conhecimento da distribuicdo de fungos anamofilos no
ambiente hospitalar, conscientizacdo sobre assepsia e alerta para o surgimento de espécies com
viruléncia nestes ambientes Além de, evidenciar que a salde ambiental em hospitais é
importante para a manutencdo da saude humana. Por fim, conclui-se que a hipdtese de que
fungos filamentosos presentes em CC e UTI sdo suscetiveis a antifingicos € nula, mas valida

no que concerne a possuirem potencial alergénico.
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Introduction

Feoxciliom Lick 1e s penenading and cosmsopelitan proup
of fung whick hodoags o Ascoampecios and caeifcd m
the coder Feotnke, Gmily Asporpllacese ( Voagic of
wl 20000, Visagpe o al. (2004) accepiod 354 spoccs, yet
this mamber o rapudly iscrosasy with the description of
new speces from scveral sshutrsies and habetats (c.p
Houbraken ot sl M6, Harbosa ot al 2015; Dvaa ot al
203; George ot al. 200% Googalives ctal. 209, Viegic ot
al 20004 Speces of Frewillum =oe commonly found =

wil, decaymy organe materals, ansmal foad, md woesd
graizs, as welll 20 indoces (Crex ot 2l 2013 Bashoaa ctal
2016, 2018%; Hosbeaken cf al. 2016k Yaday of al. 2008).
The typacal morphologacel fosure of Poncslee
wpecics i thor domse, hrunbdike, spoce-haanng siruc-
tarex called penicalls. The conaliophores e umple or
tranched and s fonmmuated by chavtors wf ke sloped
phasbdes. The ascrssd spores fooaxdual are prodeced in
chaine fmom the tip of the phasiales, with the young-
ot wposc 3t the boac of the chain, and are noely always
geoes (Raper and Thom 1949, Onoes and Beady 160
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Pt |90} Even though the tasonomic structass of the
oo Poniciliue v well defined, the deatifuation of
wpooes hasad osdy o merphokgy i aill problomanc
(Vaage of ol 204} Thu, mudtigene piylopenctios
uang i-tabub (Ben 4) 2od calmodide (Cal) s recon-
mended o crafirm speccs dentifcacen.

In woder in prownt 3 rmatural clasificewn, specc
of thewe gronas e prowped in scveral soctams bused
om muephclogy and phylogeny | Houbraken f al 2000
The Pencalim soceam Chardeus Hosbeaken & Sam-
won comprscs rather rase peces which exbdnt mono-
verticillete or brverscillate consdophoses (Veage of ol
2046} Currently, Haubraken of al (2020) sccepted nime
poors = thas section: /2 charfent (U Sea, P chermen
mwe Booerge, P coffear SW. Fetcron, FE Vega, Poads
& Nagai, P contarscovar Viage, M. Lch & Scifert, P
condddivar Viage & LR Rusg, P felusanes Bioerge, P
mficwn DK, Sandhe & 1S Sondles, £ lanae Viage &
Yilmaz, md P phoeswcens LFH Beyma. Some of thoae
ooy, wick = P ko, P olhsaran, asd P
phossicesey, were msmly repoctzd a0 sscmepbdon s
odoor boapuesd covirmmeres (Sanca ot 2l 2002 Okies
mad Aszan MY, Dhamired o sl 307, Cho 212l 2008),

Likzother fung, semmuphenic se m cocof Lhe musd com-
mam waps S Fevicliam aporzx dipersion (Naximeste
aal 201 Geserally, fhewe fiaggi are sble o colmiee var
wen sctuirzies (Lieea of sl 2009 =ud arc the mas on-
tarnmants of indoor med srtficually bostad cow poemmces

Chech Lan 60

(Ofrveea ot o 200\ Fungal spoees can snpoct bastan
beath by smph: allape rexction: o by speead of defec-
e 18 immanocerrprusived indrvaduals (Calusnbry of 2l
0¥, Soura ot 2l 20190 Thes, serbeene fungn = mdocr
howpedd covrosemcrts are an iesportant ruk (cse maiely
for petisves wehh immmane wyslern sypainrere, for whoen
the rok of dovaopay micctions cued by sposes o fus-
pal fragreres procnt m the air sxrees sshatastully (L
ctal 2007, Nawumerio et sl 219

Derizg a study sbout the eccurmmce s sncmophs-
loss farygi m mdoor howpetal crvirosments, oo draie of
P commarcense, whach bolumgs to the section Charleni,
wan melstcd. Thas specics wan doxenbad = 26 fooen
u smple plaie sbtamod @ DN from the istetmes of
Rotkacheidin kb {Guerm-Meseville, 1K) foading on
Spomdiar monbie L Sevesteen years afler the Snt no-
Satwny, I specion i bemng seported fie 3 socond time ie
the warld, huwever, now foen the air of 3 mrgery co»-
by = 3 pubshc howpssd = Carsars, Fersammbeco, Beanil
Using morphaogical and molecular analysex, we hogh-
Sy the ocourenee of thus species for the feut tenc 1=
South Amencs and the second tenc = the workd

Methods

Ivelation smd purdication. A ssglos bom 3w
ey contier in 8 public hoapital m Caruaru, Ponenbecs.
Brard (Fag. 1) were collextad in Aagust. October, md

Frgare 1. T incazion in South Avarca (Dacaans, Permambuce, Bt 0" 02075 S2USHOEW) atam feniiem costasane LAV 41
- s
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Scbvaletal | Taut mport of Pemciium corcoscens i louth Amercs 145

December 21X For thi puipone, fhe techaigue of pas-
uve soderentation wae wecd (Abbaa ot 2l MO Sob-
wurzed dextrne agar with chharzmphemacal (100 oy L)
SDAY, commamed m Potn diducs, was seod o the medum
for selaten. Theoe plics were oponed = Im Swunce
off the door 2t different locations in the covirozmcn for

3 surmstes for the dcpostun of the mxmorganmes. Is
the bhoratory, the phatos were kept af mom sarpersture
(LA 2K C £ 2 °C) for 10 dayn. Al colomics grows us
the dubes were transfeered (0 tube slaots wifh malt sgar
Morphalegy. Morpbological snabyes wae performed
accordng w0 the rocommendations of Barboss ot ol
(2068) s wamsrrawry, the stram wae theec-poist isocy-
Sicd in Y-cm platic Fori dishes wsng 3 denee cond-
=l snpermen = Crapek yoaet cvmact agar (CYA), mad
extract agar | MEAL sod mupplomemsad yomt extract agar
(YES) ANl moda wese prepascd 10 Semuon
et al (2008 For determisation of celtiral chocaciens-
e (grwth eaie, dexture of cobsey, pymertsten, and
cxuiston) plates were incahuted = the daek at 25 U Sor
7 dayn. Microcopic cbservatiuss of the ssexual stage
were macks (mes cobsssey grown m MEA. Lactc acid
) wan ed 39 3 masnting fusd md W% cthand
was wed to remene e cadin. The adural coar
with preveess descriptions by Voagic of of (2016) Fol-
krwing the secomencadstons of Harbosa o al. (20201
the ikt wan i the Micotcea
URM calture collection (Federal Unmensty of Pornam-
buuco, Rexife, Branl)

were made from T-day-old colemes grown on MEA
aung the Woesdl Generne DNA Punficstion Ke (Fro-
meyga, Madisen, W) Polymerae chain resctam (FOR)
mrplificeges of the Bond and Calf geee rogions were
perfrmed sming primess ad conddions mdeated by
Viooggie ot al. (20045 The PCR products were soquenced
= both &rocrams with the ssne prencn weng the Hy-
Dye* Tezmirotor v. 31 Cyck Soqeencag K (Applicd
Huowpton Life Tochnalogics, Caehibnd, CA, USA) 3nd
pursicd with NockoSAP" (Exomuckass asd Akalise
Froophiatase Max), sccondng o the masulactacen’ res-
smmendstions. Custigs were ssenddod 18 the SogMan
v L0E; Madson, W1, USA) program. Newly gener
sedd soguences were sebenattad tu Genllaak.

Py logenctic saalywe The gene sogeences generated
wore anahyred = the BLAST sarch and plylogenion
were cakulated for the soome Charfaw with 2 eefer
aunp::ﬁ-t from Viaage ot al. (Mis) The
were aligned usng MAFFT v 7| Katob and
Standley 2‘30-1& the G-AINS-1 alpeeshm sod mam-
ally optazuzed satag MEGA v. 606 {Tarears v al 20111
ente v 1M (Maddum and Maddieos 206) The oot
clTeat w 217 Pouada 20081 Dat zscte wene webocquently

malyred saing 3 seaxsvmm Skcbhood (ML) szalysis
performod mang RASML v 728 HIC BlackBox with

the GTROAMMA sedd for muciootsde sshutitiean
the CIPRES soaomce gasoway (Mg iwwwphylosey)
(Milkr 2t al 20000 A Bayesen tree inference (BE) was
performed m MeBayox v, 322 | Roaguat @ al. M02) 1s
the Bl anabyncx, overy | 000 pmerastions wees wanspled
md the firt 2% of the surpley were discsded. Toces
were vissalized m Faglree v. 112 (Rambast 2000) md
cdited in Adobe [Bustzzior v. S1. Bl posterior peobe-
Inlay |pph 3ned bootszap (da) valees are Bbellod 3t e
nodex. Valucs low than 095 pp and TN bootstrap wp-
poet arc st shoun. Hranches with full sapport in Bayor-
== 3nd RASME arsdiyscs xoc thickenad.

Results

Pewicilitum contarscenwe Viapie, M. Urb & Setfert.
Pervousza 36c 203 ( Viagic ot sl 2016)
Figure 20-H
Idemtificating, Cokey mocphobapy @ CYA calture me-
diem (1.9 crs = desnctor afber 7 daywat 28 “C Jow plase
of ndid welcate, kow mamin, lexture yohamoo: &
sporulation, pray-terguetss 3o opagae geecs cossda on
the serface (MP UAC) (Macez and Pasl 19500 selabide
paments shecet; cradaics sbeent; sclervta abscat; -
verse yellow (MP LHD) ard MEA (25 cm in dismcter
after T dayw 2 25 'Cr radully low sikats plase, brw
margst, lexturs velatinoss; spane orslation. epagec
green comda ma the surface | MIP LHC) sbnence of wd-
uble pygmoni; cxudies sbuenk sclerota alnat: revene
yeliow (MP LIAD) Micrtacopy: conidephurcs monover-
exallste 30-260 « 1-3 wm, sters smooth. Vescdos formed
srmoally oo comdapboree. 24-4 um long Phobdes
snpulicdonn, 10-20 per wpe, 7512 « 2-35 pm Co-
midis wibgloboss, 25-3 » 2.3 ym, smcoth-walled
Onr pinplogenctc amalyvex of I cosoncous md
rebead apecicx were peoparad for the Bead and Cald
pezex, 3 well 30 3 coscaterumon of bath Rewlts
showed, with high wpport vakics, that the scquesce
from P costericewae URM K341 = plood in the same
clade s the seguence of £, cartaonue DVOMC 230520
(Fg- 3k The HLASTn sulyws of the Sond md Cald
respectively, batween UM $341 and de hobstype.
Material examined. BRAZIL » Fermambace, (e
0K 182775, O35 SNS'W, 27 Mar. M0 Laescasa
de Vascoscelos Scbral URM K341 babuor 23 ancmn-
phds; GenBank accemion ma. Send: LTSNS, (oMt
LRTOQI
Dstribustion. Branl and Coses s

Dascussion
Alttoegh Fonucalhue comsrvesse was first fournd imade

the imteatine of 3 caterpaliar of  Rothachubils Aebeau 1=
Conta Rea (Visagne ot 3l 3H6), 3 pecimen of the same
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Scbraletal | Fust wpent of Pmciiue cocsniosnss in South Aveecs 1L

Porvchum chermesinum CBS 231 81 (KJB34441/ AYT41728)
{ PenioNuss cudtyow PPRI 26355 (MKO51835) MKIS1006)
Pantibum ndrum GBS 11961 (EUTZ0N AYT41764)
PoncANum Ao PPRS 25851 (NKAS 1085 MKA51660)
Pamicuss fvdmmum CBS 220 81 (R4S AYZA1753)
. ParvouT choviesé CBS 304 48 {JX091508) AYTA 1727}

I — FaricAut s CBS 119087 [KJSM445 AYT41747)

"

| pre~evvemn
0.00%

L PrcEum phoaneuT CBS 248 32 (814483 AYT41728)

| P costaicunss URM 5041 [LRTDEDXS LRTBAZ31)

| Prveavuam costavicariss DACKC 290520 (TBITEM/ KTBTTS)
Penium googaenso CBS 132828 (EF506223) EFS0523%)

Figure L. Phylogeostc Dee of Aol wotion Chakeia 352 £ couoncnme UM ML conumucwd wuing the ek and Coll geres
WM. Feeohem QICpIEs wik Lad 3L T CLAGIOAD Seqeencat aw Libeled WEN theu JIULM IR ReTOe . Seppon
VIR A0 sbussed Bore Bupedan and Waoorare Bieltood sasyue vales Seow 096 pg and 10 % 2% o ddawn aad indatsd wih
2byphen Banches with pocteoss probabiry sabues o | 00 208 >%6 S e TACned.

wpoces wax wobtod 2x sa azcmophidc in 3 wrgery con-
7 31 3 pebic houputal in the state of Pernembuoco, Brazd.
& 1a not the firat bene that pocior of Penicalive scctios
kol have boen foond = criscal sean of boupital
caviroements (Satica of al. 2002 Okien and Awn 2002,
Dermeel o al. 207; Cho et 2l 20(8), bat acverdhckem, ¢
= anportast that the socond record of this Memicalilam
ooy bas bom found occernng e axch 3 scmutne
howpital crvevemcsl, apocally o information abost
pabogmicry of this speocs conaiss unknows. Adds-
txeally, 1o thex study we costnbetc 1o the knoododge
aof the geographic dstribution of £ contsrcexw n the
wueld. The weal chasactenution of P coutery-
conre URM $341 shoms cloas ximilanty to the descrp-
o by Viege o al. (2006) abboogh we shucrved 3
ﬁw\r-nnlmhd:-sdnmu‘

M-m&h:d’khhyp
£0-260 pm v S0-28%0 ym 3nd 75-12 » 2-15 gom v
A5-115 « 235 pm, rewpectrvzly) The colonics of £
conrioonne described by Viaagie ot al. (2016) s CYA
e sightly dfferont, sa their comdin were found m »
graymh lurguotes mam, whereas oer sram bas graynd-
farpacta ta opeque green cosadi oe the back. Peeuri
dew consarscesne UM B341 sleo has sparsc sporulstios
on MEA, diffcrent from the modaraicly deme spoculs-
ton 1o the hobotype. The phylogenctc smdyws bascd
on the Send md Colf geees indicated tha) £, cousry-
conne URM 5341 e clancly rebtod ®o specics bekmpmy
W the soctoe (harkate aed wan compared wifh cloe

rebven. Pemicdlive chaclent, F. fellatovam, 3sd F.
mpcdnhmml!*hm«-d-

wheress P rovororiorme has moseverticillate

cosxhopheres. The comdiophores of £. caflear, . -
cam, and . phoenice are abo mesovertalide. How-
cver, 1 coffear could be dutinguinbed on the boain of
sraler coloary dammcter ot MEA (1.) cond and CYA (LT
an) 2 25 °C. Unllke . comtarsconse; P mdicwe, md F
phosxicews, if can be cavy dismgunhod by producing
siceacly ppmentad candaic sod shendant sclerta on
MEA. rexpectivedy (Raper and Thom 199 Sandhu and
Sandh 1963 Poteruon ctal. 205 Vieage ot 2l 20061

W report the firat oocurzence of £ contaricenss lo
Soutk Amerca, e find report 30 = sscraphde, sd
oedy the second secoad wockiwide; we mobied thi pe-
cxx from == t» 5 sergical cesler = 3 public heapetal 1=
Hrand, whnch contribetion to the knornlodge of the poo-
graphic datrbution of 3 cerotiakeas fasgi Although F.
cantariconse URM K341 wan ivclaicd from = bogeesd
cnvirosnent, its pthogenicty is uskeown, and there-
fore, further studics are seaded to determiee its medacsl
mmportance and snderstand the postble coologacal rela-
comhive of dhis s
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Dear Editor,

Paecilomyces formosus, a saprophytic fungus found in the for-
est soil and wood surfaces, belongs to a complex of at least
three species (Paecilomyces maximus, Paecilomyces formosus and
Paecilomyces lecythidis). These three species cannot be distin-
guished by microscopic examination and together they form the
P. maximus-clade [1]. As opposed to other species of the genus
Paecilomyces, the species belonging to the P. maximus-clade grow
faster at 37°C than at 30°C, which makes them capable of causing
human infections. Several Paecilomyces species have been reported
to be human pathogens; for example, P. variotii has been associated
with continuous ambulatory peritoneal dialysis (CAPD) [2,3]. How-
ever, case reports of P. formosus pathogenesis are scarce; moreover,
the clinical course and response to antifungal therapy can vary or
be unexpected. Here, we report a peritonitis case caused by P. for-
mosus with elevated MICs to amphotericin B and triazoles, which
was successfully treated with anidulafungin.

The patient was a 53-year-old man with end-stage chronic kid-
ney disease who was undergoing peritoneal dialysis for three years.
He was hospitalized presenting with abdominal pain and cloudy
peritoneal fluid on January 23, 2021. He denied nausea, vomit-
ing, fever, or other symptoms. The patient’s past medical his-

* Corresponding author.
E-mail address: reginaldo.limant@ufpe.br (R.G.d. Lima-Neto).

https://doi.org/10.1016/j.mycmed.2022.101273
1156-5233/© 2022 SFMM. Published by Elsevier Masson SAS. All rights reserved.

tory included focal segmental glomerulosclerosis with preserved
treatment for six years, preemptive kidney transplantation four-
teen years ago, and arterial hypertension without hypertensive
drugs during four months. His medication consisted of a combina-
tion of 1, 25- dihydroxycholecalciferol (0.75 g thrice weekly) and
levothyroxine (50 pg/day). The patient was admitted conscious,
oriented, eupneic, pale (+/4+), hydrated, acyanotic, anicteric, and
afebrile, with a white blood cell count of 8,900/mm3 (neutrophils
34.50%, eosinophils 8.20%, and monocytes 15.80%). Previous im-
ages of computed tomography and magnetic resonance suggested
the presence of a BOSNIAK IV lesion in the pole of the right
kidney (native kidney). He started a new follow-up study of in-
traperitoneal antibiotic therapy with vancomycin and amikacin, but
two days later, the patient developed fever and persistent abdom-
inal pain. Therefore, antimicrobial therapy was switched to intra-
venous vancomycin and meropenem. Liquid examination showed
increased levels of lactic dehydrogenase.

Gram-positive cocci and filamentous fungi (hyphomycete) were
isolated from the patient’s peritoneal fluid and were cultured on
Sabouraud dextrose agar. As fungal infection was suspected, an
empirical therapy with anidulafungin was initiated while awaiting
the fungi identification. Abdominal tomography showed increased
mesenteric fat density (Fig. 1), which suggested inflammatory ac-
tivity. Six days after admission (01/29/2021), the peritoneal drain
was removed, and a new culture presented the same hyphomycete,
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Fig 1. Abdominal tomography image showing increased density of the mesenteric fat and thickening of the diffuse mesenteric fat, indicated by the red arrows.

Table 1

Minimun inhibitory concentration
(MIC) for Paecilomyces formosus
against antifungal drugs, according
to the CLSI protocol.

Antifungal MIC
Amphotericin B 2 pg/ml
Ketoconazole 1 pg/ml
Fluconazole >64 pg/ml
Voriconazole >16 pg/ml
Itraconazole 0.25 pg/ml
Caspofungin 2 pg/ml
Micafungin 2ug/ml
Anidulafungin 0.25 pg/ml

probably a Paecilomyces sp. (Fig. 2), but no bacterial growth. An-
tifungal susceptibility testing was performed following the CLSI
M38-A2 protocol, which revealed that the clinical isolate exhibited
low minimum inhibitory concentration (MIC) against to itracona-
zole, ketoconazole, and anidulafungin. However, it showed elevated
MIC against to amphotericin B, fluconazole, voriconazole, caspofun-
gin, and micafungin (Table 1).

The clinical isolate was cultured on malt extract agar (MEA;
Oxoid, Hampshire, UK) and potato dextrose agar (Oxoid, Hamp-
shire, UK) and incubated at 28°C, for identification by a polypha-
sic approach, which combined morphological characterization and
gene sequencing. DNA was extracted from seven days old cultures
grown on MEA using the Promega DNA isolation kit (Wizard Ge-
nomic DNA Purification Kit) according to the manufacturer’s in-
structions. ITS, B-tubulin, and calmodulin genes were amplified by
polymerase chain reaction (PCR) as described by Barbosa et al [4]..
The purified PCR products were sequenced and analyzed as Bar-
bosa et al [5]. using sequences from accepted species in Houbraken

et al [6]. The clinical isolate of Paecilomyces was stored in URM
Culture collection under registration number URM 8388 and was
grouped with P. formosus CBS 990.73 in a combined phylogram
(1.00 pp, 100% bootstrap) with high statistical support (Fig. 3). We
confirmed the species identification by comparing the phenotypic
and physiological characteristics of the clinical isolate and P. for-
mosus CBS 990.73. The sequences generated in this study were de-
posited in the GenBank database under the accession numbers ITS
(MZ675361), B-tubulin (OU470156), and calmodulin (OU470155).

The patient presented good evolution during hospitalization
without fever or other infectious signs, and dialysis was performed
through a catheter in the right jugular vein, subsequently undergo-
ing permcath implantation without complications on February 12,
2021. The patient completed anidulafungin for 21 days, and he was
discharged from the hospital in good clinical condition on February
19th, 2021, with functioning permcath, and cardiac advice.

We analyzed all reported cases of this clinical picture and other
reports of P. formosus infections by searching PubMed until August
2021. The existence of P. formosus as a human pathogen has been
poorly described. We found only two cases of clinically significant
infection due to P. formosus in immunocompromised hosts [7,8]
and one report in an immunocompetent patient [9]. Therefore, this
article is the first record of P. formosus in peritoneal fluid world-
wide. As this fungus has excellent growth rate at human body tem-
perature (37°C), it is an emerging opportunistic fungal pathogen. In
fact, hyalohyphomycosis caused by P. formosus has rarely been re-
ported; however, fungal infection in the body fluid present within
the peritoneal cavity, between the parietal and visceral leaflets, can
have serious consequences for the patient’s health status. Pastor
and Guarro [10] reported that 40% of patients with fungal infec-
tions in the peritoneal fluid died from complications. This type of
infection is usually related to the manual handling of the dialysis

100
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Fig 2. Paecilomyces formosus. A) Macromorphology on malt extract agar after seven days of growth, presenting a brownish-yellow colony; B-D) Conidiophores with irregular
branches, with olive-brown conidia, smooth, globose walls, and weakly pigmented. Conidia are variable from ellipsoid to cylindric, all with truncated ends. Lactophenol was

used as a mounting fluid for microscopic examination. Scale bars = 10 pm.

catheter [11]; however, this does not appear to be the case of our
patient. He lives nearby large areas dedicated to the monoculture
of sugarcane (municipality of Palmares, Pernambuco, Brazil), which
may be the origin of contamination because these types of fungi
are commonly found in sugarcane.

Antifungal management was successful in eradicating the infec-
tion of our patient, although an ideal treatment has not yet been
established [12]. Herein, fungal infection was solved with the em-
pirical use of anidulafungin, which coincided with the low MIC
that the clinical isolate presented to this drug. In three previously
reported cases of fungal infections, the treatments used were li-
posomal amphotericin B and caspofungin for six weeks [7], in-
travenous micafungin and lanoconazole ointment [8], and intra-
venous amphotericin B for two weeks followed by six weeks of
oral posaconazole [9], all of which were successful. Nevertheless,
the Paecilomyces clinical strain isolated from our patient showed
high MIC values against caspofungin, micafungin, amphotericin B,
and fluconazole. Some studies have reported variable MIC values
for these drugs against P. formosus [7-9,13]. Since none of these

reports performed antifungal susceptibility testing against anidu-
lafungin, there is the need for further studies to standardize the
treatment of this fungal infection.

In conclusion, this is the first report of peritoneal hyalohy-
phomycosis caused by P. formosus and the first report of infection
by this fungus in Brazil. From the data obtained in this study, we
affirm that the therapeutic choice is fundamental for the resolution
of this infection. Moreover, further studies are needed to describe
the pathogenesis and susceptibility profile of the other species in-
cluded in the P. maximus-clade.

Peritonitis by Paecilomyces formosus
First case report and literature review.
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Owch Lo 18 1)

md 225 ml. of 0.1% peptonc water (1-30p wan addad sen-
ally util 13000 &lutae was seacked. Thow smunture wan
theo soden, end | ml shquots were spread om the wr-
facc of Patri dishes with dxhiuran nosc hengal chloeass-
phenical bave agar (DRBC), dichleran glyocrn agar 13%
(DOIEY ard sall sk agar (MSA) i triphcas (King &
sl al 19N Hocking mad Bt 1960); Novex 23] Mates
were incuhaied Sor 1) dvyw e 25 = | °C. The sleamed
{ungal colonios wers perifiad asd sshoultercd cn petais
deatrone ager (FOA) ol extracy (MEA) and oo
bated at 25 °C for 57 &yx fix sxsormmic characionzs-
twie 3nd sderesfication

Marphulegy. Morphalogical asalyser were porformed
sccordng to the rocommendations of Babos o al
(008 Boiefly, cach straen was moculsed = thres tisse-
peirgs in $-om phatic Feiry dahes weng 3 desse snpes-
wion of coaidi ve Crapck yoat cxtract xgar {UVA) auk
sxtnact age (MEA), sotmeal ager JOA), Crapck agar
(CZ) CYA mupplenemted wath 3% Nal(d (CYAS), cre-
e sger (CREA) and yoast cxseact sz moes sgar (YES).
All modia were pecpered as described by Sarmaon #f 3l
(20084, To detennne fhe cxliur charscomec (growth
were mcshutad = the dark 3t 235 °C for soves dayn. The
color namex and slphasumenc codes were provaded as
described by Rayser (1) Mxsoscopic dhscrvatans of
coloses grows wn MEA were performad. Cuktaral md
micwecopuc featares were o pesvious dewrp-
ms bry Tamng o al (2016} The nolic wa deposicd
= the URM cubkere collection {Mzotecs URM Prof
M Auvidiadors Cavaloati (WODM 804) of the Fod-
exal Unmversty of Fermambuce (UFFE), Reofe, Braed
(Barbona of ol 2000

UNA seyuence ansdyen. Cenomic DNA extoacson was
perfarmod usny the Wizand Geomenie DNA Punfication
K3t (Promega) following the marnfacturer’s secomanes-
datioen. The Scud (bostebulizd and Calf jcalmede-
=) regione were saplifiod uang the pramess azd FCR
coadtxns described by Viagic of al. (20Ma). The PCR
prodects were persied with cxosucizase | md alkaline
phuaphatase cnrymnes corexncd m the Blaess Exol'nS-
tar |-Sizp k2t (UE Healthoses), acoondang b the samafac-
tarer's guadelizes, and mbsogucntly st for sopencng
with the sane primers saimg the B Termmator
v 11 Cycke Soquescang Kit (Applicd Bicwywienss Lifc
Technologes, Carlibad. CA, USA) on the Maltmsecr
Scquenong md Ucss Exproais Pltfiem of e Bio-
hagrcal Scremcex Conter of UFPE

Phylepenctic analyws. Nuckotsde soguences wore
odited md ssscmblod from beth decctass wing the
Scqilm rogmam v M08 and asalyecd uung the
HLASTn progran on the NUHI desbase platiors. The
scipaesce desbase of cach ram waa geersod swng
scqpasscex of fype mutcrnaly prevendy poblubed md
maibble from the NCHL Thes sogeences obtainad i»
this study were xdgecd thrmgh the sultiple slgumants
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cm cue waperfical axd sydomic infectioes md pro-
duce mmpootoxae, whersas ethens are aur snd foud on-
amizares (Khick 2000, Hubics o of. 200); Hosbeaken of
al 24 Vieagic ot ol 20Hb; Chen ot 2l 2005, Frievad
and Larsen 2005; Taang of 2l 2016} When studying the
e of cnpchuemposen @ bumas Sngernaih, Teng of
al (2006 iwilated and dewcribed Asperpaiur hoagion-
oty C O Taang of 3l 34 2 sovel enologacal agent of th
srycous. Thes spoces cerrenaly bolomgs o the sorcs Fere
snkorer, and d was alwo secontly 1sobecd fram bat peane-
M-ﬁluqhh&ﬂcvi&fnh
the Obavasgs basa, Botvwana (Vaage o 2l 210
mafc owmp  Ger kew water activity thal provents e
prodects (Boyhofer ot al 2008 Soquetts @ o ik
Lmcaric ot al. 20200 Adsosgh there are few repecied
ceo of fuod pomcning cassed by contanissicd flose,
sone macrobiological wudios conducsad on dificrend
Sours types have shown that the fusgel commenity »
drverse. Mot of the adentificd specics s the peimary
mpcotoon-peodacing  corsmmuzanes boosgay W the
pezzra Arpergillas asd Fewicriiam Link =d possca »
xevophilic chancter { Wodssbteser of al 2000 Gah-
gan ot al. 2000, Lasa 2009, Scw et al 21

The difivent sowscer and procemes from whick
fongal cormmmiration cam eccur 1o fleusy mcede o
metcrial barvesng, chamng, four masufactseieg
packagny, tnopert. and soeage Thoe condmons can
be avosded if the raw materal w sored in sccondasce
with the recommended stazdards fie food procoasny
ustil the fmal prodect ix scld (Sosza ot al 200& Sdva of
= 2007, Lava ot . 208

Diering 3 study um the microbuobogxcal and pliywco-
shamical compoatoe of cgppiat foor m Rocde, Brasl,
= stram of A, heoghongenny wae sudated This spe-
e wan previewdy repertad 0 came saychommcoss m
b aaile in Hong Kong | Teang o al 2006) Here, we
proscst 3 detatled description sad Shntratos of 4 Aoeg-
haxpenres asd socond the Srat eccumronce of thw specics
= Scuath Amcrecs and the thed report woddeide.

Methods

wold in bulk were obtainnd froen 2 specssionnd wioee 8
the meteopobem sepon of Recile, Brazil, dunng Sep-
mmber to Nevewdber 20T The sarrgles were collected
from three differest butchcs and wored @ vk plaec
bags. Exch sarrpde was sualyred withan 24 b of scquud-
twer. The fungi were sodiied acooeding W the method
dewcribed by Albodss o al. (2008) Sanples were mi-

e suluton e 1 ma, el dhrce with sler
de dutilled water, snd then the cxcre waler was dicd
with ster e filtzr paper: The packapes were oposed under
for pheng. Befly, 25 g of cach snple was mmowd,

Chock Laz 1B )

md 125 mil. of 0. 1% peptone water (309 wan added sen-
ally ustil | 3000 Slutwn was reached. Thoe mistare was
then whoken, and | ml abguots were spread oe the wr-
face of Pan dishes withk &chionn rowe boagal chlosan-
phenicol bone agar (DREC), dachlors ghoerod agar 1i%
(DOIEY, and malt wlt agar IMSA) m inphcate (King o
sl sl 197 Hocking and Pitt 1980 Neves 2043) Mates
were incubated Sor 10 days = 28 = | “C. The chesned
fingal colonios were pemibod and sshoultesed cn potate
destrosc 2gee (PO or muadt cxtrace (MEA) and sce-
heatod 3t 25 °C for 57 doyn fiw tscnomic charackziza-
s and whcrafication

scondng to the rocommendstions of Baboo ot al
(2008}, Brictly, cach stran was mocubecd = three time-
potrex in %-cm pltic Pein dabos wsng 3 desse supes-
wien of comadis on Crapok yeont cxtract sgar (CYA) mak
cxtract sgar (MEA), satmcal ager 0A), Crapck agar
CZ), CYA mpplomemted with 4 Na(l ([CYAS), cre-
stnc agar (CREA) and yeast cxtract wacnne agar (YES)
All modis wer pecparcd 3 described by Sarmuoe of al
(20008, To determns the salture charachcritics (grow ik
eate, colmy texoure, papmaentation, snd exudaicd, plates
were inceboted = the dark at 25 °C for soven dayw. The
coker mames and slphasumenc codes were provided as
described by Rayzer (1), Memscopic chacrvatans of
tom by Temg @ 3l (20161 The noltic was depoated
m the UM cukwre collection {Meotocs URM Frofa
Maria Acvdiadors Cavalcmti (WODM 804) of the Fod-
eral Unmverety of Fermambuco (UFPE), Roctc, Braed
(Harbona ot al. 2004

DNA wguesce sastywn. Conomic DNA sxtracson was
performod usayg the Wizand Geoomic DNA Punficatios
Kt (Proscga) following the manufacturer s reooemmcs-
datioen. The Send (bostchulin) and Calf fcalmods-
condtens described by Viagic ot al 12004e). The CR
prodects were pursiod witk cxosuclcane | md adlkaline
phosphiatase crrymes contamed m the Mawra Exol'reS-
r |-Siep kst (GE Healtheare), sccordag to the manufac-
m‘np&luﬂmuﬁm
v 1l Cycke Scquencing Kit (Applicd Biowywicms Life
Technologaos, Carlaadl CA, USA) on the Maltimr

bagical Saceces Corser of UFPE

Paylogenetic analyws. Nuckotude soquences woe
Sogdn program v 1001 and asadyred uung the
HLASTn program en the NUHI datsbasc platfocns. The
sequescr databuse of cach wiram was gescrstod smng
sequezces of type mutrials prevansly puhiabed md
avabble from the NCBL The soqeences obtainad 1=
this stmly wers algead through the mubiple sbgements
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Coeck L 18 )

Flgare 1. Apag a honghangani LAV BET AL Cotaone s bam et 10 0N 1905 aon. grows on WA st and 11 mywnia [ plate and 12

erie, YES plhace 303 ox sevene, S8 place 200 i vena CYAG place 20 0t eve e 04 aod GREA A, C. Dviain of conidaphomms with

v and phidaee D Condda Scaw bans BCo Nam Do S an

Sarcary) Thoen & Claech has becn Sosnd in wagples of
black pepper and cancrys Sour (S e al. 2002, Bpok-
pak ot 2l 2L md 4 wrsicsdor (Vll) Tinh =
strrgiics of caooh mad wheat flowes (Cabafias o al. 200K
Plavied ot 2l 2016 Moen ot al 20000 Accoeding o Chen
o al, (2006), many Lgwergillar speocs bekmpag (o the
sction Nadwlouer produce sflatoxies. This o the ird
recarded repoct of A Aseghonpentiy = lood from Les
Amcrica and the third report woeldwade. [n ser sodecube

Sz, the now recved chatored into 8 wol-supporicd
chade (10001 100%), with the rype spooes bomg the
oaly known stran to date, Marphologacallly, o lincape
(URM 3457) wean conmuient with the ongeal descr piaos
{Temg et al. D16 however, some phonotypc varabons
were observed between the descripticn of the ex-type lin-
cage [ HKUS (T)) sd our bncane (URM B45T) These
varistras inchude differencey m growth retes 2 X5

ort CYA (26 mum v 20 seem), MEA (22 mime v 2026
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me), snd CZ (IR me va. 20-235 mm). In addison, womc
dificrcecex = colomry coler and the proence of saluble
pementy 12 CZ cullare were slnerved pengiliey hoo-
ghoogesats was firvt reperied from dinical samples =4
the cwative orgasien of omychomycoose (Tang <t 2l
have pherctypes that aee diffcrent from hoes of cevecn-
mcntal strama. Our recoed was obtaized from food with
sratcy) e nocded to show whaher these difierences 2c
rebded 1o miche differentiation

We repeet the find cccurmesce of A4 komglompenay
= Sosth Azmrica, s firet seport in 2 Saod product, and
the thind recorded occureescr weddwade. Our report
this spoces nobead (e cpgplsat Sour sold @ Recle-
Permambuace, Hrasil, contriveies o the karwicdas of the
geographuc datrdution of the Ewvotialian fungs.
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