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“Existe um tempo pra cada coisa,
Existe um momento debaixo do céu...
Tempo pra plantar, tempo pra colher
Tempo pra ganhar, tempo pra perder
Tempo pra nascer, tempo pra morrer
Tempo pra chegar, tempo pra partir
Tempo pra apartar, tempo pra unir
Tempo pra chorar, tempo pra sorrir!”

Eclesiastes
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MICOSES EM IMUNODEPRIMIDOS, ATIVIDADE PROTEASICA E ESPECTRO
DE ACAO DA ITURINA-A FRENTE AOS AGENTES ETIOLOGICOS

RESUMO

Pacientes imunodeprimidos sdo susceptiveis a infeccdes fungicas. A patogénese e
conseqiiéncia das micoses oportunistas dependem dos fatores de viruléncia das espécies e da
habilidade de sobrepor os sistemas de defesa do hospedeiro e danificar os tecidos. Atividade
protedsica contribui para esta patogénese. Novos agentes antiftingicos precisam ser testados
para o tratamento das micoses mais resistentes, tais como iturina-A, um peptidolipidio
extraido do Bacillus subtilis. O objetivo desta pesquisa foi detectar micoses oportunistas em
imunodeprimidos, determinar a atividade protedsica e o perfil antifiingico de iturina-A frente
aos agentes etiolégicos. Diferentes amostras clinicas foram investigadas incluindo escamas
epidérmicas, esputo, fezes, urina, lavado broncoalveolar, sangue e fragmentos de tecidos.
Soro de albumina bovina (BSA), caseina e gelatina foram os substratos testados para
atividade protedsica. O teste de susceptibilidade foi desenvolvido utilizando-se iturina-A em
trés concentracdes diferentes. Trinta e cinco isolados foram obtidos incluindo as espécies:
Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondii, Trichosporon cutaneum;
Paracoccidioides brasiliensis, Fusarium verticilioides, F. solani, Aspergillus fumigatus,
Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum e Engyodontium album (patégeno emergente).
Producdo de protease foi demonstrada em vinte e sete isolados com melhores resultados
evidenciados em BSA, especialmente com as espécies de Candida. Os isolados de leveduras
foram sensiveis a iturina-A apenas na concentracdo testada mais alta (7,7mg/mL) e o perfil de
susceptibilidade dos fungos filamentosos variaram entre as espécies. P. brasiliensis
apresentou os melhores resultados, sendo susceptivel nas trés concentragdes testadas.

Palavras-chave: Micoses oportunistas, atividade protedsica, iturina-A.



MYCOSES IN IMUNODEPRESSED PATIENTS, PROTEINASE ACTIVITY AND
ITURIN-A ANTIGUNFAL PROFILE AGAINST THE AETHIOLOGICAL AGENTS

ABSTRACT

Immunodepressed patients are susceptible to fungal infections. The pathogenesis and outcome
of the opportunistic mycoses are dependent on the virulence factors of the species and the
ability to overwhelm the host’s defense systems and damage the tissues. Proteinase activity
contributes to this pathogenesis. New antifungal agents need to be tested for the treatment of
the more-resistant mycoses such as iturin-A, a peptidolipid extracted from Bacillus subtilis.
The aim of this research was to detect mycoses in immunodepressed patients, determine the
proteinase activity and iturin-A antifungal profile against the aethiological agents. Different
clinical samples were investigated. Bovine serum albumin (BSA), casein and gelatin were the
tested substrates for proteinase activity. Susceptibility test was developed using iturin-A in
three different concentrations. Thirty-five isolates were obtained including the species:
Candida albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis, C. guilliermondii, Trichosporon cutaneum;
Paracoccidioides brasiliensis, Fusarium verticilioides, F. solani, Aspergillus fumigatus,
Trichophyton rubrum, Microsporum gypseum and Engyodontium album (emerging pathogen).
Proteinase production was demonstrated in 27 isolates with best results evidenced on BSA,
especially with Candida species. Yeasts isolates were sensitive to iturin-A only at highest
tested concentration (7.7mg/mL) and the profile of susceptibility of filamentous fungi varied
between the species. P. brasiliensis showed the best results, being susceptible at all tested
concentrations.

Key words: Opportunistic mycoses, proteinase activity, iturin-A.
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1 INTRODUCAO GERAL

Micoses sdo doengas produzidas por fungos, organismos eucariontes, aclorofilados,
saprobios, simbiontes ou parasitas, que podem no homem causar infec¢des superficiais,
subcutaneas, sistémicas ou oportunistas (LACAZ et al., 2002; NUCCI; MARR, 2005).

Os fungos saprobios, em condi¢des favordveis frente a um hospedeiro
imunodeprimido, podem tornam-se patégenos, causando quadros clinicos varidveis, desde
processos febris benignos a septicemias, algumas vezes fatais, se ndo forem diagnosticados e
tratados adequadamente (ZAITZ et al., 1998; LACAZ et al., 2002; MACIAS et al., 2004).

Dentre os fatores que contribuem para a patogenicidade, destaca-se a capacidade de
produzir enzimas e micotoxinas. Entretanto, a inibi¢do destes metabdlitos pode ser induzida
através do uso de algumas substiancias como anti-retrovirais e iturina-A, respectivamente
(KLICH et al., 1991; MAYSER et al., 1996; SIMPANYA et al., 1996; SINGH, 1997; BORG-
VON ZEPELIN et al., 1999; LACAZ et al., 2002; SIDRIM; ROCHA, 2004).

1.1 MICOSES OPORTUNISTAS

A diversidade de manifestacoes clinicas decorre da patogenicidade do fungo e da
resposta imunoldgica do hospedeiro apresentando gravidade varidvel, podendo manifestar-se
como processo alérgico ou até infec¢do disseminada tornando fundamental o diagndstico
clinico e micoldgico na rotina médica dos pacientes, principalmente imunodeprimidos, uma
vez que estes individuos apresentam diversas patologias severas favorecendo a infeccao
oportunista (ZAITZ et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2002).

As micoses oportunistas sdo detectadas em pacientes mais suscetiveis, portadores de
disfuncdo imunoldgica cujos quadros clinicos severos sao importantes causas de morbidade e
mortalidade. As causas das imunodepressdoes determinam desde estados transitérios a
permanentes, que comprometem o sistema imunolégico (GAUR; FLYNN, 2001; LACAZ et
al., 2002; PIERROTTI; BADDOUR, 2002).

A grande incidéncia das infec¢Oes flingicas oportunistas decorre de fatores intrinsecos
ao hospedeiro como pneumopatias, cardiopatias, neoplasias, insuficiéncia renal cronica,
transplantes, hemopatias e a Sindrome de Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS), e extrinsecos
como uso de procedimentos invasivos, medicamentos imunossupressores assim como
internamento prolongado em unidades de terapia intensiva, onde a microbiota nosocomial é
rica em fungos (KWON CHUNG; BENNETT, 1992; SABALLS et al., 2000; SCULLY;
MONTEIL; SPOSTO, 2000; GAUR; FLYNN, 2001; WEIG; REICHARD; GROB, 2001;
PIERROTTI, BADDOUR, 2002; LUMBRERAS; GAVALDA, 2003).
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As micoses oportunistas podem ser causadas por diversos fungos, destacando-se
espécies de Candida, Aspergillus, Fusarium e Cryptococcus, alguns como as leveduras fazem
parte da microbiota normal do individuo (LATGE, 1999; RANDHAWA, 2000; AYMAN et
al., 2002; LACOMBE; GIRARD, 2004; ORTIN et al., 2004).

Nos ultimos anos estas micoses t€ém se destacado pela diversidade de fungos isolados e
pela gravidade, com vdrios casos documentados. Estes fungos emergiram como patégenos
relevantes durante as ultimas décadas ao se tornar mais freqiiente o diagndstico de infeccoes
oportunistas em pacientes imunocomprometidos (SEELIGER, 1983; BODEY; ANAISSIE,
1989; ASCIOGLU et al., 1999; GAUR; FLYNN, 2001; LACAZ et al., 2002; LUMBRERAS;
GAVALDA, 2003; SIDRIM; ROCHA, 2004).

O aumento na incidéncia de infecc@o flingica oportunista foi primeiramente avaliado
por Stefanini; Allegra (1957), no periodo entre 1943 e 1947, indicando que 3% dos pacientes
com neoplasia (leucemia aguda) desenvolveram micoses oportunistas. Todavia, entre 1954 e
1956, estes mesmos autores detectaram um aumento bastante significativo para 22% neste
grupo. Bodey (1966), entre 1954 e 1964, apds andlise de autOpsias em pacientes com mesma
doenca de base reafirmou o aumento no nimero das micoses oportunistas de 10% para 30%.

Bodey; Anaissie (1989) mencionam a quimioterapia intensiva contra cancer,
transplantes de 6rgaos, antibidticos de largo espectro e alimentacdo parenteral como os fatores
que mais contribuem para o aumento na incidéncia das micoses oportunistas.

De acordo com diagnésticos realizados na India por Jindal et al. (2000), a apresentagio
de micoses do trato respiratério em pacientes imunodeprimidos muitas vezes se assemelha a
infec¢des oportunistas de outra etiologia, podendo ser causadas por espécies de Candida,

Cryptococcus, Histoplasma, Sporothrix e Aspergillus.

1.3.1 ASPERGILOSE

Em 1989 Bodey e Vartivarian, consideravam aspergilose quase que exclusiva de
pacientes com leucemias, contudo mudancas relacionadas a incidéncia desta micose em
portadores de outras doencas t€m sido constatadas. Richardson; Johnson (2000); Oliveira et
al. (2002) descrevem aspergilose como uma condi¢do infecciosa, ndo contagiosa, de etiologia
fingica, determinada por espécies do género Aspergillus.

Pesquisas recentes indicam a forma pulmonar como a mais freqiiente; contudo, formas
extrapulmonares podem ocorrer e geralmente sdo graves, com acometimento cerebral, ocular,

cutaneo, 6sseo e cardiovascular. Nao havendo predilecdo por zonas climdticas, sexo, idade e
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etnia, sendo uma doenca de ocorréncia universal (RICHARDSON; JOHNSON, 2000;
OLIVEIRA et al., 2002).

Apés pesquisas desenvolvidas por Mylonakis et al. (1998), foram constatados
numerosos casos de aspergilose em adultos infectados pelo virus HIV; todavia, os autores
consideram este tipo de micose menos freqliente em criancas infectadas por este virus.
Patterson et al. (2002) verificaram que a maioria dos casos de aspergilose ocorreu em
pacientes com malignidades hematoldgicas e nos transplantados de medula 6ssea.

Albelda; Talbot (1988); Chung-ming Chu et al. (2004) indicam aspergiloma como
uma forma de aspergilose ndo-invasiva que pode se desenvolver em hospedeiro sauddvel, no
qual o microrganismo coloniza uma cavidade pré-existente formada por processo destrutivo
que envolveu previamente o pulmao, tal como a tuberculose pulmonar.

Virios autores definem aspergiloma ou bola flingica como uma massa fingica,
constituida de células inflamatérias, fibrina, muco e tecido necrosado, que se desenvolve
numa cavidade pulmonar pré-existente, cujas caracteristicas clinicas sdo hemoptise recorrente
variando de pequenos episddios de escarros hemopticos a hemorragia fatal, particularmente
em pacientes com tuberculose cavitaria (HORI et al, 2002).

Gefter et al. (1981) concluiram que aspergiloma pode ser visto em aproximadamente
metade dos casos clinicos de aspergilose pulmonar e o espessamento pleural adjacente € uma
caracteristica encontrada podendo ser uma indicac¢ao precoce de processo invasivo localizado.

Para Binder et al. (1982) a minoria dos pacientes pode apresentar aspergilose
assintomdtica com radiografias de térax exibindo infiltracdes nas zonas superiores dos lobos
ou nos segmentos superiores dos lobos mais baixos.

De acordo com Chen (1997) e Khan et al. (2000), a maioria dos casos de aspergiloma
compromete apenas um dos lobos do pulmio, porém o envolvimento bilateral pode ser
percebido em 5 a 10% dos pacientes.

Miller (1996) sugere o questionamento quanto a forma ndo-invasiva de aspergilose,
podendo em alguns casos tratar-se da forma invasiva inicial. Quando na auséncia de
cavidades pré-existentes, o microrganismo pode criar sua prépria cavidade e se desenvolver
como um organismo relativamente nao-invasivo.

Para Gefter et al. (1981) aspergilose semi-invasiva tende a ocorrer em pacientes cujo
sistema imunoldgico estd seriamente deprimido, como na doenga pulmonar obstrutiva cronica

ou diabetes.
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A cultura do escarro segundo Lopes et al. (2004) apresenta uma positividade de 8-
34%, devendo-se considerar que nem sempre o isolamento de espécies de Aspergillus
significa ocorréncia de doenca, uma vez que pode ocorrer contaminagdo das amostras ou
colonizagdo, sendo comum em pacientes que utilizam antibioticoterapia. Os resultados das
culturas devem ser correlacionados a presenca de fatores de risco como granulocitopenia,
transplante de 6rgdos, doencas neopldsicas, imunoterapia e corticoterapia.

Estudos com corticoterapia tém demonstrado uma resposta adversa do hospedeiro,
estimulando a patogénese da aspergilose pulmonar invasiva. O uso criterioso de drogas
profilaticas ajudaria a diminuir as complica¢cdes durante o tratamento e reduzir os riscos de
adquirir uma micose oportunista. Para melhorar o progndstico da aspergilose invasiva, torna-
se importante reconhecer as caracteristicas clinicas da aspergilose extrapulmonar e instituir
tratamento anti-fingico agressivo (HORI et al, 2002; LACOMBE; GIRARD, 2004; BALLOY
et al., 2005; STEPHENS-ROMERO; MEDNICK; FELDMESSER, 2005).

As terapias imunossupressoras sdo fatores extrinsecos determinantes para o aumento
do nimero de micoses oportunistas, principalmente por espécies de Aspergillus, as quais sao
cada vez mais invasivas e fatais (LUMBRERAS; GAVALDA, 2003; BALLOY et al., 2005;
STEPHENS-ROMERO; MEDNICK; FELDMESSER, 2005).

Baseado nos estudos de necropsias de Bodey; Vartivarian (1989), a maior parte dos
pacientes que vao a 6bito com aspergilose invasiva apresenta a forma disseminada da doenca.
Segundo Lumbrelas; Gavalda (2003) laringite, endoftalmite, meningite, osteomielite e
endocardite sdo formas clinicas que podem ser evidenciadas neste tipo de infeccdo por
Aspergillus.

Endocardite fungica caracteriza-se por uma infeccdo que envolve o endocérdio e
outras estruturas cardiacas. E uma forma rara de aspergilose disseminada, sendo mais
freqiientemente observada como complicacdo de cirurgia cardiaca, especialmente associada a
véalvulas protéticas suspeitando-se, nestes casos, de infec¢do adquirida durante ato cirtrgico.
Todavia, o foco primério da infec¢do é pulmonar (BARST; PRINCE; NEU, 1981; WALSH;
BURKLEY, 1982; BAYER; SCHOLD, 2000; GARCIA; GARCIA-FERNANDEZ;
CEBADA, 2005).

Segundo Casson; Riordan; Ladusens (1996) e Pierrotti; Baddour (2002) anormalidades
anatomicas do coracdo, valvulas protéticas, catéter venoso central, antibioticoterapia e
corticoidoterapia prolongadas, quimioterapia assim como estados de imunossupressao
transitéria e permanente, sdo analisados como fatores predisponentes a micoses oportunistas

que envolvem o coragdo e estruturas relacionadas ao sistema circulatério.
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Casson; Riordan; Ladusens (1996) apresentaram o primeiro caso de endocardite por A.
nidulans em uma crianca de trés anos do sexo feminino com doeng¢a granulomatosa crénica
associada a um defeito congénito de septo atrial. Como indicios de fungemia foram
diagnosticadas lesdes de pele na paciente. Durante procedimento cirdrgico, foi observada a
presenca de uma massa fungica na parede lateral do atrio direito e isolado o agente etiolégico.

Pierrotti; Baddour (2002) afirmam que a endocardite de etiologia fungica representa
mais de 50% dos casos de 6bito. A cirurgia pode ser definida segundo Rueter et al. (2002)
como tratamento de escolha para endocardite por espécies de Aspergillus.

Verghese et al. (2004) reportaram dois casos fatais de endocardite fungica adquirida
apos cirurgia cardiovascular, com o desenvolvimento de embolismo da artéria femoral como
apresentacdo clinica inicial. A. ferreus e A. flavus foram isolados a partir das culturas dos
€mbolos e dos tecidos biopsiados das vélvulas cardiacas.

Garcia; Garcia-Fernandez; Cebada (2005) descreveram um caso de endocardite num
paciente de 34 anos do sexo masculino com AIDS, usudrio de drogas intravenosas. Apds
tratamento cirdrgico para pseudoaneurisma com cultura negativa para fungos, o paciente
iniciou processo febril intenso de causa desconhecida, com progressao fatal. Através da
autopsia, efusdo do pericdrdio, pele e linfonodos foram positivos para A. fumigatus.

Revisdo realizada por Garcia; Garcia-Fernandez; Cebada (2005) sobre os agentes de
endocardite fungica, revelou que sdo isoladas mais freqiientemente espécies de Candida; A.
fumigatus foi o principal fungo filamentoso diagnosticado em 15 dos 152 casos analisados.

Embora cerca de 200 espécies diferentes de Aspergillus sejam conhecidas, sao
considerados patdgenos humanos A. flavus, A. niger e A. fumigatus, destacando-se esta
ultima. Freqiientemente estas espécies estdo envolvidas em sindromes do pulmdo, desde
aspergiloma em pacientes com cavidades pulmonares a aspergilose cronica necrosante em
individuos seriamente imunocomprometidos. A infeccdo é adquirida primariamente através
do trato respiratério podendo disseminar-se para outros 6rgaos (BODEY; VARTIVARIAN,
1989; MILLER, 1996; AYMAN et al., 2002).

A. fumigatus é considerado um fungo saprébio que apresenta um importante papel na
reciclagem ambiental de carbono e nitrogénio. Seu nicho ecoldgico natural € o solo,
especialmente rico em materiais organicos em decomposi¢do. Esta espécie produz conidios
abundantemente, com dimensdes de 2 a 3um capazes de alcancar os alvéolos pulmonares
(MILLER, 1996; LATGE, 1999; AYMAN et al., 2002).

Chung-Ming Chu et al. (2004) afirmam que a inala¢do dos conidios por individuos

imunocompetentes raramente apresenta algum efeito adverso, devido a eliminagdo
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relativamente eficiente através dos mecanismos do sistema imune. A. fumigatus tem sido
considerado um patogeno responsavel pela maioria das formas severas e fatais de aspergilose.

Denning (1998); Latgé (1999) verificaram o envolvimento de A. fumigatus em
aspergilose invasiva causando um elevado nimero de mortes em pacientes com lupus
eritematoso sist€émico, portadores do virus da imunodeficiéncia humana, leucemias,
transplantados. Estes autores chamam a aten¢do do mau prognéstico da aspergilose.

De acordo com Bouza; Moya; Munoz (2001) e Greenberg (2002), em pacientes com
lupus eritematoso sist€émico, peritonites fingicas sdo freqiientes, especialmente por A.
fumigatus.

Hori et al. (2002) destacam A. fumigatus como o agente etiolégico mais comum nos
casos de formagdo de aspergiloma pulmonar e Balloy et al. (2005); Stephens-Romero;
Mednick; Feldmesser (2005) afirmam que esta € a espécie que mais ameaga a vida de

pacientes imunocomprometidos através de diferentes formas de infec¢des oportunistas.

1.3.2 FUSARIOSE

Os fungos pertencentes ao género Fusarium sdo considerados oportunistas, agentes de
infec¢des superficiais em hospedeiros imunocompetentes e infec¢des disseminadas graves em
imunodeprimidos (FLEMING; WALSH; ANAISSIE, 2002; GARBINO et al., 2005).

A ampla distribuicao das espécies pode ser atribuida a habilidade destes fungos de
crescer em VArios substratos e a presenga de varios mecanismos de dispersdo (BURGESS,
1981).

Estes organismos sao saprobios do solo e patégenos comuns de plantas os quais,
dependendo dos fatores predisponentes, podem causar diversas manifestacdes clinicas com
quadros clinicos variados (MERZ et al.,, 1988; GUARRO; GENE, 1995; DIGNANTI;
ANAISSIE, 2004; JENSEN et al., 2004).

Fusariose invasiva disseminada foi reportada pela primeira vez em 1973 por Cho et al.
Desde entdo, vdrios outros casos t€ém sido relatados em pacientes imunocomprometidos com
aumento recente significativo (MUTTON; LUCAS; HARKNESS, 1980; ANAISSIE et al.,
1986; NADLER, 1990; ANAISSIE et al., 1992).

Em hospedeiros imunocompetentes as lesdes sdo tipicamente localizadas e precedidas
por quebra de barreira cutanea como celulite no local de uma onicomicose, ferida cirdrgica,
queimaduras, ulceras profundas ou celulite facial e periorbital em pacientes com sinusite por
Fusarium. Em contraste, acometem pacientes imunocomprometidos, particularmente aqueles

com profunda neutropenia, numa forma de infeccdo disseminada e grave. Dentre os sintomas
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destacam-se os quadros de febre persistente (MERZ et al., 1988; GUARRO; GENE, 1995:
BOUTATI; ANAISSIE, 1997; NUCCI; ANAISSIE, 2002; JENSEN et al., 2004).

Os sintomas nos casos de fusariose sdo febre persistente, apesar dos tratamentos
antibacterianos e antifingicos, e lesdes de pele em 60 a 80% dos casos. As lesdes acometem
comumente as extremidades e aparecem difusas, endurecidas, violdceas ou eritematosas,
algumas vezes progredindo i necrose (MERZ et al., 1988; GUARRO; GENE, 1995;
HANSSON; ROSEN; BRAIDE, 1995; BOUTATTI; ANAISSIE, 1997).

As lesdes de pele causadas por espécies de Fusarium apresentam-se dolorosas, na
forma de nédulos subcutaneos eritematosos e endurecidos, podendo ter aspecto necrotico.
Fraqueza e mialgia podem estar presentes pela acdo das toxinas produzidas pelo fungo
(GAMIS et al., 1991; BOUTALI; ANAISSIE, 1997; GAUR; FLYNN, 2001).

Desde os anos 80, houve um aumento na participacao de espécies de Fusarium como
causa de infeccdes invasivas e disseminadas. Em pacientes imunocomprometidos, tais como
aqueles com malignidades hematolégicas, transplantes de medula dssea e anemia aplésica a
taxa de mortalidade apresenta-se bastante elevada (GAMIS et al., 1991; ROBODONIRINA et
al., 1994; BOUTALI; ANAISSIE, 1997; GIRMENIA et al., 1999). F. solani é considerada a
espécie mais isolada em casos clinicos, seguido pelo F. moniliforme, F. oxysporum e F.
proliferatum (MARTINO et al., 1994; BUSHELMAN et al., 1995; BOUTATI; ANAISSIE,
1997).

Espécies de Fusarium inicialmente foram reconhecidas como patégenos humanos
potenciais baseado na capacidade de producado de toxinas e, posteriormente, como agentes de
infeccdo invasiva localizada causando ceratites, endoftalmites, sinusites, paroniquia e
infeccoes de pele (GAMIS et al., 1991; ANAISSIE et al. 1992).

A patogénese das infec¢cdes disseminadas por espécies de Fusarium é um processo
ainda pouco conhecido; todavia, alguns autores consideram que a via de infeccdo mais
comum € a pele, apds trauma ou doenga periungueal e através das vias respiratorias. Infec¢oes
relacionadas ao uso de cateteres e problemas do trato gastrointestinal também t€m sido
propostas (GAMIS et al., 1991; ROBODONIRINA et al., 1994; BOUTALI; ANAISSIE,
1997).

A porta de entrada nem sempre € determinada, mas na maioria das vezes a fonte de
infec¢do € a via respiratdria, particularmente seios da face, ou cutanea, tendo sido também
reportada colonizagdo do trato gastrointestinal e através de cateter venoso central (MARTINO
et al.,, 1994; BOUTATI; ANAISSIE, 1997; DIGNANI; ANAISSIE, 2004; JENSEN et al.,
2004).
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Segundo Martino et al. (1994), infec¢des em seres humanos geralmente ocorrem apds
a inoculacdo destes organismos através da superficie corpdrea, causando infeccdo cutanea,
onicomicose, ceratite, endoftalmite e artrite. Pacientes com imunodeficiéncia permanente ou
transitéria sao mais susceptiveis as formas disseminadas de fusariose.

Apesar da suscetibilidade do hospedeiro ser considerado fator determinante no
estabelecimento de infeccdo, espécies de Fusarium possuem vdrios atributos celulares e
moleculares que conferem diferentes graus de viruléncia a estes organismos. Toxinas,
producdo de enzimas e aderéncia a materiais prostéticos tém sido postuladas como fatores de
viruléncia. A combinacdo destes fatores e o estado de imunossupressdo do hospedeiro
contribuem para o desenvolvimento das infec¢des invasivas por espécies de Fusarium
(NELSON; DIGNANI; ANAISSIE, 1994).

Bushelman et al. (1995), Kremery et al. (1997) e Paugam et al. (1999) descreveram
casos de infec¢des disseminadas por F. solani em pacientes neutropé€nicos com malignidades
hematoldgicas, cancer e AIDS, respectivamente. Infeccdo disseminada por Fusarium,
segundo os autores, é considerada uma condi¢do grave, em especial nos pacientes com
doencgas graves.

Child et al. (1996) relataram um caso de infeccao disseminada por F. solani apés
transplante de medula 6ssea em um homem de 38 anos com leucemia mieldide cronica.
Foram constatados multiplos nddulos subcutineos e lesdes nos pulmdes, as quais
deterioraram o paciente levando-o a ébito apds trés meses.

Por um periodo de dez anos Boutali; Anaissie (1997) avaliaram 43 pacientes com
doenca hematolégica maligna e infec¢do invasiva ou disseminada por Fusarium sp.
internados em centro de cincer no Texas. Destes casos, 72 a 91% apresentaram envolvimento
cutaneo confirmado através de cultura, 70 a 84% tiveram envolvimento pulmonar suspeito ou
comprovado, e 71 a 79% exibiram envolvimento sinusal através de radiografia dos seios da
face.

Estudos retrospectivos confirmam que infec¢des por Fusarium afetam severamente
pacientes imunocomprometidos, principalmente com malignidades hematoldgicas
(HENNEQUIN et al., 1997).

Sampathkumar; Paya (2001) descreveram um caso de infeccdo cutdnea com lesdes
eritematosas por Fusarium sp. em receptor de transplante de coracdo e figado. Apds
tratamento com anfotericina B intravenosa e local ocorreu remissdo das lesdes e dos sintomas
da infeccdo. Apds transplante de 6rgdo soélido as infecgdes por Fusarium tendem a ser

localizadas e o progndstico mais favoravel que nos casos de neutropenia.
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Mansoory et al. (2003) publicaram o primeiro caso de infeccdo cronica por Fusarium
sp. em paciente adulto com doenga granulomatosa cronica ndao diagnosticada, uma
imunodeficiéncia primadria de células fagociticas.

Jensen et al. (2004) relataram quatro casos de fungemia em pacientes com leucemia.
Todos os pacientes exibiram quadro febril persistente e neutropenia. No primeiro foi isolado
Fusarium sp., ndo tendo sido realizada a identificacdo da espécie envolvida. Nos demais
casos, F. moniliforme e F. solani foram os agentes envolvidos.

Petit et al. (2005) descreveram dois casos de infec¢do disseminada por Fusarium em
criancas de 10 anos, neutropénicas, apés transplante de medula dssea, durante tratamento para
leucemia linfoblastica aguda e leucemia mieldide aguda, respectivamente. O paciente com
LLA veio a 6bito apds tratamento com anfotericina B, ndo suportando a toxicidade da droga
antifiingica.

O aumento na contagem dos neutréfilos e a melhora nas fungdes da medula dssea sao
indicadores de um progndstico favoravel nos casos de infec¢des por Fusarium (GAMIS et al.,
1991; RABODONIRINA et al., 1994; BOUTALI; ANAISSIE, 1997; GIRMENIA et al.,
1999).

Debridamento cirdrgico e excisdo de lesdes localizadas ajudam a limitar a infeccdo e
evitar disseminagdo para outras partes do corpo, uma vez que essas infeccdes normalmente
sdo refratdrias aos antifiingicos padrao (CONFRANCESCO et al.,, 1992; BOUTATI
ANAISSIE, 1997).

1.3.3 LEVEDUROSE

Infec¢bes oportunistas por leveduras sdo cada vez mais diagnosticadas em pacientes
imunodeprimidos, especialmente aqueles que apresentam doencas de base graves como a
AIDS, na qual a levedurose oral pode ser a manifestacdo priméria da sindrome (PORTER et
al., 1999).

Nas infecgdes graves as leveduras assumem papel de destaque, principalmente como
importantes patégenos nosocomiais. Em diversos quadros de candidiase sdo isoladas
comumente Candida albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. guilliermondii,
C. krusei entre outras (GUPTA et al, 2001; KOVACICOVA et al., 2001; DORKO;
PILIPCINEC; TKACIKOVA, 2002; CHAPMAN, 2003; HAWKINS; BADDOUR, 2003;
ROILIDES et al., 2004).
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Candidiase € uma micose oportunista freqiiente em imunodeprimidos, podendo
ocorrer em imunocompetentes, com desenvolvimento de quadros clinicos localizados a
disseminados graves (SCULLY; EL-KABIR; SAMARANAYAKE, 1994).

Infecc¢des disseminadas foram diagnosticadas por Horan et al. (1984), ao conduzir um
estudo de dez anos sobre infec¢des nosocomiais em um centro para controle de doengas,
constatando-se um alto indice de candidemia no grupo de pacientes avaliados.

Diversos processos infecciosos por C. tropicalis sdo relatados em casos de
pielonefrite, infeccdo de trato urindrio baixo, tromboflebite, artrite, bursite, meningite,
infec¢do em multiplos orgdos, pericardite e vulvovaginite (FRADIN; HUBE, 2003; NAGLIK
et al., 2004; BRAMONO et al., 2006).

C. tropicalis tem emergido como um fungo oportunista potencialmente perigoso. Esta
espécie foi citada como fungo oportunista isolado freqiientemente de espécimes clinicos de
pacientes internados em unidade de terapia intensiva (MORGANTI et al., 1982).

De acordo com os experimentos realizados por Fromtling; Abruzzo; Giltinan (1987),
C. tropicalis foi capaz de lesar rins de camundongos com diabetes e neutropenia induzidos,
causando lesdes semelhantes aquelas por C. albicans. Uma grande quantidade de células de
leveduras foi isolada através de cultura dos tecidos lesados, sugerindo os rins como 0rgaos-
alvo em infec¢des sistémicas experimentais por esta espécie de levedura.

Odds (1992) verificou infecgdes bronco-pulmonares, assim como infeccdes
orofaringeas, esofdgicas, fungemia e infec¢des disseminadas por diversas espécies de
Candida. Todos os pacientes eram portadores da AIDS e internos do setor de controle de
doencas. Foram realizados 101 exames post mortem em individuos com esta mesma
sindrome, e diagnosticada candidiase em 11 deles. C. albicans foi considerado o agente mais
freqiiente.

Maesaki et al. (1993) investigaram a incidéncia de leveduras em amostras clinicas do
trato respiratério de 159 pacientes. Secrecdo obtida da faringe, esputo, lavado bronquico e
bidpsia de pulmdo foram as amostras clinicas avaliadas. As espécies identificadas foram C.
albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. lusitaniae, C. krusei, C. guilliermondii e C.
parapsilosis. A taxa de isolamento de leveduras foi mais elevada nos pacientes mais graves.
Dorko; Pilipcinec; Tkacikova (2002) obtiveram achados semelhantes diagnosticando
candidiase por C. parapsilosis, C. tropicalis, C. glabrata, C. guilliermondii, prevalecendo, C.
albicans.

Vazquez et al. (1995) descreveram um caso de infeccdo disseminada por C.

guilliermondii associado a pericardite em mulher de 19 anos com anemia apldsica submetida a
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transplante de medula dssea. De acordo com os autores, este caso foi significante devido ao
alto grau de fungemia de duracdo prolongada, apesar do tratamento com anfotericina B. A
baixa resposta terap€utica ocorreu como conseqiiéncia do alto poder invasivo do isolado, da
neutropenia do paciente e a concentragdo inibitéria minima elevada para anfotericina B.

Tsang et al. (1995) mencionam que C. albicans, embora presente na cavidade oral e
em outros sitios corpdreos como comensal, estd envolvida na maioria dos casos de candidiase
devido a presenca de inimeros fatores predisponentes, em especial a imunodepressao.

Totti et al. (1996) consideram que dentre as diversas espécies de Candida, C. albicans
¢ a mais patogénica, e fatores importantes como capacidade de aderéncia, colonizagdo,
producdo de enzimas e interacoes com as defesas do hospedeiro facilitam o processo
infeccioso.

A incidéncia de micoses oportunistas do trato respiratério foi investigada por Shadzi,
Chadeganipour (1996) a partir de exame micoldgico realizado com 247 amostras de lavado
bronco-alveolar de pacientes imunodeprimidos. As leveduras oportunistas isoladas foram C.
albicans, C. glabrata, C. parapsilosis e T. beigelii (T. cutaneum). Os fatores predisponentes
mais comuns presentes nos pacientes avaliados pelos autores foram cancer, tuberculose e
pneumonia, bem como corticoidoterapia e antibioticoterapia prolongadas.

Segundo Ibanez; Serrano-Heranz (1999), espécies de Candida podem ser consideradas
patégenos intravasculares (corrente sangiiinea, endocardite) e extravasculares (artrites,
osteomielites, endoftalmites). Todavia, C. parapsilosis raramente € agente de infec¢des intra-
abdominais. Os autores relatam um caso de pancreatite aguda fatal por esta espécie em
homem de 48 anos.

Almeid; Scully (2002) ressaltam as caracteristicas clinicas das leveduroses e indicam
as lesdes orais como as mais varidveis, classificando-as em agudas ou cronicas. Dentre estes
quadros clinicos a quelite angular € usualmente um processo cronico, e diabetes mellitus é
considerado um fator sistémico relevante.

Kurnatowska et al. (2003) estimaram a prevaléncia de infec¢Oes por leveduras em
receptores de transplante de medula dssea. Infeccdes multifocais ocorreram em 32 receptores
de transplante renal, sendo mais freqiientes na cavidade oral, reto e 6érgaos genitais. Das 41
amostras isoladas, 31 foram de C. albicans, cinco de C. glabrata, dois de C. guilliermondii,
dois de C. kruzei e um de Saccharomyces cerevisiae.

Dorko et al. (2005) examinaram pacientes com diabetes mellitus, infec¢des do trato
urindrio, ulceras na pele e otomicoses, diagnosticando através de urina, secrec¢do oral, ocular e

de ouvido, escamas ungueais e epidérmicas infeccdes por C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
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kruzei e C. guilliermondii. C. albicans foi a mais freqiientemente associada com
onicomicoses, paroniquia e endoftalmites; C. parapsilosis, a segunda espécie mais isolada.

Shetty et al. (2005) determinaram na cidade de Baltimore, no periodo entre 1998 e
2000, os fatores de risco para candidemia em recém-nascidos, sendo diagnosticados de 35
casos, 19 com infec¢do por C. albicans, nove por C. parapsilosis e cinco por C. glabrata.

Kannan; Janaki; Selvi (2006) avaliaram 165 pacientes dos quais, 29 (17,1%)
apresentavam imunodepressao grave e desenvolveram micoses por diversas espécies de
Candida.

Legout et al. (2006) reportaram um caso de osteomielite fingica por um isolado de C.
parapsilosis resistente a fluconazol, discutindo novos parametros de tratamento nas infeccoes
por esta espécie.

Infec¢gdes da mucosa oral, especialmente candidiase, sdo caracteristicas em pacientes
HIV positivos, sugerindo que a mucosa da cavidade oral imunologicamente comprometida é
uma conseqiiéncia da infec¢do viral (CHALLACOMBE; NAGLIK, 2006).

De acordo com Coogan et al. (2006), candidiase oral € a manifestacdo mucosa mais
freqiiente nos pacientes HIV positivos. Estas podem ser recorrentes, resistentes aos
tratamentos e multifocais. Os autores afirmam a importancia da identificacdo das leveduras

envolvidas nos processos infecciosos para a escolha da terapia antiftingica ideal.

1.3.4 MICOSE EMERGENTE - FUNGO EMERGENTE

Micose emergente denota uma infeccdo rara causada por um fungo que
esporadicamente atua como agente etiolégico (MORSE, 1995). Para Nucci; Marr (2005), a
ocorréncia desta micose estd relacionada as alteracdes imunoldgicas do hospedeiro que levam
a severa imunossupressdo com conseqiiente mudanga no padrao epidemiolégico.

Engyodontium album € um fungo filamentoso que emergiu desde 1972 como agente
etiol6gico de micose em humanos; contudo, atualmente registros esporadicos confirmam este
agente como emergente (AUGUSTINSK et al., 1990).

O status taxonOmico desta espécie tem passado por vdrias mudangas. E. album,
primeiramente classificado como Beauveria alba (VUILLEMIM, 1912) foi considerado
Tritirachium album por Limber (1940). Em 1972, foi nomeado Engyodontium e,
posteriormente, incluidas duas espécies E. album e E. parvisporum (DE HOOG, 1972; DE
HOOG, 1978).
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Cultivado em 1971 de solo de floresta da Ilha de Yaku, no Japdo, foi descrito como 7.
rectidentatum (Matsushima) como uma nova espécie que, posteriormente foi classificada
como E. album (DE HOOG; GUARRO, 1995).

As diferencas morfoldgicas marcantes entre os géneros Engyodontium e Beauveria
foram descritas por Gams; De Hoog; Samson (1984) refor¢adas por De Hoog et al. (2000), os
quais confirmaram a distancia taxondmica entre estes géneros através da biologia molecular.

De acordo com Augustinsk et al. (1990), pode ser isolado E. album de agua, papel,
tecidos e paredes. Sua dispersdao pode ser facilitada pela natureza higrofébica de seus
conidios, tendo sido isolado do ar de casas e hospitais.

Infec¢des humanas com achados para E. album sao raras, contudo De Hoog (1972)
descreveu um caso de infec¢do por esta espécie em paciente com eczema vesiculoso.

Huhn (1977) reportou um caso de uma paciente com lesdes granulomatosas na pele
que desenvolveu abscesso cerebral fatal. Os patologistas observaram no tecido necrético hifas
segmentadas e elementos semelhantes a esporos, sendo isolado em cultura um Hyphomycete
hialino, considerado por muitos micologistas da época como isolado atipico de Trichophyton
rubrum ou T. verrucosum, embora se tratasse de E. album. Parimetros clinicos semelhantes
foram avaliados por Seeliger (1983), o qual constatou lesdo cerebral diagnosticando caso de
cerebrite por esta mesma espécie.

Lesdes de cornea apresentando aspecto de névoa difusa sobrepondo a iris com
formagao de vasos sanguineos na camada superficial da cérnea foram investigadas por
McDonnell et al. (1984) quanto a etiologia de natureza flingica. Os autores concluiram que se
tratava de ceratite causada por E. album.

Augustinsk et al. (1990) publicaram um caso de endocardite em valvula cardiaca por
E. album em paciente de 59 anos com histdria pregressa de cirurgia para ponte de safena.
Clinicamente, o paciente exibia sinais de regurgitacdo aortica severa e recorrente falha
congestiva do coragdo. Apds cultivo de bidpsia da vélvula adrtica houve crescimento para
fungo hialino, tendo sido identificado como E. album.

De Hoog; Guarro (1995) consideraram E. album um fungo queratinofilico e
descreveram suas caracteristicas macroscOpicas, microscopicas e fisioldgicas, assim como
Simonovicova; Gédyovd; Kunert (2004) que, apds identificarem esta mesma espécie isolada
de material dmido de prédio histérico do século XVII na Eslovdquia, comprovaram sua
capacidade queratinolitica ao utilizar cabelo como substrato.

A tricosporonose vem causando impacto cada vez maior como causa de mortalidade

em pacientes imunodeprimidos apesar da terapéutica instituida, sendo descritas desde
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infecgdes superficiais a disseminadas causadas por diversas espécies de Trichosporon como
T. cutaneum (T. beigelli) (LACAZ et al., 2002). Atualmente esta micose ainda € considerada
emergente, com registros de fungemia relacionada principalmente ao uso de cateteres
(KONTOYTIANNIS et al., 2004; NUCCI; MARR, 2005).

Em 1902 por Vuillemin descreveu Trichosporon beigelli como uma levedura blasto
artrosporada (LACAZ et al., 2002). Posteriormente, vérias espécies foram consideradas
sinonimias de 7. beigelli, sendo citadas a partir de 1890 por Behrend, 7. ovoides; 1896 Unna,
T. giganteum; 1921 Rischin, T. asteroides; 1927 Ota, T. cerebriformis; 1928 Ota, T.
granulosum; 1929 Akagi, T. asahii; 1932 Mazza et Nino, T. humahnaquensis; 1935 Dodge,
Piedraia colombiana; 1940 Aréa Ledo T. minor ¢ 1969 Ota, T. cutaneum (BARNETT;
PAINE; YARROW, 2000; LACAZ et al., 2002).

Lodder; Kreger-van Rij em 1952 consideraram 7. beigelli como sinonimo de T.
cutaneum (LACAZ et al., 2002) e Barnett; Paine; Yarrow (2000) citam mais de cinqiienta
sinonimias.

O envolvimento de diversos 6rgios por T. cutaneum foi citado por Haupt et al. (1983)
em infec¢des incluindo pulmdes, olhos, pele e cérebro. De acordo com estes autores, paciente
neutropénico febril pode apresentar episddios de tricosporondria como indicio de
disseminacao.

Walsh et al. (1986) registraram casos de micoses por 7. beigelli (T. cutaneum) em
pacientes com neoplasias reforcando que estas infeccdes quase sempre sao fatais. Pesquisas
posteriores realizadas por Walsh (1989) reportaram 67 casos de tricosporonose com 82% para
infecc¢ao disseminada envolvendo pulmdes, rins, figado, pele, baco e coracao.

T. cutaneum é considerada uma espécie patogé€nica encontrada naturalmente no solo.
Conhecido como agente da piedra branca, esta espécie tem sido citada como causa de
micoses graves emergentes em pacientes imunocomprometidos. Tricosporonose foi reportada
em paciente com doenca neopldsica terminal, cirurgia de vélvula prostética, queimaduras e
em recém-nascidos prematuros. Neutropenia é considerada um importante fator de risco.
Trato gastrointestinal, trato respiratério, uso de cateteres, procedimentos cirirgicos cardiacos
e algumas lesdes de pele sdo portas de entrada para o desenvolvimento da forma invasiva da
levedurose (FISHER et al., 1993; TASHIRO et al., 1994; HAJJEH; BLUMBERG, 1995;
KATAOKA-NISHIMURA et al., 1998).

Herbrecht et al. (1993) mostraram que 7. beigelli é capaz de causar lesdes superficiais
na pele e aparelho digestivo, pneumonite de hipersensibilidade e infeccdes profundas,

principalmente em imunodeprimidos.
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Morimoto et al. (1994) desenvolveram uma pesquisa salientando a gravidade e o
crescente aumento de infecgdes fungicas oportunista por 7. cutaneum em pacientes
imunocomprometidos. A infeccdo manifestava-se por febre e pneumonia, sendo o diagndstico
esclarecido em 25% dos casos apds dbito.

Segundo Tashiro et al. (1994), infeccdes profundas por 7. cutaneum estdo associadas a
uma alta taxa de mortalidade (64 a 88%), relacionando-se a remissdo da doenga ao

restabelecimento das fun¢des da medula 6ssea.

1.3.5 MICOSES EM CARATER OPORTUNISTA
1.3.5.1 DERMATOFITOSE

VariacOes clinicas atipicas de dermatofitoses sdo cada vez mais relacionadas as
espécies fungicas, tamanho do inéculo, drea do corpo acometida e principalmente ao estado
imunolégico do hospedeiro (ANTUONO; BARDAZZI; ANDALOU, 2001).

Os agentes etioldgicos responsdveis sdao espécies de dermatdfitos, fungos patégenos
que produzem predominantemente infec¢des da pele, unhas e cabelo, cujas lesdes podem ser
eritematosas, descamativas e facilmente diagnosticadas (SUMMERBELL, 1997; EVANS,
1998; MIDGLEY; CLAYTON; HAY, 1998; AKIBA et al., 2001; CHASTAIN; REED;
PANKEY, 2001; ERBAGCI, 2002).

De acordo com Elewski (1992), os fungos pertencentes a este grupo sdo relacionados
entre si pela similaridade fisiolégica, morfolégica e de patogenicidade. Espécies de
Trichophyton, Microsporum e Epidermophyton floccosum sdo comumente implicadas nos
casos de dermatofitoses, destacando-se Trichophyton rubrum, T. mentagrophytes, T.
tonsurans, Microsporum gypseum e M. canis. Para Summerbell (1997) e Evans (1998) T.
rubrum € considerada a mais prevalente.

Estes fungos estdo relacionados a organismos do solo, ativos na composi¢ao de
material queratinizado e apresentam uma predilecao ecoldgica no que diz respeito a sua
adaptacdo ao ambiente. Desta forma, os dermatéfitos podem ser divididos em relacdo ao seu
habitat, sendo classificados naqueles que se disseminam do homem para o homem
(antropofilicos), do animal para o homem (zoofilicos) ou do solo para 0 homem (geofilicos)
(SIDRIM; ROCHA, 2004; MACHADO et al., 2005).

Novick; Tapia; Bottone (1987) reportaram estudo sobre um receptor de transplante
renal, sob tratamento imunossupressor agressivo, que desenvolveu lesdes subcutaneas,

granulomatosas, com formacao de abscessos neutrofilicos. Apds exame histolégico e cultura
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de bidpsia foi identificado 7. rubrum como agente desta micose oportunista numa
apresentacdo clinica atipica.

Pesquisa desenvolvida por Dompmartin et al. (1990) sobre dermatofitoses em
pacientes com AIDS demonstrou que a maioria dos pacientes apresenta onicomicose proximal
superficial. Contudo, associagdes envolvendo interdigitos foram consideradas raras,
diferentemente dos casos relacionados a regido plantar que foram freqiientes. Resultados
laboratoriais comprovaram que dentre as espécies de dermatdfitos, 7. rubrum foi o agente
etiol6gico mais freqiiente.

Haneke (1991) destaca 7. rubrum como agente etioldgico de onicomicose mais
freqliente e de dificil tratamento. Os autores mencionam o aumento na incidéncia desta
micose com a idade e ressaltam que as formas clinicas devem ser diferenciadas de
onicodistrofia nao infecciosa, psoriase das unhas e eczema cronico da unha.

Segundo Goettmann-Bonvallot (2003), onicomicoses superficiais do tipo leuconiquia
sdo causadas predominantemente por 7. interdigitale e, menos freqiientemente por 7. rubrum,
em criangas e pacientes imunossuprimidos.

Segundo Aly; Berger (1996), Bardazzi et al. (2000) e Antuono; Bardazzi; Andalou
(2001), nos pacientes imunodeprimidos as lesdes dermatofiticas podem se assemelhar a outras
doencas como a dermatite seborréica, lupus eritematoso, granulomas, dermatite herpetiforme,
psoriase, foliculite, purpura, impetigo, sifilis tercidria e pitiriase versicolor. 7. rubrum
usualmente desenvolve lesdes cronicas, ndo-inflamatdrias, comumente confinadas a estruturas
superficiais ricas em queratina.

Baseado em Aly; Berger (1996), dermatofitoses sdo freqiientes em pacientes HIV-
positivos num percentual entre 20 a 40% exibindo variedades clinicamente atipicas de tinea
corporis e corroborando com a idéia de que as condicdes imunoldgicas do hospedeiro podem
determinar o curso clinico desta micose.

Dois casos de tinea corporis foram relatados por Porro et al. (1997). Os pacientes
foram diagnosticados como portadores da AIDS os quais apresentavam lesdes dermatofiticas
bizarras por M. gypseum.

Miranda et al. (1998) descrevem M. gypseum como um fungo geofilico de distribuicao
mundial com prevaléncia de 0,72 a 5,2% dos casos de infec¢cdes humanas, sendo considerada
baixa quando comparada com a de outros dermatofitos.

Um caso de infeccdo invasiva por 7. rubrum foi descrito por Squeo et al. (1998) em

transplantado renal de 55 anos com lesdes nos pés e unhas clinicamente compativeis para
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blastomicose. Apds histopatolégico e cultura dos tecidos foi possivel estabelecer o
diagnéstico final para dermatofitose.

Kwon et al. (2004) afirmam que infecgdes flingicas oportunistas sdo comumente
encontradas em pacientes com AIDS, e as infec¢des causadas por dermatéfitos podem se
desenvolver de forma atipica e agressiva nestes pacientes e conduzir a um diagnéstico
distorcido. Os autores reportaram infec¢do por 7. rubrum em um homem de 44 anos com
AIDS que apresentou lesdes generalizadas e com aparéncia de tumores.

Vérios autores afirmam que dermatdfitos comumente sdao agentes de micoses
superficiais; todavia, casos excepcionais de infec¢do invasiva disseminada por 7. rubrum sao
descritos com destaque nos imunodeprimidos (SENTAMILSELVI et al., 1998; NIR-PAZ et
al., 2003).

Machado et al. (2005) descrevem um caso de lesdo atipica palpebral por M. gypseum
em uma paciente com 22 anos portadora de psoriase. O aspecto clinico revelava lesdo
descamativa anelar, infiltrativa e crostosa no olho esquerdo, com piora e persistente a
tratamento com corticoides. Os autores concluiram que imunodepressao aumenta a incidéncia
de infeccdo fungica com apresentagdes clinicas atipicas.

Da Silva et al. (2005) compararam a producdo de enzimas extracelulares por T.
rubrum verificando as variacdes intra-especificas entre os isolados e o status imunolégico do
hospedeiro. Sessenta isolados obtidos de pacientes com AIDS, HIV-positivos e HIV-
negativos foram comparados sendo constatadas diferencas significativas na producdo
enzimadtica.

Pei-Lun Sun; Hsin-Tsung Ho (2006) relatam a existéncia de uma variedade de
apresentacOes clinicas de tinea corporis causada por M. gypseum. Estes autores
acompanharam um caso de tinea corporis com aspecto incomum de lesdo no abddmen,
semelhante a anéis concéntricos, em paciente do sexo feminino com 18 anos. O status
imunolégico pode ser o responsdvel por estas variagdes, todavia alguns pacientes

imunocompetentes também podem exibir lesdes incomuns.

1.1.5.2 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

As micoses sistémicas sao originadas principalmente pela inalacdo de propagulos
fingicos, como ocorre na paracoccidioidomicose, a qual € causada pelo fungo dimorfico
Paracoccidioides brasiliensis, encontrado nos solos das Américas do Sul e Central. Na

América do Sul, a maioria dos casos ocorre na Coldmbia, Venezuela e, particularmente no
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Sudeste do Brasil, onde Sdo Paulo é a drea mais prevalente (FRANCO et al., 1989;
RESTREPO; MCEWEN; CASTANEDA, 2001).

Este fungo € o agente etioldgico da micose sist€émica mais importante na América
Latina. Conhecido apenas em sua forma assexuada ou imperfeita, seus conidios encontram-se
presentes no solo em sua fase micelial (BURNIER; SANT’ANNA, 1997; HORRE et al.,
2002; LACAZ et al., 2002).

Restrepo; McEwen; Castaneda (2001) acreditam que a fase filamentosa do fungo € a
melhor para formar conidios capazes de penetrar no hospedeiro, produzindo doenga.

De acordo com Salazar; Restrepo; Stevens (1988) e Aristizabal et al. (1998),
hormoénios femininos como o estrégeno, inibem a transformacao in vitro da fase filamentosa
para leveduriforme, sendo esta considerada a razdo principal para a baixa incidéncia desta
micose no sexo feminino. Silva et al. (1988) recomendam uma méxima atencdo para o
diagndstico desta micose em &reas endémicas, especialmente em homens com mais de 30
anos de idade e que desempenham atividades com solo e vegetais.

Virios autores concordam que infecc¢ao por inoculacao direta de P. brasiliensis através
da pele € bastante rara, levantando-se a hipétese de inoculacdo do patégeno por trauma ou
acio mecanica (DEL NEGRO; LACAZ; FIORILLO, 1982; PINHEIRO; OREFICE;
MASON, 1987; SILVA et al., 1988; SAN-BLAS; NINO-VEGA; ITURRIAGA, 2002).

As manifestacdes clinicas, segundo Franco et al. (1987) e Blotta et al. (1999), se
apresentam com envolvimento mucocutaneo, linfatico e visceral, podendo ser agudas,
subagudas e cronicas. A maioria dos casos tem evolug@o cronica, com lesdes granulomatosas
nos pulmoes e outros tecidos.

De acordo com Brummer; Castaneda; Restrepo (1993) e Horré et al. (2002), a forma
juvenil da doencga € aguda ou subaguda; quando na forma adulta, se apresenta usualmente
cronica com periodos prolongados de laté€ncia entre a infec¢do e a manifestagdo clinica. Os
sintomas respiratérios podem ser ndo-especificos, porém o envolvimento pulmonar quase
sempre existe na forma cronica multifocal da doenca além das lesdes mucocutaneas
especialmente nas cavidades oral e nasal.

Burnier; Sant’Anna (1997) descreveram dois casos de paracoccidioidomicose
palpebral nos quais este foi o primeiro sinal da doenga. Em ambos os casos, o diagndstico
para infeccdo fungica foi realizado apenas apds estudo histopatolégico do tecido lesado,
descartando-se a hipdtese para doencga neopldsica. O primeiro paciente do sexo masculino,
com 68 anos de idade, jardineiro aposentado apresentava les@o ulcerativa na palpebra superior

esquerda com suspeita para carcinoma glandular sebaceo. O histopatoldgico revelou as
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microestruturas tipicas para P. brasiliensis. O segundo paciente era do sexo masculino, 37
anos de idade com lesdo eritemato-crustosa, pouco purulenta no canto do olho direito. A
hipétese diagndstica para este caso era de tumor ulcerativo de célula basal. Apds exame
histopatoldgico, confirmou-se a paracoccidioidomicose.

Goldani; Sugar (1995), afirmaram que esta micose € rara em pacientes
imunodeprimidos, especialmente associada com a AIDS. Entretanto, alguns casos foram
descritos em individuos HIV-positivos, com 6bito durante a fase aguda e disseminada da
doenga (PEDRO et al., 1989; MARQUES et al., 1995).

Diagndstico em pacientes com AIDS pode ser alcangado através da andlise direta e
cultura de materiais bioldgicos como: bidpsia por aspiracdo de medula 6ssea (PEDRO et al.,
1989), aspirado de linfonodo (BERNARD et al., 1990), hemocultura (HAAD et al., 1992),
exame do esputo (LIMA et al., 1995) e bidpsia de pele (GOLDANI et al., 1991; BAGATIN et
al., 1992; MARQUES et al., 1995).

Santos et al. (1998) reportaram um caso de paracoccidioidomicose em paciente do
sexo feminino com 52 anos de idade e portadora da AIDS, que apresentava lesdo nodular
restrita no lobo superior do pulmao direito. Os autores relatam que esta micose pode se
expressar com padrdes radioldgicos e clinicos bastante variados em pacientes com algum tipo
de imunodeficiéncia.

Giovani et al. (2000) descreveram um caso de paracoccidioidomicose com
envolvimento gengival em mulher portadora do HIV com 29 anos de idade, através de andlise
microscépica da lesao demonstrando escassez de células gigantes.

Lacaz et al. (2002) afirmam que, penetrando no organismo humano por via aerdgena,
transcutanea ou através de mucosas, P. brasiliensis adquire uma morfologia caracteristica que
permite diagndstico micolégico com relativa facilidade. Contudo, podem ser realizados ainda
testes intradérmicos com antigeno paracoccidioidina com 60% dos casos de infeccdes
subclinicas em populagdo de dreas endémicas diagnosticados (FRANCO et al., 1994).

Almeid; Scully (2002) relacionaram a baixa incidéncia de paracoccidioidomicose em
individuos HIV-positivos a prevaléncia desta micose em &reas rurais e ao uso de drogas
antifingicas administradas neste grupo de pacientes.

Horré et al. (2002) reportaram um caso de paracoccidioidomicose cronica em um
legiondrio alemdo que viveu em drea endémica no Brasil por 10 anos. O diagndstico foi
estabelecido pela presenga de células leveduriformes com brotagdes multipolares no tecido da
cavidade oral lesada. Identificacdo do fungo foi baseada na morfologia e na genética.

Mendes-Giannini; Moraes; Ricci (1990) registraram capacidade de uma fracdo
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proteolitica (gp43kDa) presente em soro de pacientes com infeccdo em atividade e no
sobrenadante de cultivos de P. brasiliensis. A 35°C em pH 6 foi demonstrada a solubilizacdo
completa de elastina e hidrdlise da caseina. A atividade proteolitica também foi avaliada por
Vaz et al. (1994) em amostras virulentas e ndo-virulentas desta espécie utilizando gelatina
como substrato. Tal atividade foi considerada por Matsuo et al. (2005) como intimamente
relacionada a presenca do antigeno gp43kDa dominante do fungo. Todavia, os autores
acreditam que essa fracao parece nao ter participagcdo na viruléncia.

Assis; Gambale; Paula (1999), em 20 amostras de P. brasiliensis, verificaram que esse
fungo produz, in vitro, proteinase e fosfolipase, demonstrando que tais enzimas podem estar
associadas a patogenicidade do fungo.

Puccia et al. (1998) caracterizaram um componente exocelular do P. brasiliensis com
atividade proteolitica capaz de provocar a clivagem da membrana basal do fungo, composta
de laminina, fibronectina, coldgeno tipo IV e proteoglucanas. Esses dados sugerem o
envolvimento desta enzima na degrada¢do da membrana basal do fungo, primeiro passo para
sua invasdo aos tecidos. Esta proteina (Gp43) foi separada por migracio em SDS-PAGE e
estd localizada entre as regides 69 e 43kDa, possuindo atividade hidrolitica.

Gp43 é uma glicoproteina de 43kD componente da parede do fungo, secretada
extracelularmente, considerada o antigeno mais conhecido da espécie. Inalagdo dos conidios e
transformac¢do em estruturas leveduriformes nos tecidos, com infec¢cdo primaria dos pulmoes
e disseminagdo via linfatica e vasos sangiiineos, sdo os mecanismos de contaminagdo mais
freqiientes. Trabalhos relatam a existéncia de animais reservatdrios e eventuais transmissores

da paracoccidioidomicose (BAGAGLI et al., 1998).

1.4 CARACTERISTICAS DE PATOGENICIDADE

Entre vérios fatores predisponentes extrinsecos ao hospedeiro, existem determinadas
caracteristicas envolvendo os fungos que sao indicativos de patogenicidade como a
capacidade de crescer a temperatura de 37°C e produzir enzimas como as proteases. Diversos
autores consideram a acio enzimatica relevante, uma vez que podem causar morte do tecido
hospedeiro e iniciar infec¢do no organismo pela aderéncia as células gliais do cérebro ou do
tecido epitelial respiratério em cobaia (CONANT et al., 1971; RIPPON, 1982; KWON-
CHUNG; BENNET, 1992; CHEN et al., 1997; LACAZ et al., 2002).

A caracterizacdo quanto ao potencial patogénico das amostras de fungos oportunistas
obtidas de pacientes imunodeprimidos ¢é fundamental para o estabelecimento de um

tratamento especifico (LACAZ et al., 2002).
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Algumas espécies produzem um grande nimero de enzimas diferindo de outros sob as
mesmas condicdes. A atividade enzimdtica tanto dos fungos filamentosos quanto das
leveduras tem sido descrita por diversos autores através de métodos semiquantitativos,
interpretados pela hidrélise de substrato especifico através da formacao de halos (HANKIN;
ANAGNOSTAKIS, 1975; ADAMS; DEPLOEY, 1978; TRIGIANO; FERGUS, 1979;
FEDERICI, 1982).

Ao hidrolisar peptideos, enzimas como proteases extracelulares desempenham um
importante papel no crescimento, multiplicacdo flingica e na invasdo do tecido hospedeiro
(MAYSER et al., 1996; SIMPANYA; BAXTER, 1996; SINGH, 1997; SIDRIM; ROCHA,
2004).

De acordo com Kuriyama; Williams; Lewis (2003) e Bar-Shimon et al. (2004)
protease é uma enzima sugerida como fator de viruléncia de muitas espécies de Candida de
importancia médica; contudo pode estar mais envolvida com a propagacdo do fungo no
hospedeiro durante o processo invasivo do que na atuacdo como fator de viruléncia
propriamente dito.

Para Schaller et al. (2005), estas enzimas se apresentam como importantes fatores de
patogenicidade de fungos durante infec¢des de mucosa disseminadas, podendo contribuir para
a inducdo na resposta imunoldgica inflamatoria do hospedeiro. Os danos teciduais estdo
relacionados com a resposta epitélio-induzida pro-inflamatdria por citocina, a qual pode ser
crucial no controle e tratamento de infec¢des por fungos.

A caseina pode ser utilizada como substrato para detec¢do de protease e, ao ser
hidrolisada pela casease, € transformada em produtos soldveis pelo processo de peptonizagao.
A presenca desta enzima € evidenciada facilmente pela inoculacdo do microrganismo na
superficie do meio 4gar-leite e formacdo de zonas claras em torno das coldnias (NEDER,
1992).

Outros substratos protéicos podem ser utilizados na deteccao enzimatica, como citado
por Aoki et al. (1990), que mencionam soro de albumina bovina como substrato bastante
sensivel para deteccao de atividade protedsica em diversas espécies de fungos.

A capacidade de liquefazer gelatina, um substrato protéico, é de limitado uso
taxondmico, uma vez que somente algumas leveduras sdo gelatinase positivas (KREGER-
VAN RIJ, 1984; ROSE; HARRISON, 1987).

Bistoni et al (1984) e Ruchel; Boning; Borg (1986) demonstraram a fraca ou ausente

viruléncia de C. parapsilosis em testes realizados em animais imunossuprimidos. Contudo,
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outros autores afirmam que a produgdo de proteases por esta espécie pode ser detectada in
vitro (DE BERNARDIS et al., 1990).

Calvo et al. (1985) avaliaram a capacidade de Trichophyton, Microsporum e
Epidermophyton em produzir enzimas extracelulares através de um método semiquantitativo e
verificaram a produc¢do de proteases diversas por todos os géneros.

Samal et al. (1991) isolaram e purificaram uma protease de Tritirachium album (E.
album) que foi obtida apds inducdo em meio contendo leite desnatado como substrato
protéico. Estes mesmos autores designaram proteases R e T, avaliando a estabilidade térmica
enzimatica.

Segundo Jorge et al. (1993), enzimas como aspartil proteinases e fosfolipases sdo
produzidas pelo género Candida tacilitando o estabelecimento da infec¢do e podendo causar
danos epiteliais.

Carmona et al. (1995) citam a presenga de uma protease exocelular na fase
leveduriforme de P. brasiliensis. Posteriormente, Puccia et al. (1998) e Bramono et al. (2006)
caracterizaram a atividade exocelular de protease produzida por P. brasiliensis e verificaram
que no pico da atividade desta enzima ocorreu quebra de componentes da membrana basal da
matriz extracelular, incluindo laminina, fibronectina, coldgeno tipo IV e proteoglicanos.
Colageno humano tipo I, fibrinogénio bovino, imunoglobulina G humana, soro de albumina
bovina e a proteina Gp43 foram resistentes a protedlise. Os autores sugerem o envolvimento
desta enzima durante a primeira fase da invasao tecidual pelo fungo.

Mubhsin; Aubaid; al-Duboon (1997) avaliaram a atividade de cinco enzimas
extracelulares de 123 isolados, incluindo dermatéfitos e leveduras. Foram detectadas em meio
sOlido elastase, queratinase, protease (gelatinase), lipase e fosfolipase; contudo, gelatinase foi
produzida exclusivamente pelos dermatdfitos.

Isolados clinicos de C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis foram testados por
Wu; Saramanayake (1999) quanto a expressdo de genes SAP’s em meio indutor de atividade
protedsica (soro de albumina bovina). C. albicans foi a espécie que demonstrou atividade
proteolitica mais significativa.

Pesquisas recentes analisaram a interferéncia dos agentes anti-retrovirais utilizados por
pacientes com AIDS na producdo de proteases por isolados de Candida. Proteases secretadas
por este género sdo similares as produzidas pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV),
podendo ser inibidas nos pacientes submetidos a terapia anti-retroviral (BORG-VON

ZEPELIN et al., 1999; GHANNOUM, 2000).
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Gifford; Klippenstein; Moore (2002) investigaram o efeito da adicdo do soro fetal
bovino e do soro de albumina bovina ao meio minimo essencial para crescimento e produ¢do
de protease por A. fumigatus. A protease detectada foi capaz de degradar as proteinas da
lamina basal celular, demonstrando a invasividade potencial desta espécie.

De acordo com Monod et al. (1995), a infeccdo por Aspergillus caracteriza-se pela
degradacdo do parénquima pulmonar. Kothary; Chase; Macmillan (1984) demonstraram
através de estudos a correlagdo entre a producdo de protease e viruléncia em modelos de
infec¢do em ratos.

De acordo com Nigam; Ghosh; Sarma (2003), A. fumigatus apresenta fatores
potenciais de viruléncia na patog€nese da aspergilose, em especial a proteina gp56 com
atividade proteolitica.

Chaves; Cavalcanti; Porto (2003) avaliaram a patogenicidade de 15 leveduras de
importancia médica estocadas sob 6leo mineral em colecdo de culturas e de 15 recém isoladas
de pacientes com AIDS internados em hospital de referéncia. Nenhum isolado exibiu
atividade protedsica em meio caseina, sugerindo inadequada para leveduras a metodologia
utilizada.

Chellappan et al. (2006) reportaram a producdo de uma protease alcalina por isolado
marinho de E. album. Os autores observaram uma produc¢do considerdvel desta enzima ao
utilizar sacarose como fonte de carbono e peptona, leite desnatado e extrato de levedura como
fontes de nitrogénio. Segundo a pesquisa, esta espécie pode ser considerada uma importante

produtora de enzimas que podem ser aplicadas na industria de detergentes.

1.5 ATIVIDADE ANTIFUNGICA

Notdvel progresso no tratamento para doencas infecciosas bacterianas tém sido
alcancado, diferentemente dos tratamentos antifingicos, em especial aqueles para micoses
sist€émicas oportunistas. Medicamentos com toxicidade seletiva as bactérias sdo desenvolvidos
com base na natureza procaridtica destes microrganismos; contudo, a formulacdo de drogas
antifingicas torna-se mais complexa devido a natureza eucaridtica das células fungicas
semelhante as células humanas. Desta forma, varios pesquisadores afirmam a necessidade de
novos antifingicos mais potentes e menos téxicos (RANDHAWA, 2000; LACAZ et al.,
2002).
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1.3.1 ITURINA-A

Isolados de Bacillus subtilis sdao conhecidos por sua acdo antagonista aos fungos.
Desde a descoberta da subtilina por Jansen e Hirschmann (1944), trés antibidticos adicionais
como a bacitracina, bacilina e eumicina tém sido descritos como produtos de cepas de B.
subtilis ( BENEDICT; LANGLYKKE, 1947).

Durante uma pesquisa objetivando encontrar antibidticos contra infec¢des por Torula
histolytica, foi isolado de uma cultura contaminada de Actinomyces griseus uma cepa de B.
subtilis que apresentou baixa atividade antibacteriana e propriedades fungistdticas. A
substancia antibidtica foi designada bacilomicina (JOHNSON; BURDON, 1946; BURDON;
JOHNSON, 1947).

Landy et al. (1948) testaram filtrados das culturas em meio liquido de B. subtilis
contra uma suspensao de Trichophyton mentagrophytes inoculada na superficie do meio
Sabouraud maltose 4gar. A unidade da atividade foi equivalente a zona produzida por 0,1mg
da preparacdo da bacilomicina. A bacilomicina é solivel em metanol, etanol, n-butanol e
acetona. De acordo com estes autores, o espectro de acdo da bacilomicina inclui praticamente
todos dermat6fitos importantes e fungos sistémicos.

Warren; Rosenman; Colio (1948) isolaram bacilomicina de cultura de B. subtilis,
inativa contra bactérias e com atividade contra C. albicans.

Em 1949, Walton; Woodruff reportaram o isolamento e as propriedades das
substancias fungistaticas de cultura de B. subtilis. Sob certas condi¢des em cultura, a atividade
fungistitica produzida se deve a acdo da chamada micosubtilina presente no caldo de
subtilina. Foram testadas as atividades da micosubtilina contra diversas espécies de leveduras,
entre elas C. guilliermondii cuja concentragdo inibitdria foi superior a 20ug/mL, semelhante a
fungos filamentosos como A. niger. Espécies de dermatéfitos como Microsporum e
Trichophyton variaram nas concentragdes inibitdrias entre 1.5-10.0 ug/mL de micosubtilina.
O crescimento do F. moniliforme foi inibido a uma concentragdo de 7.5 pg/mL. Todavia, a
adicao de soro de cavalo a 10% incorporado ao dgar neutralizou completamente a atividade
desta substancia. Segundo estes autores foi impossivel demonstrar a a¢do desta substancia
injetada no sangue de animais devido ao efeito neutralizante do soro sangiiineo na atividade
antifungica.

Raubitschek; Dostrovsky (1950) testaram a atividade do principio antimicético de
cepas do B. subtilis contra dermatéfitos em testes de dilui¢do em 4gar, demonstrando sua

capacidade inibitdria.



Macédo, D.P.C. Micoses em imunodeprimidos, atividade protedsica... 33

Em Ituri no Zaire, Delcambe e Devignat (1957), isolaram de meio de cultura contendo
uma cepa de B. subtilis um polipeptidio denominado iturina. Esta substancia demonstrou alta
atividade antifingica contra leveduras e fungos filamentosos, tendo sido purificada e descrita
posteriormente por estes mesmos autores.

Peypoux et al. (1973) através de uma reinvestigacdo da composicao da iturina revelou
ser esta uma mistura de iturina-A, iturina-B e iturina-C, as quais foram separadas por
cromatografia de coluna. Iturina-A foi considerada o maior constituinte (30%) responsavel
por toda a atividade antifingica; iturina-B e iturina-C ndo apresentaram atividade antifingica.
A fracdo lipidica da iturina-A apresenta duas longas cadeias de B-aminodcidos, classificando-
o como um peptidiolipidio.

Peypoux et al. (1978) definiram a estrutura ciclica da iturina-A através de andlise
quimica e espectrometria de massa.

Besson; Peypoux; Michel (1979) testaram a atividade antifingica da iturina-A,
micosubtilina e bacilomicina L contra Saccharomyces cerevisiae com boa atividade
antifingica (30pug/mL). Além disso, vérios lipidios foram testados como inibidores da
atividade antifingica. Colesterol foi considerado o inibidor mais potente alterando a
capacidade antiftingica destas substancias.

Segundo Latoud et al. (1986) e Klich; Lax; Bland (1991) o peptidiolipidio iturina-A
possui a capacidade de inibir micotoxinas e a germinacdo de esporos de uma variedade de
fungos. Produzido por algumas cepas de B. subtilis tem sido utilizado com sucesso no
controle biolégico de fungos fitopatogénicos. A atividade antifingica desta bactéria resulta da
producdo de compostos antagonistas.

Klich; Lax; Bland (1991) demonstraram as propriedades antiftingicas da iturina-A ao
inibir o crescimento de espécies toxigénicas de Fusarium, Penicillium e Aspergillus. A
maioria dos isolados foi inibida por concentragdes abaixo de 4ug/mlL.

Thimon et al. (1995) demonstraram a atividade antifiingica da iturina, lipopeptidio
produzido pelo B. subtilis, atetando a morfologia e a estrutura da membrana celular de

leveduras.
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UM CASO INCOMUM DE PARACOCCIDIOIDOMICOSE NO BRASIL

RESUMO
Este trabalho relata um caso incomum de paracoccidioidomicose com ulceragdes na cabega e
nariz em homem brasileiro. Para o diagndstico, realizou-se exame direto de secrecdo de ulcera
e amostras de pele com hidréxido de potéssio. O isolamento de Paracoccidioides brasiliensis
ocorreu a 28°C e 37°C em Sabouraud dgar com cloranfenicol. O diagndstico foi estabelecido
pela presencga de células leveduriformes isoladas e com brotacdes multiplas e o crescimento

tipico do fungo P. brasiliensis.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, Paracoccidioides brasiliensis, lesdo incomum em

cabeca.
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AN UNUSUAL CASE OF PARACOCCIDIOIDOMYCOSIS IN BRAZIL

ABSTRACT
This paper reports an unusual case of paracoccidioidomycosis with ulcerations in the head and
nose in a Brazilian man. For diagnosis, direct examination of ulcer secretion and skin samples
was performed with potassium hydroxide. The isolation of Paracoccidioides brasiliensis
occurred at 28°C and 37°C on Sabouraud agar with chloranphenicol. Diagnosis was
established by the presence of isolated and multiple budding yeast-like cells and typical

fungus growth of P. brasiliensis.

Key words: Paracoccidioidomycosis, Paracoccidioides brasiliensis, unusual head lesion.
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Paracoccidioidomicose € uma das micoses sist€émicas mais importantes que afeta
habitantes das regides tropicais e subtropicais da América Latina (3, 5). O agente etioldgico €
o fungo dimérfico Paracoccidioides brasiliensis, o qual ocorre na forma filamentosa na
natureza e a doenca parece ser adquirida através da inalagido dos propdgulos produzidos nesta
fase. A maneira mais comum de penetracdo no corpo humano € através dos pulmdes, com
posterior disseminacdo linfo-hematogénica para outros 6rgdos, pele ou mucosas: bucal,
faringea, intestinal e, raramente, através da inoculacdo na pele (2). Manifesta¢des clinicas sao
refletidas de diversas formas, variando de lesdes pulmonares assintomadticas a infeccoes
sist€émicas generalizadas (1, 7, 8, 11).

Apresentamos um caso incomum de paracoccidioidomicose diagnosticado no Brasil.
Em Junho de 2005, um homem de 47 anos de idade chegou ao setor de Pneumologia do
Hospital Otavio Freitas em Recife, estado de Pernambuco, no nordeste do Brasil, com
suspeita de tuberculose e histdria de suores e ulceracdes no nariz e cabega (Fig. 1). O paciente
trabalhou como operador de maquinas por muitos anos. VAarios meses antes havia apresentado
bronquite cronica e episddios de febre. Um raio-X de térax revelou infiltrados pulmonares
bilaterais e difusos. As lesdes de pele eram dolorosas e o paciente estava debilitado
fisicamente e psicologicamente, e os sintomas clinicos incluiram suores noturnos ocasionais.
Nenhum bacilo dlcool 4cido-resistente ou células malignas foram detectados durante os
exames.

Amostras clinicas foram processadas no Laboratério de Micologia Médica,
Universidade Federal de Pernambuco. O exame direto foi realizado apds clarificacdo dos
fragmentos das amostras com solu¢do a 20% de hidréxido de potdssio. Para o isolamento, as
amostras foram inoculadas na superficie do meio dgar Sabouraud acrescido de 50mg de
cloranfenicol/L e incubadas a temperatura ambiente (28° + 2°C) e a 37°C durante 20 dias. A

identificacdo foi realizada de acordo com Lacaz et al. (6).
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O exame da secrecdo de ulcera e das amostras de pele indicou a presenca de brotacdes
multiplas as quais sdo critérios diagndsticos para paracoccidioidomicose (Fig. 2). As culturas
incubadas a 37°C eram de coloracdo creme, com aspecto semelhante a levedura e as células
apresentavam parede dupla, birrefringente com brotagdes multiplas de P. brasiliensis. Um
fungo com hifas aéreas curtas pdde ser observado a temperatura ambiente. Os médicos
prescreveram terapia com cetoconazol (200mg/dia). Apds trés semanas as lesdes e 0s
infiltrados pulmonares tinham desaparecido quase completamente e o paciente recebeu alta,
porém o tratamento foi continuado por mais cinco meses.

Lesdes circunscritas aos pulmdes sdo vistas em 20-40% dos pacientes adultos (9);
embora aspectos incomuns ou atipicos da doenga possam ser observados. Lesdes pulmonares
e de pele tém sido comumente suspeitas para tuberculose, e o diagnostico tem sido alcangado
tardiamente (10). Os sintomas respiratérios podem ser nao especificos como ocorreu com
nosso paciente. A forma cronica multifocal € freqiientemente caracterizada pelo envolvimento
pulmonar e lesdes mucocutaneas, predominantemente nas cavidades oral e nasal (5) diferindo
de nossos achados para lesdo profunda na cabeca. De acordo com Elias et al. (4) o
envolvimento do sistema nervoso central na paracoccidioidomicose € mais elevado que
pensado previamente.

Embora lesdes ulcerativas na cabeca sejam raras, este diagndstico deveria ser
considerado como um importante sinal desta micose. Pacientes com diagndstico precoce
apresentam progndstico favoravel com tratamento clinico ou cirtrgico.
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Figura 1. A) Lesdo no nariz e B) lesdo granulomatosa da cabeca causada por

Paracoccidioides brasiliensis.
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Figura 2. Forma leveduriforme vista ao exame direto. Note as formas “tipo Mickey Mouse”,

“roda de leme” e catenulada de Paracoccidioides brasiliensis.
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FUNGEMIA POR ENGYODONTIUM ALBUM: PRIMEIRO CASO REPORTADO

RESUMO

Micoses oportunistas t&ém sido progressivamente observadas entre pacientes
imunocomprometidos. O presente trabalho descreve um caso no qual Engyodontium album
foi obtido do sangue de um paciente com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida. E.
album cresceu a 37°C e exibiu atividade protedsica, ambos indicadores de patogenicidade.

Esta é a primeira vez que este fungo foi reportado como agente de fungemia.

Palavras-chave: Engyodontium album; fungemia; Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida.
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ENGYODONTIUM ALBUM FUNGAEMIA: THE FIRST RELATED CASE

ABSTRACT

Opportunistic mycoses have been increasingly observed among immunocompromised
patients. We describe a case in which Engyodontium album was isolated and cultured from
the blood of a patient with the Acquired Immunodeficiency Syndrome. E. album grew at 37°C
and showed proteinase activity, both indicators of pathogenicity. This is the first time that this

organism has been reported as agent of fungaemia.

Key words: Engyodontium album; fungaemia; Acquired Immunodeficiency Syndrome.
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Micoses oportunistas t€m sido observadas de forma crescente em pacientes
imunocomprometidos. Engyodontium album é um patégeno raro, porém um habitante comum
de dgua e material imido e pode ser isolado de substratos tais como papel, juta, linho, paredes
pintadas e do ar de casas. A dispersao ¢ facilitada por serem os conidios secos e higrofébicos
(1).

E. album estava incluso no género Beauveria (10). Limber (7) entdo o incluiu em um
novo género, Tritirachium; porém, desde 1972 o novo género Engyodontium foi criado, o
qual possui duas espécies, E. album e E. parvisporum (3). Infec¢des envolvendo E. album
incluem eczema vesiculoso (4), lesdes granulomatosas na pele, abscesso cerebral (9) e ceratite
(8). Em 1990, Augustinsky et al. (1) reportaram o primeiro caso de endocardite causado por
E. album. Neste trabalho € descrito um caso de fungemia por E. album num paciente com a
Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e testada a patogenicidade do fungo.

O paciente, um rapaz de 18 anos com AIDS foi admitido no Hospital das Clinicas da
Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil, em 2002 com severa tuberculose
pulmonar. Em 2005, o paciente retornou apresentando contagem de CD4 25 cels/mm’, febre
alta, perda de peso, tosse cronica, crescimento ganglionar e candidiase oral.

Trés amostras de sangue venoso foram coletadas em dias consecutivos,
assepticamente, pelo método VACUTAINER® utilizando EDTA como anticoagulante. As
amostras foram processadas pelo método padrdao (exame direto e isolamento em cultura) para
diagnoéstico micoldgico no Laboratério de Micologia Médica, Universidade Federal de
Pernambuco.

O exame direto foi realizado com amostras de sangue a fresco (sem clarificacdo e
colora¢@o). Subculturas foram preparadas usando Sabouraud dextrose dgar adicionado de

cloranfenicol (Difco Laboratories) e incubadas a 30°C e 35°C em atmosfera aerébica por 15
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dias. Culturas puras foram transferidas para a superficie do meio batata dextrose agar para
identificac¢do taxondmica (5, 6).

Testes de patogenicidade preliminares foram conduzidos através da detec¢do de
proteinase usando caseina e gelatina como substratos (6). Os fungos isolados foram
inoculados nos referidos meios de cultura, incubados a temperatura ambiente e a 37°C para
deteccao através da formagdao de um halo transparente observado de 10 a 15 dias. Quando
uma zona transparente ocorreu, o resultado foi considerado positivo, dependendo-se do
diametro.

O exame direto revelou hifas septadas e hialinas. Macroscopicamente as colOnias
apresentaram-se flocosas, brancas, com 24 mm de didmetro e reverso incolor. Ao exame
microscépico foram observadas hifas com 1 a 2um de largura, portando conidiéforos os quais
apresentavam 2 a 4um de largura e dicotomia apical com células conidiogénicas em cachos de
um a trés. As células conidiogénicas consistiam de uma estrutura cilindrica alongada com
rdquides bem desenvolvidas em denticulos. Conidios hialinos, lisos e globosos (Figura 1). O
fungo foi identificado como E. album de acordo com os critérios descritos por Hoog et al. (5).
Este € o primeiro relato de caso de um paciente com AIDS com fungemia por E. album.

O paciente recebeu tratamento com fluconazol (200mg/dia). Apés um més foi
realizada nova coleta de sangue e ndo houve desenvolvimento fungico em cultura apds 10
dias de incubacdo a 30 e 35°C. O paciente foi liberado, embora o tratamento foi seguido por
seis meses com bons resultados.

Os testes de patogenicidade indicaram que o agente etioldgico foi capaz de produzir
proteinase em ambos os substratos. Chellappan at al. (2) demonstraram que isolados de E.
album marinhos produzem uma proteinase alcalina in vitro. O envolvimento de E. album
como agente de fungemia e sua capacidade de secretar enzimas extracelulares ndo foram

descritas até o momento na literatura. Embora haja relatos esporddicos de parasitismo in vivo
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por este Hyphomycete (1, 4, 8, 9). Esta observacao fornece evidéncias da natureza patogé€nica

deste organismo.

Seeliger (9) ndo observou desenvolvimento de E. album a 37°C. Isto ocorre por serem
amostras diferentes. Muitas espécies flingicas, que nio crescem a 37°C podem sobreviver em
tecidos humanos por um considerdvel periodo, especialmente em pessoas sob terapia
imunossupressora ou com comprometimento da defesa imune quando introduzido em ou sob
a pele e tecidos profundos (1, 9).

O isolado estd sendo mantido sob 6leo mineral (nimero 6066) na Cole¢do de Culturas-
Micoteca URM do Departamento de Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.
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Figura 1. Caracteristicas de Engyodontium album: macroscopia a 37°C (a), microscopia (b) e

atividade protedsica com formag¢do de um halo evidente (c).
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Rinosinusite invasiva por Fusarium moniliforme (Sheldon): diagnéstico e conduta

Resumo

Interagdo entre os fungos e cavidades nasosinusais resulta em numerosas condi¢des com
apresentacdes clinicas diferentes. Este trabalho descreve uma forma de rinosinusite cronica
causada por Fusarium moniliforme em um paciente imunocompetente com histéria de sinusite
resistente.

Palavras-chave: Fusarium moniliforme; rinosinusite cronica; diagnéstico.



Macédo, D.P.C. Micoses em imunodeprimidos, atividade protedsica... 73

Introducao

Sinusite é uma desordem comum que afeta aproximadamente 20% da populagdo em algum
momento de suas vidas. Sinusite flingica, entretanto, é considerada rara embora, um aumento
nos relatos de casos tem sido observado nas tltimas duas décadas [1]. Fusarium moniliforme
¢ um patégeno flingico oportunista o qual estd emergindo como significante causa de
morbidade e mortalidade em pacientes imunodeprimidos [2].

Espécies de Fusarium sao saprobios do solo e patégenos de plantas de distribuicdo
mundial [3]. Em algumas regides tais como Florida e Oeste da Africa, F. solani, é a espécie
mais comum causando rinosinusite [4]. Relatos prévios de F. moniliforme como patégeno
humano sao limitados a casos de ulcera cérnea e lesao pustular da mao [5, 6, 7].

As caracteristicas morfologicas que mais distinguem F. moniliforme é a formagao de
microconidios em cadeias. Tais caracteristicas morfoldgicas sdo uteis para distinguir F.
moniliforme das outras quatro espécies de importancia médica [8].

Relato de caso

Neste trabalho € reportado um caso de rinosinusite cronica em um homem imunocompetente
de 61 anos que apresentou histéria de 9 meses de obstrugdo progressiva do lado direito
(Fig.1), dor de cabeca, problemas de visdo e anosmia. InvestigacOes radioldgicas foram
procedidas e imagens por tomografia computadorizada sem contraste foram utilizadas para o
conhecimento da extensdo da doenca. Estas imagens revelaram uma lesdo expansiva, de alta
atenuacgdo, envolvendo o sinus maxilar direito, se estendendo para dentro da cavidade nasal,
células etmoidais direita e o sinus esfendide. A lesdo se estendeu dentro do sinus frontal
direito e envolveu as células etmoidais esquerda. O paciente foi submetido a cirurgia para
remo¢do da mucosa hipertréfica. Fragmentos foram transportados submersos em soro
fisiologico para o Laboratério de Micologia Médica da Universidade Federal de Pernambuco,

Recife, Brasil.
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O exame direto foi realizado apds clarificacdo do fragmento da amostra de tecido com
solucdo de hidréxido de potdssio a 20%. Fragmentos foram também inoculados em &dgar
Sabouraud acrescido de 50mg de cloranfenicol/LL e incubados tanto a temperatura ambiente
(28° £ 2°C) como a 37°C por sete dias. A identificacdo foi realizada pelo exame
macroscopico e microscopico.

O exame direto revelou hifas hialinas e septadas. Macroscopicamente a cultura foi de
crescimento rapido, com micélio aéreo abundante, branca e freqiientemente tingida de roxo.
Microscopicamente os conidiéforos surgiam lateralmente das hifa, esparsamente ramificadas.
A rara presenca de macroconidios delicados, delgados, com 3 a 5 septos, 31-58 x 2.7-3.6um
e abundantes microconidios em cadeias, ovais a clavados, 7-10 x 2.5-3.2um, forneceram
indicios para identificar F. moniliforme (Fig. 2) com base em Hoog et al. e Leslie &
Summerell [8, 9].

Apds a operagdo, o paciente recebeu anfotericina B (Img/kg/dia) até dose total
maxima de 2g. Seis meses apds o tratamento o paciente teve melhora significante nas dores de
cabeca e visdo (Fig. 1) e continua saudével até o presente.

Discussao

Os primeiros casos conhecidos de infec¢do do sinus maxilar por F. solani com granuloma
ocorreram em dois hospedeiros imunocompetentes [10]; todavia, esta € a primeira vez que F.
moniliforme tem sido reportado como agente de rinosinusite cronica.

A interacdo entre os fungos e a cavidade nasosinusais resulta em numerosas condi¢des,
com apresentagdes clinicas diferentes de acordo com as espécies de fungos envolvidas e o
status imunoldgico do paciente. Os fungos estdo tanto no muco como na mucosa na sua forma
ndo invasiva. Formas invasivas infiltram ossos, vasos sanguineos e mucosas [11].

A suspeita para infec¢do fungica ocorre quando um paciente com sinusite maxilar

crOnica ndo responde as terapias usuais conservativas [12]. Os sintomas nestes pacientes sao
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freqiientemente diferentes e incluem dores de cabega, dores retro-orbitais, diplopia e
exoftalmos. Devido aos sintomas iniciais, freqiientemente resultam num diagndstico incorreto
ou tardio, e as lesdes nos sinus esfenoidais sdo condi¢des médicas potencialmente fatais [13].

Com base em Nucci e Anaissie [14] e Nucci [15] a porta de entrada incluiu o trato
respiratério. Embora o envolvimento do sinus esfenoidal em infec¢des flingicas seja raro, o
paciente apresentou esta forma de micose com o envolvimento de estruturas adjacentes
importantes.

Rinosinusite é observada em muitas formas clinicas, a prognose € benigna e a cura é
comum em pacientes imunocompetentes, quando associada com excisao cirdrgica. Todavia, a
prognose nao € favoravel em pacientes imunocomprometidos. Nenhum tratamento, exceto
cirurgia, € recomendado, embora anfotericina B utilizada sozinha ou em combinacdo pareca
ser o melhor composto [16].

O paciente foi tratado com anfotericina B, mantendo constante vigilancia nos testes de
funcdo renal. Apds uma dose de 2g de anfotericina B o paciente recebeu alta. O efeito
terapéutico deste medicamento foi satisfatorio, uma vez que a remocao cirdrgica da lesdo ja
tinha sido realizada.
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Fig. 1. Aspectos clinicos do paciente com rinosinusite cronica antes (A-B) e apés (C-D)

tratamento com anfotericina B intravenosa.
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Fig. 2. Conidi6foros, microconidios e macroconidios caracteristicos de Fusarium

moniliforme.
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Aspergilose em pacientes imunossuprimidos: quatro relatos clinicos sobre esta patologia
oportunista no Brasil

ABSTRACT
Aspergillus ¢ um fungo ubiquito que pode causar uma variedade de sindromes clinicas. Este
trabalho reporta quarto casos de aspergilose por A. fumigatus em pacientes imunossuprimidos,
relatando a importancia dos fatores de risco para uma identificacdo precoce da infec¢do por

Aspergillus.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus — micoses oportunistas — fatores de risco.
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Introducao
A incidéncia de aspergilose invasiva tem aumentado durante a udltima década devido ao
intenso uso de drogas imunossupressoras poderosas utilizadas para o tratamento de doengas
tais como lupus eritematoso sist€émico, peritonite, endocardite, tuberculose pulmonar e
diabetes. Aspergilose pulmonar é a forma clinica mais freqiiente e o grau de imunossupressao
€ o principal fator que influencia na evolugao, disseminagdo e morbidade da infeccao [1].
Infecgdes fungicas desenvolvem-se lentamente nos pacientes imunocompetentes e
raramente se tornam um problema médico severo. Todavia, progridem rapidamente e sao
usualmente fatais nos pacientes imunocomprometidos. Diagndstico e tratamento precoces sao
essenciais para a sobrevivéncia do doente [2]. Reportamos quatro casos de aspergilose por A.
fumigatus em pacientes imunocomprometidos e focamos alguns fatores que foram

importantes, influenciando a forma clinica.

Pacientes e Métodos

Caso 1

Paciente do sexo feminino, 34 anos com lupus eritematoso sist€émico iniciou tratamento em
2000 com glicocorticéides (10mg de prednisolona oral diariamente por 21 dias) e
ciprofloxacina (100mg oral diariamente por 21 dias). Apds dois anos a paciente recebeu alta
seguida de melhora clinica e laboratorial. Todavia, ao final de 2002 apresentou dor abdominal
intensa, febre alta e alteracOes renais. A paciente desenvolveu peritonite flingica como
conseqiiéncia da continua didlise peritoneal. A. fumigatus foi identificado no exame direto a
fresco do liquido peritoneal e na cultura em dagar Sabouraud acrescido de 50mg de

cloranfenicol/L [3].
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Ao ser confirmada peritonite fungica, anfotericina B (1 mg/kg/dia) foi administrada
intravenosamente em doses crescentes até a dose total de 1.13 g. O catéter peritoneal foi
removido e a paciente tratada com sucesso.

Comentarios

Terapia antifingica sist€mica imediata e a remocao do catéter de didlise foram essenciais para
a sobrevivéncia desta paciente [4, 5]. Vérios fungos tém estado implicados em casos de
peritonite relacionada a didlise, incluindo espécies de Aspergillus, Paecilomyces, Penicillium
e Acremonium [6]. Pacientes com lupus eritematoso sistémico sao facilmente infectados por
fungos, bactérias ou outros organismos infecciosos [7, 8, 9]. Desta forma, o catéter de didlise
poderia estar contaminado e provavelmente serviu como porta de entrada.

Caso 2

Paciente do sexo masculino de 45 anos, hipertenso, com histéria prévia de insufici€éncia
cardiaca foi submetido a uma revascularizagdo miocéardica. Apds o procedimento, o paciente
desenvolveu uma infec¢do na incisdo cirdrgica da perna esquerda e a bidpsia revelou presenca
de estruturas tipicas de espécies de Aspergillus.

Poucos meses depois, o paciente apresentou-se novamente com alteragdes cardiacas.
Um aneurisma da aorta foi diagnosticado e ele foi imediatamente submetido a cirurgia. Um
fragmento da aorta foi enviado ao laboratério de micologia. Exame micoldgico direto revelou
hifas dicotomicas ramificadas e septadas. A cultura foi positiva para A. fumigatus apos 48
horas de incubacao.

Excisdo cirurgica do aneurisma e terapia com anfotericina B foram realizadas, sem
sucesso. O paciente foi a 6bito por complicagdes cardiacas causadas pela aspergilose invasiva.
Comentarios
Até recentemente, infeccdes micdticas do coragdo eram relativamente incomuns, todavia

podem estar aumentando em freqiiéncia como resultado de infec¢dao oportunista [10, 11, 12].
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Estes casos novos estdo freqiientemente associados com infeccdo fungica disseminada e sao
usualmente fatais [13].

Caso 3

Paciente de 56 anos do sexo masculino foi admitido em 2002 em hospital publico,
apresentando tuberculose pulmonar, com tosse cronica e hemoptise. A radiografia de térax
apresentou uma massa semelhante a uma bola fingica colonizando o pulmao direito e a
presenca de discretas infiltragdes fibronodulares.

Apoés cirurgia para retirada da bola fungica, fragmentos do lobo foram enviados
submersos em soro fisioldgico, ao Laboratério de Micologia Médica da Universidade Federal
de Pernambuco. O exame direto foi realizado ap6s clarificacdo do fragmento de tecido com
solucdo de hidréxido de potéassio a 20%. Fragmentos foram também inoculados em meio dgar
Sabouraud acrescido de 50mg de cloranfenicol/LL e incubados tanto a temperatura ambiente
(28° £ 2°C) como a 37°C por 15 dias. A presenca de A. fumigatus foi confirmada apds
cultura.

Estratégias terap€uticas consistiram de ciprofloxacina-400mg, clindamicina-500mg e
fluconazol-200mg com bons resultados, e apés um més o paciente recebeu alta.

Comentarios

Os sintomas de uma infec¢do fangica pulmonar sdo freqiilentemente inespecificos e incluem
febre, adinamia, tosse, hemoptise e dor tordcica. Radiografia de térax pode exibir nddulos
inespecificos, infiltrados e cavidades. Diagnéstico precoce e tratamento das infeccdes
fingicas sdo essenciais para a sobrevivéncia dos pacientes imunocomprometidos. Infeccao
fungica deveria sempre ser considerada durante a investigacdo clinica de pacientes

imunocomprometidos [2].



Macédo, D.P.C. Micoses em imunodeprimidos, atividade protedsica... 86

Caso 4

Paciente do sexo feminino de 43 anos, imunocomprometida, foi primeiramente
admitida no hospital em 2002 sofrendo de tuberculose pulmonar. Em 2005 a paciente
retornou apresentando tosse cronica, hemoptise e diabetes mellitus grave. A radiografia de
térax apresentou uma grande cavidade no quadrante superior esquerdo do pulmio e uma
massa sugerindo bola fiungica. A radiografia também exibiu discretas infiltragdes
fibronodulares. A paciente foi submetida a uma lobectomia. Estratégias terapéuticas
consistiram de ciprofloxacina-400mg e clindamicina-500mg antes, e hidrocortizona-500mg
associada a fluconazol-200mg apds a cirurgia, porém sem resultados satisfatérios. Nove dias
apo6s a lobectomia a paciente faleceu.

Imediatamente apds a cirurgia, os fragmentos pulmonares foram enviados submersos
em soro fisioldgico ao Laboratério de Micologia Médica da Universidade Federal de
Pernambuco. Exame direto foi desenvolvido apés clarificagdo dos fragmentos de tecido com
solucdo de hidréxido de potédssio a 20%. Os fragmentos foram também inoculados em dgar
Sabouraud com 50mg cloranfenicol/LL em placas de Petri e incubados tanto a temperatura
ambiente (28° + 2°C) como a 37°C por 15 dias. Cultura pura foi transferida para a superficie
do meio Czapeck para identificacdo. Macroscopicamente a colonia tinha aspecto flocoso, de
colorag@o branca que se tornou rapidamente verde-acinzentada com a producio de conidios.
A textura variou de estritamente veludosa a bastante flocosa. O reverso era incolor. As
extremidades conidiais eram colunares e compactas. Microscopicamente, os conidios
variaram bastante em tamanho de 200-400u por 50y, conidiéforos curtos, lisos, com até 300
de comprimento e 5-8u de didmetro (Figura 1). Com base nestas caracteristicas o agente foi

identificado como A. fumigatus [3].
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Comentarios

A verdadeira incidéncia de aspergiloma nao é conhecida [14]. As principais caracteristicas
clinicas de colonizacdo pulmonar intra-cavitdria sdo hemoptise recorrente variando de
pequenos episddios de esputo com sangue a hemorragia fatal, particularmente em pacientes
com tuberculose grave. A mortalidade devido a hemoptise é considerada alta e na presenca de
Aspergillus a infeccdo tem um pobre progndstico, especialmente quando associada com
diabetes [15, 16].

Conclusoes

Aspergilose semi-invasiva tende a ocorrer em pacientes cujo sistema immune se encontra
seriamente deprimido, por exemplo, devido a doenga pulmonar obstrutiva crénica ou diabetes
[17, 18]. Embora a paciente do caso 4 tenha apresentado uma histéria de diabetes mellitus e
severa tuberculose pulmonar, foi impossivel documentar a progressao radioldgica da doenga
ou garantir claramente se foi uma forma cléssica de aspergiloma ou conseqiiéncia desta nova
forma de colonizagdo cavitdria (aspergilose semi-invasiva). Ao ser adiado o diagndstico, a
progressao destas infec¢des € freqiientemente fatal [19].

Respostas insatisfatorias aos antibidticos e infiltracdes no raio-X ou CT-scan foram as
primeiras indica¢des de infec¢do fingica. Os sitios de infeccdo podem ser diversos como
descritos no trabalho. Os casos 1 e 3 tiveram melhora e receberam alta e os casos 2 e 4 foram
a 6bito devido a um processo infeccioso descontrolado.

Infec¢do disseminada por Aspergillus tem pobre prognéstico, porém poucos trabalhos
tém sido publicados sobre o envolvimento extra-pulmonar na aspergilose. Aspergilose extra-
pulmonar produz diferentes manifestacdes de acordo com os 6rgdos envolvidos. Pode afetar
coragdo, rins, sistema nervoso central, trato gastrointestinal, baco, figado, glandula tiredide e

pancreas. Para melhorar o progndstico da aspergilose, € importante reconhecer as
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caracteristicas clinicas da aspergilose extra-pulmonar e instituir tratamento antifiingico

agressivo [14].

Invasdo local e disseminacdo com alta taxa de mortalidade sdo freqiientemente vistas
em infeccdes por A. nidulans [3]; contudo os pacientes apresentaram A. fumigatus.
Atualmente, com o uso indiscriminado de antibidticos de amplo espectro, corticosterdides,
agentes citotoxicos e imunossupressores, novas espécies de fungos estdo emergindo como
agentes de infeccoes respiratdrias e sist€émicas graves e t€ém ganhado considerdvel importancia
na sadde publica [20]. Este trabalho relata a importancia de infec¢des por A. fumigatus como
uma condi¢do severa e abruptamente fatal, associada a condi¢des pré-existentes tais como
lupus eritematoso sistémico, problemas cardiacos, tuberculose pulmonar e diabetes mellitus.
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Figura 1. Exame direto apresentando hifas dicotomicas ramificadas e septadas (a).

Conidié6foros tipicos de Aspergillus fumigatus (b).
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Onicomicose oportunista por Trichophyton rubrum, atividade protedasica e

susceptibilidade a Iturina-A

Resumo

Trichophyton rubrum é um dos dermaté6fitos mais comumente observados, com incidéncia em
infec¢des flngicas superficiais. Neste estudo, nds reportamos um caso de onicomicose
oportunista por 7. rubrum em um paciente com AIDS e verificamos a atividade protedsica e
susceptibilidade “in vitro” a iturina-A desta espécie. O diagnodstico foi baseado no exame
micolégico (observacdo microscopica direta e cultura). Para deteccao de proteinase, foi
utilizada caseina do leite como substrato e iturina-A, um peptidolipidio obtido do Bacillus
subtilis, para o teste de susceptibilidade. 7. rubrum exibiu atividade protedsica e foi

susceptivel a iturina-A, substancia esta ativa contra este dermatofito.

Palavras-chave: Onicomicose, Trichophyton rubrum, AIDS, protease, iturina-A.
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Introducao

Onicomicose ¢ uma desordem médica importante que envolve tanto a saide do
paciente como sua qualidade de vida. A incidéncia de infec¢des fungicas superficiais em
pacientes com a Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) varia entre 46 e 80%,
incluindo dermatoses cutianeas e onicomicoses [1]. Onicomicose € causada primariamente
por dermatdfitos, espécies de Candida e fungos nao-dermatofiticos. Dermatofitos,
particularmente Trichophyton rubrum, sdo os fungos filamentosos patogénicos mais comuns
de crescente preocupacao por parte dos médicos [2-4].

Onicomicose sub-ungueal proximal sem paroniquia € geralmente causada por T.
rubrum em individuos imunodeprimidos (AIDS). Leuconiquia proximal initial progride para a
parte distal da unha. Lesdes proximais associando leuconiquia proximal e paroniquia sao
geralmente causadas por fungos. T. rubrum € a espécie de dermatéfito mais freqiientemente
isolada de hospedeiro imunossuprimido [1, 5].

Proteinases secretadas constituem fatores de viruléncia potenciais dos dermatofitos
[6]. T. rubrum parasita tecidos queratinizados de humanos e proteinases secretadas por este
fungo permitem a invasdo do tecido hospedeiro [7]. Esta micose pode ocorrer quando o
fungo alcanca a fase estaciondria, quando proteinases sdo secretadas constitutivamente. Estas
enzimas podem direta ou indiretamente provocar uma resposta do hospedeiro, resultando em
manifestacdes inflamatérias das dermatofitoses [8].

A necessidade de agentes antiftingicos seguros e efetivos aumenta em paralelo com o
crescimento no numero de pacientes imunocomprometidos com fatores de risco para
infec¢des flngicas invasivas. A emergéncia de patdgenos flngicos resistentes as terapias
convencionais traz a necessidade da busca de novos agentes antifingicos. Atualmente os
compostos antifungicos disponiveis agem em alvos também encontrados nas células dos

-

mamiferos [9], os quais podem resultar em toxicidade ou interacdo adversa a drogas. E
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imperativa a pesquisa de novos compostos que nao sio téxicos as células humanas. Na década
passada houve um crescimento no conhecimento de peptideos naturais [10].

Reportamos um caso de onicomicose por 7. rubrum em paciente com AIDS e o
isolado foi caracterizado com énfase na atividade protedsica e susceptibilidade antifingica da
iturina-A “in vitro”.

Material & Métodos

Paciente do sexo masculino com 41 anos, cozinheiro residente em Camaragibe
(Regido Metropolitana do Recife — Estado de Pernambuco, Brasil), apresentando AIDS,
tuberculose disseminada e esquistossomose e suspeita de onicomicose.

No Laboratério de Micologia Médica (Departmento de Micologia, Universidade
Federal de Pernambuco), as escamas ungueais foram coletadas e processadas. As unhas foram
inicialmente limpas com dlcool a 70%, e coletadas com bisturi esterilizado. Escamas da
primeira camada da lesdo foram descartadas para eliminar organismos contaminantes. Outras
escamas foram tratadas com hidroxido de potdssio (KOH) a 20% para ajudar a dissolver a
queratina e os débridos, facilitando a observacdo dos elementos filingicos através de
microscopia direta. Para cultura, as escamas foram inoculadas em Sabouraud dextrose agar
(Difco) acrescido de cloranfenicol (50mg/L) contidos em placas de Petri, incubados a 28°C
por 15 dias e a identificacao foi realizada de acordo com Hoog et al. [11].

A determinacdo da produc¢do de proteinase foi feita de acordo com Aoki et al. [12]. O
isolado cresceu por dez dias em meio dgar Sabouraud e foi inoculado em meio de cultura
contendo caseina do leite como substrato, incubada por 15 dias para a observacdao de uma
zona de precipitacdo transparente, medida em centimetros. Atividade protedsica foi medida e
calculada segundo o método descrito por Price et al. [13] baseado na medida do didametro da
colonia somado a zona de precipitacdao (Pz). O estudo foi realizado em duplicata. Com base

nos valores da Pz a interpretagdo foi considerada: Pz entre 0.9 e 1 (+) muito alto, 0,89-0,80
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(++) alto, 0,79-0,70 (+++) baixo, e Pz menor 0,69 (++++) muito baixo. De acordo com este
sistema uma taxa de Pz mais baixa corresponde a uma atividade enzimadtica mais elevada
(viruléncia mais alta).

Conidios do isolado foram suspensos em solucdo aquosa a uma concentracdo de
10°conidios/mL, e espalhados sobre a superficie de placas de Petri contendo meio 4dgar
Sabouraud (Difco). Discos de papel de filtro Whatman #4 esterilizados (7mm de didmetro)
foram impregnados com 3ulL de iturina-A (Sigma) em concentracoes de 7,7, 1,54 e
0,308mg/mL dissolvida em metanol, resultando em quantidades finais de 23,1, 4,62, 0,924ug
de iturina-A por disco (Tabela 1). Um grupo de discos serviu como controle e recebeu apenas
metanol. Os discos foram secos antes de serem colocados nas placas de Petri. Trés discos, um
com cada concentragdo de iturina-A, e um controle, foram colocados em cada placa, sendo
incubadas por quatro dias a 25°C no escuro. O didmetro da zona de inibi¢do (incluindo o
disco de papel de filtro) foi medido e registrado [14].

Resultados e Discussao

Clinicamente o paciente apresentou lesdo nas unhas na forma de hiperqueratose
subungueal proximal, onicodistrofia e inflamacdo periungueal. A diferenciacdo de
onicomicoses similares € bastante dificil [15].

T. rubrum é o dermat6fito mais comumente isolado de humanos nos paises europeus.
Esta espécie € especialmente dominante na onicomicose com prevaléncia de
aproximadamente 80% [16]. Nas infeccdes de unha, 7. rubrum destréi queratina e forma
canais e lacunas nas placas ungueais e implicam na ocorréncia de atividade enzimética
extracelular [6].

Exame microscopico direto da unha exibiu artrosporos e hifas hialinas septadas
(Figure 1). Cultura em Sabouraud dextrose dgar apresentou colonia cotonosa, branca e reverso

vermelho-vinho. Macroconidios ausentes e microconidios piriformes, sésseis em hifas
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indiferenciadas tipicas de 7. rubrum (Figura 1). Dermatofitos sdo os organismos capazes de
causar ataque primdrio a unha. O isolado mais freqiiente das unhas € T. rubrum [17].

Os médicos prescreveram terapia com fluconazol (200mg/dia). Apds sete meses as
lesdes desapareceram quase completamente, todavia o tratamento foi continuado por mais
quatro meses.

Atividade protedsica foi detectada na espécie testada e o valor da Pz foi 0,89,
entretanto a literatura aponta que agentes antiretrovirais utilizados em pacientes com AIDS
podem causar inibi¢do da proteinase do fungo [18]. Atividade protedsica é considerada
importante no mecanismo de patogénese dos fungos oportunistas [19]. Estas proteinases
secretadas sao relatadas como participantes na captacdo de nutrientes, extensdo da lesao e
resposta imune do hospedeiro, elucidando o processo de infeccdo por 7. rubrum. Estes
resultados fornecem evidéncias para perquisas futuras sobre infec¢ao e patogenicidade desta
espécie [20]. Onicomicoses estao basicamente associadas com ataques proteoliticos de fungos
virulentos secretores de proteinases, que hidrolisam parcialmente o material cérneo [15].

O teste de iturina-A para 7. rubrum exibiu um didmetro de zona de inibicdo de 9mm, e
o isolado testado foi sensivel apenas na concentragcdo mais elevada de 7,7mg/mL.
Experiéncias clinicas iniciais envolvendo humanos e animais comprovam que antibidticos
lipopeptideos produzidos pelo Bacillus subtilis, como a iturina-A, foram efetivos contra
dermatomicoses e tiveram um amplo espectro de propriedades antifingicas e poucos efeitos
alergénicos. E imperativo pesquisar compostos antifiingicos ndo téxicos as células de
mamiferos [10].

Tratamento deveria ser instituido isoladamente e o diagndstico da cultura deve guiar a
escolha da droga antifingica apropriada [4].

Peptideos antifiingicos sdo classificados por seu modo de acdo que ocorre via diversos

mecanismos [21].
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Em pacientes imunocomprometidos, onicomicoses podem ser a possivel porta de
entrada para infeccdo sist€mica. Desta forma, devido ao seu potencial invasivo, estas
infec¢des requerem uma maior atencao para correta identificac@o, patogenicidade do isolado e
tratamento [22, 23]. Diagndstico preciso de onicomicose se baseia nos achados clinicos,
investigacao microscopica direta e cultura. Caso o diagndstico ndo seja confirmado através da
cultura e a melhora ndo ocorra, € impossivel afirmar se representa falha no tratamento ou
diagnéstico inicial incorreto. O advento de novos e mais efetivos antifingicos tém gerado
grande interesse [4].

O isolado estd mantido sob 6leo mineral (nimero 5307) na Colecdo de Culturas-
Micoteca URM do Departamento de Micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil.
Agradecimentos
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Figura 1. Exame direto (A), caracteristicas microscopicas de Trichophyton rubrum
(B), atividade protedsica em meio dgar caseina com formagdo de halo (C)
e susceptibilidade antifingica em concentragdo de 7,7mg/mL de iturina A
(D).
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Inibicao de fungos oportunistas pela iturina-A: um peptidolipideo produzido pelo

Bacillus subtilis

Resumo

Bacillus subtilis produz iturina-A, um peptidolipideo que tem exibido propriedades
antifingicas. Neste estudo, amostras clinicas de pacientes imunocomprometidos foram
investigadas para incidéncia de fungos oportunistas e atividade de iturina-A foi testada.
Discos de papel impregnados com vérias concentragdes de iturina-A foram colocados em
placas contendo meio e suspensdes de células de espécies como Candida, Trichosporon e
Paracoccidioides brasiliensis foram inoculadas. A maioria dos isolados foi inibida por

concentracdes de iturina-A mais baixas que Sug/disco e P. brasiliensis foi fortemente inibido.

Palavras-chave: Fungos oportunistas; iturina-A; atividade antifingica.



Macédo, D.P.C. Micoses em imunodeprimidos, atividade protedsica... 106

Introducao

A freqiiéncia de micoses devido a espécies oportunistas tem crescido significantemente nas
ultimas duas décadas e estd diretamente relacionada ao aumento da populacdo de risco, a qual
inclui individuos sob transplante de 6rgaos sélidos, cirurgias e com AIDS, doenca neoplésica,
terapia imunossupressiva, idade avangada, diabetes e outras condi¢des nos hospedeiros [1, 2,
3, 4].

Devido a complexidade dos pacientes de risco para infeccao e a diversidade de novos
patégenos flngicos, micoses oportunistas se apresentam como desafios considerdveis para
diagnéstico e terapia. Alguns fungos nao sao susceptiveis as terapias padrées com azoles ou
polienos e podem requerer o uso de agentes antifiingicos alternativos [4].

Recentemente ha um considerdvel interesse no uso de Bacillus subtilis produzindo
antibidticos lipopeptideos como a iturina-A, especialmente contra patégenos de plantas [5, 6].

Este trabalho descreve as propriedades antifingicas de iturina-A contra fungos
oportunistas isolados de diferentes espécimes clinicos de pacientes imunocomprometidos.
Materiais e Métodos

Neste estudo, 23 isolados fungicos foram obtidos de espécimes clinicos de pacientes
imunodeprimidos (fezes, urina, esputo, bidpsia de tecidos, lavado broncoalveolar, fluido
peritoneal e secrecdo traqueal). Candida albicans (10), C. parapsilosis (8), C. tropicalis (2),
C. guilliermondii (1), Trichosporon cutaneum (1) e Paracoccidioides brasiliensis (1) foram
usados no teste de iturina-A. Estes isolados foram estocados na Colecdo Internacional de
Culturas-Micoteca URM do Departmento de Micologia, Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil.

Ensaio
Células de cada um dos 23 isolados fungicos foram suspensas em dgua destilada

esterilizada e a concentrag@o foi medida através de absorbancia a 600nm, sendo espalhadas na
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superficie de placas de Petri contendo dgar Sabouraud (Difco). Discos de papel Whatman #4
esterilizados (7mm de didmetro) foram impregnados com 3ul de iturina-A (Sigma) em
concentracoes de 7,7, 1,54 e 0,308mg/mL dissolvido em metanol, resultando em quantidades
finais respectivas de 23,1, 4,62 e 0,924 ug de iturina-A por disco (Tabela 1). Um grupo de
discos serviu como controle e recebeu apenas metanol. Os discos foram secos antes de serem
colocados nas placas de Petri inoculadas. Trés discos, um com cada concentracdo de iturina-
A, e um controle, foram colocados em cada placa. Todas as placas foram incubadas por
quatro dias a 25°C no escuro. O diametro da zona de inibi¢ao (incluindo disco de papel de
filtro) foi medido e registrado [5, 7].

Resultados e discussao

Os diametros das zonas de inibi¢do sdo apresentados na Tabela 1. Todos os isolados
testados foram sensiveis a iturina-A na concentracao mais alta. Diferencgas na sensibilidade a
iturina-A foram evidentes a 7,7mg/mL, onde C. albicans (5380, 5311), C. parapsilosis
(5309), C. tropicalis (5359) e P. brasiliensis (5169) foram inibidos e apresentaram zonas que
variaram de 8.45 a 17mm. Contudo, C. albicans (5383) e C. parapsilosis (5288, 5384) foram
resistentes em todas as concentracdes. 1. cutaneum foi inibido nas concentragdes 7.7 e 1.54
mg/mL. Por outro lado, P. brasiliensis demonstrou alta sensibilidade a iturina-A, e foi inibido
nas trés concentracoes testadas (Figura 1).

Os resultados exibiram predominidncia de C. albicans em pacientes
imunocomprometidos e a resisténcia de um isolado desta espécie obtido de esputo.
Considerando-se a sensibilidade da maioria dos isolados a iturina A, o teste demonstrou
eficdcia como principio ativo ttil na prevengdo e cura de micoses.

Iturinas t€m sido usadas como compostos antifingicos médicos e veterindrios [8, 9]
com poucos efeitos toxicos. Embora tenhamos demonstrado a eficacia de iturina-A in vitro,

muitos testes in vivo precisam ser realizados.
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Os efeitos inibitérios de iturina-A sd3o aparentemente de longa duracdo. As placas
foram observadas por vdrias semanas e as zonas de inibi¢do ndo sofreram modificag¢des
notdveis daquelas medidas no quarto dia de teste. Assim, iturina-A pode ser ativa contra
crescimento fingico bem como germinagdo de esporos [5].

Iturina-A demonstra uma atividade antibidtica muito forte e possui um amplo espectro
antifiingico, tornando-a um agente potencial ideal para o biocontrole de doengas de plantas ou
modelo para a sintese de tais fungicidas [10, 11].

O modo de agao destes lipopeptideos ciclicos deve-se a interacdo com as membranas
dos fungos criando canais transmembranares que permitem a saida de fons vitais [12]. Iturinas
também tém sido usadas no tratamento de dermatomicoses em humanos e animais [8, 9].

Nas células de leveduras, iturina-A rompe a membrane plasmatica pela formacao de
pequenas vesiculas e agregacao de particulas intramembranares. Também libera eletrélitos e
produtos de elevada massa molecular e degrada fosfolipidios [13]. Iturina-A aumenta bastante
a condutancia elétrica das membranas lipidicas bimoleculares, as quais t€ém estimulado a
discussdo na atividade de formacgdo de poros e usa a¢do contra patdgenos [14].

Conclusoes

Devido ao aumento da morbidade e mortalidade em pacientes imunocomprometidos e a agao
debilitante das infec¢cdes oportunistas, um rdpido diagndstico e terapia eficiente sao
essenciais.

Por outro lado, desafios clinicos em homens e animais também t€ém demonstrado que
iturina-A pode ser uma droga valiosa pelo seu largo espectro antifingico, sua baixa toxicidade
e baixos efeitos alergénicos [15]. Assim, iturina-A apresenta potencial para ser utilizada como
agente antifiingico alternativo.

Esta pesquisa discute as aplicagdes potenciais de iturina-A, especialmente devido ao

aumento no ndmero de fungos resistentes e a necessidade por linhas terap€uticas alternativas.
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Tabela 1. Didmetro da zona de inibicdo (mm) nas trés concentracdes de iturina-A em meio

agar Sabouraud.

Zone of inhibition 0 0,308 mng/mL. 1,54 mg/mL. 7,7 mg/mL
(mm)
Candida albicans 0 0 0 8,45
(5380)
C. albicans (5381) 0 0 0 7,75
C. albicans (5382) 0 0 0 7,5
C. albicans (5383) 0 0 0 0
C. albicans (5312) 0 0 0 7,25
C. albicans (5311) 0 0 0 8,5
C. albicans (5361) 0 0 0 7
C. albicans (5358) 0 0 0 7,5
C. albicans (5357) 0 0 0 7,2
C. albicans (5356) 0 0 0 7,75
C. parapsilosis 0 0 0 7,5
(5313)
C. parapsilosis 0 0 0 0
(5288)
C. parapsilosis 0 0 0 7
(5289)
C. parapsilosis 0 0 0 7,4
(5290)
C. parapsilosis 0 0 0 8,75
(5309)
C. parapsilosis 0 0 0 0
(5384)
C. parapsilosis 0 0 0 7,2
(5308)
C. parapsilosis 0 0 0 7.2
(5310)
C. tropicalis 0 0 0 8.5
(5359)
C. tropicalis 0 0 0 7,2
(5360)
C. guilliermondii 0 0 0 7,75
(5355)
Trichosporon 0 0 7 7.5
cutaneum (5287)
Paracoccidioides 0 9.5 12 17
brasiliensis (5169)

* 0 indica que os 7mm do disco impregnados foram completamente tomados por crescimento dos fungos.
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Figura 1. Atividade de iturina-A contra isolados de pacientes imunocomprometidos:
Paracoccidioides brasiliensis foi susceptivel nas trés concentracdes (A),
Trichosporon cutaneum em duas (B), Candida tropicalis 5360 em uma (C), e C.
albicans 5383 apresentou-se resistente (D).

*C (controle), C1 (7,7mg/mL), C2 (1,54mg/mL) e C3 (0,308mg/mL).
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9 CONCLUSOES GERAIS

Com base nos resultados obtidos se pode concluir:

v Dermatofitose, fusariose e paracoccidioidomicose podem ocorrer em pacientes
imunodeprimidos apresentando diferentes doencas de base, assim como aspergilose e
candidiase, podendo ser fatais neste grupo de pacientes.

v" Asleveduroses sdo responsaveis pela maioria das infec¢oes flingicas oportunistas.

v Engyodontium album é uma micose emergente em imunodeprimido, sendo citado pela
primeira vez como agente etiolégico de fungemia em paciente com AIDS.

v' Detec¢do de proteinase varia de acordo com o substrato utilizado, sendo o soro de
albumina bovino ideal para expressao dessa enzima pelas leveduras.

v A proteinase ndo deve ser considerada isoladamente critério de patogenicidade dos
fungos oportunistas.

v Susceptibilidade dos fungos a iturina A pode variar entre culturas de uma mesma
espécie.

v' Tturina A em diferentes concentracdes apresenta agdo antifiingica em Engyodontium
album, Paracoccidioides brasiliensis, Trichosporon cutaneum, Trichophyton rubrum,
Aspergillus fumigatus, Fusarium solani, F. moniliforme e algumas espécies de
Candida.

v" Fungos filamementosos, leveduras e fungos dimoérficos apresentam maior

sensibilidade a iturina A na concentragdo de 21,3 pg (7,7mg/ml).
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ABSTRACT

This paper reports an unusual case of paracoccidioidomycosis with ulcerations in the head and nose in a
Brazilian man. For diagnosis, direct microscopic examination of ulcer secretion and skin samplestreated with
potassium hydroxide was performed. The isolation of Paracoccidioides brasiliensis occurred at 28°C and
37°C on Sabouraud agar with chloranphenicol. Diagnosis was established by the presence of isolated and
multiple budding yeast-like cells and typical fungus growth of P. brasiliensis.

Key words: Paracoccidioidomycosis, Paracoccidioides brasiliensis, unusual head lesion.

Paracoccidioidomycosis is one of the most important
systemic mycosis affecting residents of tropical and subtropical
regions in Latin America (3,5). The etiological agent is the
dimorphic fungus Paracoccidioides brasiliensis, which occurs
in the filamentous form in nature, and the disease is thought to
be acquired by inhalation of the propagules produced by this
phase. The most common way of penetration in human body is
through the lungs, with later lymph-hematogenic dissemination
to other organs, skin or mucosas. buccal, pharyngeal, intestinal
andrarely by inoculationinto theskin (2). Clinical manifestations
range from asymptomatic pulmonary lesions to generalized
systemicinfections(1,7,8,11).

We present an unusual case of paracoccidioidomycosis
diagnosed in Brazil. In June 2005, a47-year-old Brazilian man
arrived in the Sector of Pneumology at Otavio Freitas hospital
in Recife state of Pernambuco, in Northeast of Brazil, with a
suspect of tuberculosisand history of swellingsand ulcerations
of his nose and head (Fig. 1). Severa months before, he had
presented chronic bronchitis with fever episodes. A chest X
ray revealed bilateral, diffuse pulmonary infiltrates. Skinlesions
were painful and the patient was physically and psychologically
handicapped, and clinical symptomsincluded occasional night
sweats. No acid-fast bacilli or malignant cells were detected
during exams.

Figure 1. A) Lesion on nose and B) granulomatous lesion of
the head caused by Paracoccidioides brasiliensis.

Clinical samples were processed at Medical Mycology
Laboratory, Federal University of Pernambuco. Direct
examination was performed after clarification of the sample
fragmentswith 20% potass um hydroxide solution. For isolation,
the samples were inoculated on the surface of Sabouraud agar
with 50mg chloranphenicol/L, and incubated at room temperature

*Corresponding Author. Mailing address: Rua José Paraiso, 135/01 Boa Viagem cep 51030-390 Recife, PE - Brasil. Tel.: (81) 2126-8482. E-mail:
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(28° = 2°C) and 37°C during 20 days. The identification was
done according to Lacaz et al. (6).

The examination of ulcer secretion and skin samples
indicated presence of multiple budding which are diagnostic
criteriafor paracoccidioidomycosis (Fig. 2). Culturesincubated
at 37°C were cream-colored yeast-like wrinkled colonies. Cells
presented doublerefractilewall, werebirefringent and presented
multiplebudding of P. brasiliensis. At room temperatureamould
with short aerial hyphae could be observed. Physicians
prescribed a ketoconazole (200 mg/day) therapy. After three
weeks, the lesions and pulmonary infiltrates had disappeared
almost completely and the patient was discharged, but treatment
was continued for additional five months.

“Mickey Mouse type’, “pilot wheel” and catenulate forms of
Paracoccidioides brasiliensis.

Although unusual or atypical aspects of the disease may be
observed in adult patientslesions circumscribed to the lung are
seen in 20-40% of then (9). Pulmonary and skin lesions have
been commonly suspected to be tuberculosis, and diagnosis
confirmed this(10). Respiratory symptomsmay be non-specific,
asoccurred with the patient of thisreport. The chronic multifocal
formisfrequently characterized by pulmonary involvement and
mucocutaneous lesions, predominantly in the oral and nasal
cavities (5), which were not observed in the head deep lesions
of the patient. According to Elias et a. (4) the involvement of
the central nervous system in paracoccidioidomycosisishigher
than previously thought.

Although ulcerative lesionsin head arerare, this diagnosis
should be considered as an important sign of this mycosis.
Patients with early diagnosis have a favorable outcome with
clinical or surgical treatment.

RESUMO
Um caso incomum de par acoccidioidomicose no Brasil

Este trabalho relata um caso incomum de paracocci-
dioidomicose com ulceragbes na cabega e nariz em homem
brasileiro. Para o diagndstico, realizou-se exame microscopico
direto de secrecdo de Ulcera e amostras de pele, tratados com

hidréxido de potassio. O isolamento de Paracoccidioides
brasiliensis ocorreu a 28°C e 37°C em Sabouraud &gar com
cloranfenicol. O diagnostico foi estabelecido pela presenca de
células leveduriformes isoladas e com brotagdes mltiplas e o
crescimento tipico do fungo P. brasiliensis.

Palavras-chave: Paracoccidioidomicose, Paracoccidioides
brasiliens's, lesdo incomum em cabeca.
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ABSTRACT

Opportunistic mycoses have been increasingly observed among immunocompromised patients. We describe
acasein which Engyodontium albumwasisolated and cultured from the blood of a patient with the Acquired
Immunodeficiency Syndrome. E. album grew at 37°C and showed proteinase activity, both indicators of
pathogenicity. Thisis the first time that this organism has been reported as agent of fungaemia.

Key words: Engyodontium album, fungaemia, Acquired Immunodeficiency Syndrome

Opportunistic mycoses have been increasingly observed in
immuno-compromised patients. Engyodontium album is an
unusual pathogen but a rather common inhabitant of waste or
moist material and can beisolated from substrates such aspaper,
jute, linen, and painted walls. Itsdispersal isby dry, hygrophobic
conidiaand can be isolated from house air (1).

E. album used to be included in the genus Beauveria (10).
Limber (7) then included it in a new genus, Tritirachium, but
since 1972 a new genus Engyodontium has been created which
includestwo species, E. albumand E. parvisporum (3). Infections
involving E. album include eczema vesiculosum (4),
granulomatous skin lesions, brain abscess (9) and keratitis(8). In
1990, Augustinsky et al. (1) reported thefirst case of endocarditis
caused by E. album. Inthisreport we describe acase of E. album
fungaemia in a patient with the Acquired Immunodeficiency
Syndrome (AIDS) and test fungus pathogenicity.

The patient, a 18-year-old boy with AIDS, was admitted in
the Clinical Hospital at Federal University of Pernambuco,
Recife, Brazsil in 2002 with severe pulmonary tuberculosis. He
returned in 2005 presenting CD, 25 cellsmm?, high fever, weight
loss, chronic cough, ganglion growth and oral candidiasis.

Three venous blood samples were collected in consecutive
days, aseptically by venipuncture into VACUTAINER® tubes
using EDTA anticoagulant. They were processed by standard
methods (direct examination and isolation in culture) for

mycological diagnosisat Medical Mycology L aboratory, Federal
University of Pernambuco.

Direct examination was performed without clarifying and
staining clinical samples. Subcultures were prepared using
Sabouraud dextrose agar plus chloranphenicol (Difco
Laboratories) incubated at 30°C and 35°C in an aerobic atmosphere
for 15 days. Pure cultures were transferred onto the surface of
potato dextrose agar medium to taxonomic identification (5,6).

Preliminary pathogenicity tests were carried out through
proteinase detection using casein and gelatin as substrates (6).
The isolated fungus was inoculated on the referred culture
medium, incubated at room temperature and at 37°C in order to
detect the formation of atransparent halo, and observed for 10
to 15 days. When a transparent zone occurred, the result was
considered positive, regardless the diameter.

Direct examination revealed septation of hyaline hyphae.
Macroscopically the colonieswerefloccose, white, and 24 mm
indiameter. Thereverse of the colony was col orless. Microscopic
examination showed narrow vegetative hyphaewhichwere 1to
2 umwide, bearing fertilehyphaewhichwere 2to 4 ymwideand
apically dichotomously branched, bearing conidiogenous cells
in whorls of one to three. Conidiogenous cells consisted of an
elongated cylindrical structure with a well- developed rachis
with denticles. Conidiawere hyaline, smooth, and globose (Fig.
1). The organism was identified as E. album according to the
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Figure 1. Characteristics of Engyodontium album: macroscopy
at 37°C (a) microscopy (b) and proteinase activity with an evident
halo formation (c).
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criteriadescribed by Hoog et al. (5). Thisisthefirst case report
of an AIDS patient with E. albumfungaemia.

Physicians prescribed a fluconazole (200 mg/day) therapy.
After one month blood cultures were negative and the patient
was discharged, although treatment was continued for six
months with good results.

Pathogenicity tests indicated that the aethiological agent
was able to produce proteinase in both substrates. Chellappan
et al. (2) demonstrated that E. album marine isolates produce
an akaline proteinasein vitro. Theinvolvement of E. albumas
the fungaemia agent and its capacity to secret extracellular
enzymes has not been described yet in the literature, although
there have been sporadic reports of parasitism in vivo by this
hyphomycete (1,4,8,9). This observation provides further
evidence for the pathogenic nature of this organism.

It should be noted that Seeliger (9) did not observe E. album
development at 37°C. This may be due to a strain difference.
Many fungal species that usually do not grow at 37°C may
survive in human tissues for a considerable length of time,
especially in people under immunodepressive therapy or with
impaired immune defence, when introduced into or under the
skin and deeper tissues (1,9).

Theisolate has been maintained under mineral oil (number
6066) at URM Culture Collection of Department of Mycology,
Federal University of Pernambuco, Brazil.

RESUMO

Fungemia por engyodontium album: primeiro caso
reportado

Micoses oportunistas tém sido progressivamente observadas
entre pacientesimunocomprometidos. NGs descrevemos um caso
no qual Engyodontium album foi isolado e crescido do sangue
de um paciente com a Sindrome da | munodeficiénciaAdquirida
E. album cresceu a 37°C e exibiu atividade proteasica, ambos
indicadores de patogenicidade. Esta € a primeira vez que este
organismo foi reportado como agente de fungemia.

Palavra-chave: Engyodontiumalbum, fungemia, Sindromeda
ImunodeficiénciaAdquirida
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Abstract

Interaction between fungi and nasosinusal cavities results in numerous conditions that
have different clinical presentations. This paper describes a previously undescribed
form of chronic rhinosinusitis caused by the fungus Fusarium moniliforme in an

immuno-competent patient with a history of resistant sinusitis.

Key words: Fusarium moniliforme; chronic rhinosinusitis; resistance; diagnosis;

management.
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Introduction

Sinusitis is a common disorder, affecting approximately 20% of the population at some
time of their lives. Fungal sinusitis however is considered to be rare, although an
increase in reported cases has been observed over the past two decades [1]. Fusarium
moniliforme is an opportunistic fungal pathogen which is emerging as significant cause
of morbidity and mortality [2].

Fusarium species are soil saprophytes and plant pathogens of world-wide
distribution [3]. In some geographic regions such as Florida and West Africa, F. solani,
is the most common species causing this disease [4]. Previous reports of F. moniliforme
as a human pathogen are limited to cases of corneal ulcer and pustular lesion of the hand
[5, 6, 7].

The most distinctive morphological feature of F. moniliforme is the formation of
microconidia in chains. Such morphological characteristics are helpful in distinguishing
F. moniliforme from the other four medically important species [8].

Case report

In this paper, we report a case of chronic rhinosinusitis in an immuno-competent 61
year old man who presented a 9 month history of progressive right-side obstruction
(Fig.1), headache, disturbances of vision and anosmia. Radiological investigations were
carried out and non-contrast computed tomographic images were used for assessment of
the disease extent. These images revealed an expansive high-attenuation lesion
involving the right maxillary sinus and extending into the nasal cavity, right ethmoid air
cells and the entire sphenoid sinus. The lesion extended into the right frontal sinus and
involved the left ethmoid air cells. The patient underwent a rhinosinusitis surgery and

hypertrophic mucosa was removed. Fragments were sent submerged in physiological
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serum to Medical Mycology Laboratory at the Federal University of Pernambuco,
Recife, Brazil.

Direct examination was performed after clarifying the sample fragment with
20% potassium hydroxide solution. Fragments were inoculated onto Sabouraud agar
with 50mg chloranphenicol/L and incubated either at room temperature (28° + 2°C) or
at 37°C for seven days. Identification was performed under macroscopic and
microscopic examination.

The direct examination revealed septate hyaline hyphae. Macroscopically the
culture was very fast growing, with abundant aerial mycelium, white and often
becoming tinged with purple. Microscopically conidiophores arising laterally from
hyphae in the aerial mycelium sparsely branched. The rare presence of delicate, slender
macroconidia, 3-5-septate, 31-58 x 2.7-3.6 um and abundant microconidia, in chains,
ovoidal to clavate, 7-10 x 2.5-3.2 um provided positive identification of F. moniliforme
(Fig. 2) according to the criteria described by Hoog et al. and Leslie & Summerell [8,
9].

Post-operatively the patient received amphotericin B (Img kg') till the
maximum total dose of 2g. The patient was followed up regularly. Six months after the
first presentation, the patient had significant improvement in headache and vision (Fig.
1) and the patient continues to be healthy till date.

Discussion

The first known cases of F. solani infection of maxillary sinus with granuloma occurred
in two immuno-competent hosts [10]; however, this is the first time that F. moniliforme
has been reported as agent of chronic rhinosinusitis.

The interaction between fungi and the nasosinusal cavities results in numerous

conditions, which have different clinical presentations according to the species of
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fungus involved and the immune status of the patient. The fungi will be either in the
mucus or on the mucosa in its noninvasive form; invasive forms infiltrate bone, blood
vessels and mucosa [11].

The suspicion of fungal infection arises whenever a patient with chronic
maxillary sinusitis does not respond to the usual conservative therapy [12]. The
symptoms in these patients are often different and include headache, retro-orbital pain,
diplopia and exophthalmos. Because of their insidious onset, frequently resulting in
missed and delayed diagnosis, sphenoid sinus lesions are a potentially lethal medical
condition [13].

The portal of entry included in this case the respiratory tract [14, 15]. Although
sphenoid sinus involvement in fungal infections is rare, our patient presented this form
of mycosis with the involvement of important surrounding structures.

Rhinosinusitis is observed in many clinical forms, the prognosis is benign and
the cure is common when associated with surgical excision in an immuno-competent
patient. However, the prognosis is not good in immuno-compromised patients. No
treatment except surgery is recommended. Although amphotericin B used alone or in
combination, seems to be the best compound [16].

We gave amphotericin B to our patient keeping a strict watch on renal function
tests. After amphotericin B dose of 2g, patient was discharged. The therapeutic effect of
this medicine was best once the surgical clearance of the disease had been done.
References
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Fig 1. Clinical aspects of the patient with chronic rhinosinusitis before (A-B) and after

(C-D) treatment with intravenous amphotericin B.
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Introduction

The incidence of invasive aspergillosis has increased during the last decade due to the
widespread use of powerful immunosuppressive drugs used for the treatment of diseases
such as systemic lupus erythematosus, peritonitis, endocarditis, pulmonary tuberculosis
and diabetes. Pulmonary aspergillosis is by far the most frequent clinical picture and
the degree of immunosupression is the main factor influencing the evolution,
dissemination and morbidity of the infection [1].

Fungal infections develop slowly in immuno-competent patients and rarely
become a severe medical problem. However, they progress rapidly and usually prove
fatal in immuno-compromised patients. Early diagnosis and treatment are essential for
survival [2]. Here we report four cases of A. fumigatus aspergillosis in immuno-
compromised patients and focus on some of the factors that were important in

influencing clinical outcome.

Patients and Methods

Case 1

A 34-year-old woman was diagnosed with systemic lupus erythematosus in 2000 and

treated with glucocorticoids (10mg of prednisolone orally daily for 21 days) plus

ciprofloxacin (100 mg orally daily for 21 days). The patient was discharged in 2002

following improvement in clinical and laboratory tests. However, later that year the

patient presented again with intense abdominal pain, high fever and renal failure.
The patient developed fungal peritonitis as a consequence of continuous

peritoneal dialysis. A. fumigatus was identified as the cause by direct examination of



fresh abdominal fluid (peritoneal effluent) and culture on Sabouraud agar with 50mg
chloranphenicol/L [3].

As soon as the diagnosis of fungal peritonitis was confirmed, amphotericin B (1
mg/kg/day) was given intravenously in increasing doses up to a total dose of 1.13 g. The
peritoneal catheter was removed and the patient was successfully treated.

Comments

Prompt systemic antifungal therapy and removal of the dialysis catheter were both
essential for survival of this patient [4, 5]. Several fungal species have been implicated a
causal agents in dialysis-related peritonitis, including Aspergillus, Paecilomyces,
Penicillium, Acremonium [6] and patients with systemic lupus erythematosus are easily
infected with fungi, bacteria, or other infectious organisms [7, 8, 9]. In this instance, the

dialysis catheter may have been contaminated and probably served as a portal of entry.

Case 2

A 45-year-old hypertensive male with prior history of cardiac insufficiency was
submitted for an aorto-femoral bypass graft. After the procedure, the patient developed
a lesion on surgical cut on the left leg and a biopsy revealed histopathologic changes
typical of Aspergillus species.

A few months later, the patient presented with again cardiac problems. An aortic
aneurysm was diagnosed and the patient was immediately submitted for surgery. An
aortic fragment was sent to the mycology laboratory. Direct mycological exam revealed
dichotomous branching and septation of hyphae. The culture was positive for A.

fumigatus after 48 hours of incubation.



Surgical excision of the aneurysm and therapy with amphotericin B were
unsuccessful. The patient died of cardiac complications of invasive aspergillosis.
Comments
Until recently, mycotic infections of the heart were relatively uncommon but may be
increasing in frequency as a result of opportunistic infection [10, 11, 12]. These new

cases are often associated with disseminated fungal infection and are usually fatal [ 13].

Case 3

A 56-year-old man was admitted in 2002 to a public hospital presenting with pulmonary
tuberculosis, a chronic cough and hemoptysis. The chest radiograph showed a mass like
a fungus ball colonizing the right lung and the presence of discreet fibro-nodular
infiltrations.

Fragments of the lobe were sent submerged in physiological serum to Medical
Mycology Laboratory at the Federal University of Pernambuco. Direct examination was
performed after first clarifying the sample fragment with 20% potassium hydroxide
solution. Fragments were inoculated onto Sabouraud agar with 50mg chloranphenicol/L
and incubated either at room temperature (28° + 2°C) or at 37°C for 15 days. The
presence of A. fumigatus was confirmed after culture.

Therapeutic strategies consisted of ciprofloxacin-400mg, clindamicin-500mg
and fluconazole-200mg with good results and after one month the patient was
discharged.

Comments
The symptoms of a pulmonary fungal infection are often nonspecific and include fever,

malaise, cough, hemoptysis, and chest pain. Chest radiography may show nonspecific



nodules, infiltrates and cavities. Early diagnosis and treatment of fungal infections is
essential for the survival of immuno-compromised patients. Fungal infection should

always be considered during the diagnosis of immuno-compromised patients [2].

Case 4

Patient 4 was 43-year-old immuno-compromised female first admitted to the
hospital in 2002 suffering from pulmonary tuberculosis. She returned in 2005
presenting with a chronic cough, hemoptysis and serious diabetes mellitus. On second
admission the chest radiograph showed a large cavity in the left upper pulmonary
quadrant and a mass like a fungus ball colonizing it. The radiograph also showed the
presence of discreet fibro-nodular infiltrations. She was submitted for lobectomy.
Therapeutic strategies consisted of ciprofloxacin-400mg and clindamicin-500mg before,
and hydrocortizone-500mg with fluconazole-200mg after the surgery, but with no
results. Nine days after lobectomy the patient died.

Immediately after surgery, fragments of the lobe were sent submerged in
physiological serum to Medical Mycology Laboratory at the Federal University of
Pernambuco. Direct examination was performed after first clarifying the sample
fragment with 20% potassium hydroxide solution. Fragments were inoculated onto
Sabouraud agar with 50mg chloranphenicol/L in Petri dishes and incubated either at
room temperature (28° + 2°C) or at 37°C for 15 days. The pure culture was transferred
to a surface of Czapeck medium for identification. Macroscopically the culture
produced a flat, white colony which quickly became gray-green with the production of
conidia. The texture varied from strictly velvety to deep felt, floccose. The reverse was

colorless. The conidia mass of the conidial heads were columnar, compact, and



crowded. They ranged in size from 200-400p by 50u. Microscopically the
conidiophores were short, smooth, up to 300p in length and 5-8u in diameter (Figure 1).
These characteristics uniquely identified 4. fumigatus [3].
Comments
The true incidence of aspergilloma is not known [14]. The principal clinical features of
pulmonary intra-cavity colonization are recurrent hemoptysis varying from small
episodes of blood-tinged sputa to fatal hemorrhage, particularly in patients with
underlying tuberculosis. The mortality due to hemoptysis is considerably higher and
with the presence of Aspergillus infection has a poor prognosis especially when
associated with diabetes [15, 16].
Conclusions
Semi-invasive aspergillosis tends to occur in patients whose immune systems are mildly
depressed, for example, because of chronic obstructive lung disease or diabetes [17, 18].
Although patient 4 had a history of diabetes mellitus and had also severe pulmonary
tuberculosis it was impossible for us to document the radiological progression of the
disease or clearly ascertain whether it was a classical form of aspergilloma or the
consequence of this newly characterized form of cavitary colonization (semi-invasive
aspergillosis). Since diagnosis is often delayed, the outcome of these infections is
frequently fatal [19].

Poor responses to antibiotics and infiltrations on X-ray or CT-scan were the first
indication of a fungal infection. The sites of infection may be diverse as described in our
paper. Cases 1 and 3 recovered and discharged. Patients 2 and 4 died because of an

uncontrolled infectious process.



Disseminated Aspergillus infection has a poor prognosis, but few reports have
been published on extra-pulmonary involvement in aspergillosis. Extra-pulmonary
aspergillosis produces different manifestations according to involved organs. It may
affect heart, kidney, central nervous system, gastrointestinal tract, spleen, liver, thyroid
gland and pancreas. To improve prognosis of aspergillosis it is important to recognize
the clinical features of extra-pulmonary aspergillosis and to institute aggressive anti-
fungal treatment [14].

Local invasion and dissemination with a high rate of mortality are frequently
seen with 4. nidulans infection [3]; however, our patients had 4. fumigatus. In the
current era of widespread use of broad spectrum antibiotics, corticosteroids, cyto-toxic
agents and immuno-suppressants, new species of fungi are emerging as sources of
serious respiratory and systemic infections and have therefore gained considerable
public health importance [20]. This report underscores the importance of 4. fumigatus
infection as severe condition and abruptly fatal associated with pre-existing conditions
such as systemic lupus erythematosus, cardiac problems, pulmonary tuberculosis and
diabetes mellitus.
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Figure 1. Direct examination with dichotomous branching and septation of hyphae (a).

Typical conidiophores of Aspergillus fumigatus (b).
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Introduction

Onychomycosis is an important medical disorder involving both the patient’s
health and quality of life. The incidence of superficial fungal infections in AIDS varies
between 46 and 80%, and includes cutaneos dermatoses and onychomycosis [1].
Onychomycosis is caused primarily by dermatophytes, Candida species, and
nondermatophytic molds. Dermatophytes, particularly Trichophyton rubrum, are by far
the most common pathogenic filamentous fungus of increasing medical concern [2-4].

Proximal sub-ungual onychomycosis without fingernail or toenail paronychia is
generally caused by 7. rubrum in immunodepressed subjects (AIDS). Initial proximal
leuconychia progresses to the distal part of the nail. 7. rubrum is the most frequently
dermatophyte species isolated in the immunosuppressed host [1, 5].

Secreted proteases constitute potential virulence factors of dermatophytes [6]. T.
rubrum parasitizes the keratinized tissues of humans and proteinases secreted by this
organism could function to allow this fungus to metabolize and invade host tissues [7].
Disease may occur when the fungus reaches stationary phase and when proteinases are
secreted constitutively. These enzymes may directly or indirectly incite a host response,
resulting in the inflammatory manifestations of dermatophytosis [8].

The need for safe and effective antifungal agents increases in parallel with the
expanding number of immunocompromised patients at risk for invasive fungal
infections. The emergence of fungal pathogens resistant to current therapies further
compounds the dearth of antifungal agents. Currently available antifungal compounds
act on targets also found in mammalian cells [9], which may result in toxicity or an
adverse drug interaction. It is therefore imperative to find antifungal compounds that are
not toxic to mammalian cells. The past decade has witnessed a dramatic growth in

knowledge of natural peptides [10].



Here we report one case of 7. rubrum onychomycosis in AIDS patient and
characterize the isolate with emphasis on the importance of culture and proteinase
activities and iturin A antifungal susceptibility “in vitro”.

Materials & Methods

The patient is a 41-years-old male, living as a cook in Camaragibe (Recife
Metropolitan Region - Pernambuco State, Brazil), HIV-positive, presenting
disseminated tuberculosis and schistosomiasis with suspected opportunistic
onychomycosis. He was examined for causative fungal agents.

At Medical Mycology Laboratory (Department of Mycology, Federal University
of Pernambuco), the sample was collected and processed. The nails were initially
cleaned with 70% alcohol, and samples were collected with a sterilized scalpel. The first
layer of lesion scrapings was discarded to eliminate contaminating organisms. The other
parts of the scrapings were stained with 20% potassium hydroxide (KOH) to help to
dissolve the keratin and debris, facilitating direct microscopy of fungal elements. For
culture, specimens were inoculated on Sabouraud dextrose agar (Difco) with
chloranphenicol (50mg/L) contained in Petri dishes, incubated at 28°C for 15 days and
the identification was make according to Hoog et al. [11].

Determination of proteinase production was performed according to Aoki et al.
[12]. The strain grown for ten days was inoculated on the referred culture medium
containing milk casein as substrate. Culture was observed for 15 days for formation of a
transparent zone of precipitation, measured in centimeters. Proteinase activity was
measured and calculated according to the method described by Prince et al. [13] in
terms of the ratio of the diameter of the colony and that of the colony plus the
precipitation zone (Pz). The study was repeated to calculate an average of the Pz values

and for interpretation considered: Pz between 0.9 and 1 (+) very high, 0.89-0.80 (++)



high, 0.79-0.70 (+++) low, and Pz minor 0.69 (++++) very low. According to this
system a lower Pz ratio corresponds with a higher enzyme activity (higher virulence).

Conidia of the isolate were suspended in an aqueous solution at a concentration
of 10°conidia/mL, and spread evenly on the agar surface of Petri plates containing
Sabouraud agar (Difco). Sterile Whatman #4 filter paper disks (7mm in diameter) were
impregnated with 3puL of iturin A (Sigma) concentrations of 7.7, 1.54 and 0.308mg/mL
dissolved in methanol, resulting in final amounts of 23.1, 4.62, 0.924 pg of iturin A per
disk (Table 1). One set of disks served as controls and received only the methanol. The
disks were air dried before they were placed on the seeded Petri plates. Three disks, one
with each iturin A concentration, and a control, were placed on each plate. All plates
were incubated for four days at 25°C in the dark. The diameter of the zone of inhibition
(including the filter paper disk) was measured and recorded [14].

Results and Discussion

The patients clinically showed fingernail infection, proximal subungueal
hyperkeratosis, onychodistrophia and periungueal inflammation. The discrimination of
onychomycosis from endogenous diseases showing macroscopically similar symptoms
is difficult [15].

T. rubrum is the most commonly observed dermatophytosis isolated from
humans in European countries. This species is especially dominant in onychomycosis
with a prevalence of approximately 80% [16]. In nail infections, 7. rubrum destroys
keratin and forms channels and sizeable lacunae in the nail plates. These are
considerably larger than the hyphae within them, implying the occurrence of
extracellular enzymatic activity [6].

Direct microscopic examination of the nail showed arthrospores and septate,

hyaline hyphae (Figure 1). Culture on Sabouraud dextrose agar produced cottony



colonies, white, and reverse wine-red. Macroconidia were mostly absent and
microconidia pyriform, sessile alongside undifferentiated hyphae typical of T. rubrum
(Figure 1). Dermatophytes appear to be the chief organisms capable of a primary attack
on the nail. By far the most frequent isolated from nails is 7. rubrum [17].

Physicians prescribed a fluconazole (200mg/day) therapy. After seven months
the lesions had disappeared almost completely, but treatment was continued for after
four months.

Proteinase activity was detected on specie tested and Pz value was found as 0.89.
The literature have pointed out that anti-retroviral agents utilized in AIDS patients may
cause proteinase inhibition in fungus [18]. Protease activity is considered to play
important role in the pathogenesis of opportunistic fungi [19]. These secreted proteases
are related to nutrient uptake, lesion extension and host immune responses elicitation in
the process of T. rubrum infection. These results provide a clue to further research on
the infection and pathogenicity of the dermatophyte [20]. Onychomycosis is basically
associated with proteolytic attacks of the virulent fungi-secreting proteases partly
hydrolyzing the horn material. Endogenous diseases lack these proteolytic activities,
conserving intact structural proteins [15].

The iturin A test for 7. rubrum showed a diameter of the zone of inhibition of
9mm, and the strain was sensitive at the highest concentration at 7.7mg/mL. However,
in the concentrations of 1,54mg/mL and 0,308mg/mL demonstrated resistance. Initial
clinical trials involving humans and animals showed that lipopeptides antibiotics
produced by Bacillus subtilis, especially iturin A, was effective against dermatomycoses
and had a wide spectrum of antifungal properties and low allergenic effect [10].

Antifungal peptides are classified by their mode of action which occurs via

several mechanisms [21].



Treatment should not be instituted on clinical grounds alone; diagnostic culture
should guide the proper choice of antifungal drug to prevent inappropriate and
unnecessary drug prescription. The advent of new and more effective antifungal has led
to a greater interest among sufferers to seek medical treatment [4].

In immunocompromised patients, onychomycosis may be a possible portal of
entry for systemic infection. Therefore, because of its invasive potential, these
infections require more attention for correct identification, strain pathogenicity and
treatment [22, 23].

This 7. rubrum isolate has been maintained under mineral oil (number 5307) at
URM Culture Collection of Department of Mycology, Federal University of
Pernambuco, Brazil.
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Figure 1. Direct examination (A), microscopic characteristics of
Trichophyton rubrum (B), proteinase activity in casein agar
medium with halo formation (C) and antifungal susceptibility to
iturin A at 7.7mg/mL (D).
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Abstract

Bacillus subtilis produces iturin A, a peptidolipid that have shown antifungal properties.
In this study clinical samples from immunocompromised patients were investigated for
the incidence of opportunistic fungi and activity of iturin A was tested. Paper disks
impregnated with various concentrations of iturin A were placed on agar plates seeded
with cell suspension of species of Candida, Trichosporon and Paracoccidioides
brasiliensis. Most isolates were inhibited at iturin A concentrations as low as Spg/disk

and P. brasiliensis was strongly inhibited.
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Introduction

The frequency of mycoses due to opportunistic species has increased significantly over
the past two decades, and is directly related to increasing patient populations at risk,
which includes individuals undergoing solid-organ transplantation, and major surgery
and those with AIDS, neoplactic disease, immunosuppressive therapy, advanced age,
diabetics and other underlying host conditions [1, 2, 3, 4].

Given the complexity of the patients at risk for infection and the diverse and
increasing array of fungal pathogens, opportunistic mycoses pose considerable
diagnostic and therapeutic challenges. Some fungi are inherently nonsusceptible to
standard azole or polyene therapy and may require the use of alternative antifungal
agents [4].

In recent years, there is a considerable interest in using Bacillus subtilis
producing lipopeptides antibiotics like iturin A, especially against plant pathogens [5,
6].

This paper describes the antifungal properties of iturin-A against opportunistic
fungi isolated from different clinical specimens of immunocompromised patients.
Materials and methods

In this study 23 fungi strains were obtained from clinical specimens (feces,
urine, sputum, tissue biopsy, broncoalveolar lavage, peritoneal fluid and tracheal
secretion) of immunocompromised patients. Candida albicans (10), C. parapsilosis (8),
C. tropicalis (2), C. guilliermondii (1), Trichosporon cutaneum (1) and
Paracoccidioides brasiliensis (1) were used in iturin A test. These isolates were stocked
at International URM Culture Collection of Department of Mycology, Federal

University of Pernambuco, Brazil.



Bioassay

Cells of each 23 fungal isolates were suspended in an aqueous solution at a
concentration measured by the absorbance at 600nm, and spread evenly on the agar
surface of Petri plates containing Sabouraud agar (Difco). Sterile Whatman #4 filter
paper disks (7mm in diameter) were impregnated with 3uL of iturin A (Sigma)
concentrations of 7.7, 1.54 and 0.308mg/mL dissolved in methanol, resulting in final
amounts of 23.1, 4.62, 0.924 ug of iturin A per disk (Table 1). One set of disks served
as controls and received only the methanol. The disks were air dried before they were
placed on the seeded Petri plates. Three disks, one with each iturin A concentration, and
a control, were placed on each plate. All plates were incubated for four days at 25°C in
the dark. The diameter of the zone of inhibition (including the filter paper disk) was
measured and recorded [5, 7].
Results and discussion

The diameters of the zones of inhibition are given in Table 1. All of the strains
tested were sensitive to iturin A at the highest concentration. Differences in sensitivity
to iturin A were quite evident at 7.7mg/mL. At this concentration, C. albicans (5380,
5311), C. parapsilosis (5309), C. tropicalis (5359) and P. brasiliensis (5169) were
inhibited and showed zones that ranged from 8.45 to 17mm. However, C. albicans
(5383) and C. parapsilosis (5288, 5384) were resistant on all concentrations. T.
cutaneum were inhibited at the concentrations 7.7 and 1.54 mg/mL. Interestingly P.
brasiliensis demonstrated high sensibility to iturin A, inhibited in all tested
concentrations (Figure 1).

The results show predominance of C. albicans in immunocompromised patients

and the resistance of one C. albicans isolate obtained from sputum. Considering the



sensibility from majority of the isolates to iturin A the test demonstrated efficacy as the
active ingredient useful for preventing and curing fungal diseases.

Iturins have been used as medical and veterinary antifungal compounds [8, 9]
with few toxic effects. Although we have demonstrated the efficacy of iturin A in vitro,
many in vivo tests remain to be done.

The inhibitory effects of iturin A are apparently long-lasting. The plates were
observed for several weeks yet the inhibitory zones did not change noticeably from
those measured at four days. Thus, iturin A may be active against fungal growth as well
as spore germination [5].

Iturin A shows a very strong antibiotic activity and has a broad antifungal
spectrum, making it an ideal potential agent for biocontrol of plant diseases or model for
the synthesis of such fungicides [10, 11].

The mode of action of these cyclic lipopeptides is due to interaction with fungal
membranes creating transmembrane channels that permit release of vital ions [12].
Inturins have also been used to treat dermatomycoses of humans and animals [8, 9].

In yeast cells, iturin A disrupts the plasma membrane by the formation of small
vesicles and the aggregation of intramembranous particles. It also releases electrolytes
and high molecular mass products, and degrades phospholipids [13]. Iturin A
dramatically increases the electrical conductance of bimolecular lipid membranes,
which has stimulated discussion on the pore-forming activity of lipopeptides and their
action against pathogens [14].

Conclusions
Keeping in mind that fungi are significant and increasingly cause of morbidity and

mortality in immunocompromised patients and that the opportunistic infections they



cause are severe and life threatening, a rapid diagnosis and efficient therapeutic
measures are essential.

On the other hand, clinical trials on humans and animals have also shown iturin
A to be a valuable drug for its large antifungal spectrum, its low toxicity, and low
allergic effect [15]. Thus, iturin A has the potential to be used as alternative potent
antifungal agents.

This research discusses potential applications of iturin A, especially because of
the increasing numbers of drug-resistant fungi and the necessity for alternative lines of
therapy.
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Table 1. Diameter of inhibition zone (mm) at three concentrations of iturin A on

Sabouraud agar media.

Zone of inhibition (mm) 0 0.308mg/mL  1.54 mg/mL 7.7 mg/mL
Candida albicans (5380) 0° 0 0 8.45
C. albicans (5381) 0 0 0 7.75
C. albicans (5382) 0 0 0 7.5
C. albicans (5383) 0 0 0 0
C. albicans (5312) 0 0 0 7.25
C. albicans (5311) 0 0 0 8.5
C. albicans (5361) 0 0 0 7
C. albicans (5358) 0 0 0 7.5
C. albicans (5357) 0 0 0 7.2
C. albicans (5356) 0 0 0 7.75
C. parapsilosis (5313) 0 0 0 7.5
C. parapsilosis (5288) 0 0 0 0
C. parapsilosis (5289) 0 0 0 7
C. parapsilosis (5290) 0 0 0 7.4
C. parapsilosis (5309) 0 0 0 8.75
C. parapsilosis (5384) 0 0 0 0
C. parapsilosis (5308) 0 0 0 7.2
C. parapsilosis (5310) 0 0 0 7.2
C. tropicalis (5359) 0 0 0 8.5
C. tropicalis (5360) 0 0 0 7.2
C. guilliermondii (5355) 0 0 0 7.75
Trichosporon cutaneum (5287) 0 0 7 7.5
Paracoccidioides brasiliensis 0 9.5 12 17

(5169)

* 0 indicates that the 7mm impregnated disk was completely overgrown by the fungus.
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Figure 1. Activity of iturin A against isolates from immunocompromised patients:
Paracoccidioides brasiliensis susceptible at three concentrations (A),
Trichosporon cutaneum at two (B), Candida tropicalis 5360 at one (C), and C.

albicans 5383 resistance (D).

*C (control), C; (7.7mg/mL), C, (1.54mg/mL) and C; (0.308mg/mL).
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benefits of a regular subscription-based article, but in addition is made available
publicly through Springer’s online platform SpringerLink. To publish via Springer
Open Choice, upon acceptance please visit
www.springeronline.com/openchoice to complete the relevant order form and
provide the required payment information. Payment must be received in full
before publication or articles will publish as regular subscription-model articles.

Instructions to Authors

Mycopathologia is an international journal devoted to the study of the role of
fungi in disease and biodeterioration. As such, the journal covers a diverse,
interdisciplinary range of topics that is unique in breadth and depth, including
original articles and reviews highlighting important developments in the fields of
medical and veterinary mycology, plant mycology and crop protection,
mycotoxicoses and mycotoxins, molecular mycology, environmental
aeromycology, entomopathogenic fungi and applied industrial mycology. In
addition to research papers and review articles, the journal publishes also brief
reports, meeting reports and book reviews.

Original Research Papers:

These should describe new and carefully confirmed findings. Experimental
procedures should be given in sufficient detail for others to verify the work. The
length of a full paper should be the minimum required to describe and interpret
the work clearly.

Brief Reports:

A Brief Report is suitable for recording the results of complete but small
investigations or giving details of new methods, techniques or apparatus.
Progress reports are not acceptable.

Review Papers:
These should be submitted only after consultation with the Editor-in-Chief.

Meeting Reports and Book Reviews
These are usually solicited by the editors of the journal.

Manuscript Presentation

Manuscripts not conforming to the instructions below will be returned for
reformatting without review. You should refer to a previously published article in
the journal which can be downloaded from the journal website at
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http://www.springeronline.com. The journal's language is English. British English
or American English spelling and terminology may be used, but either one should
be followed consistently throughout the article. If English is not your first
language, please ensure that the language is corrected by a fluent English
speaker or via consulting www.manuscript-improvement.com before submission.
Manuscripts submitted in poor English may be returned for revision without
review.

Text should be formatted to fit A4 or US Letter paper size, leaving adequate
margins on all sides to allow reviewers’ remarks. Please double-space all
material, including notes and references. Quotations of more than 40 words
should be set off clearly, either by indenting the left-hand margin or by using a
smaller typeface. Use double quotation marks for direct quotations and single
quotation marks for quotations within quotations and for words or phrases used
in a special sense.

Number the pages consecutively with the first page containing:
o title
e author(s)
o Aaffiliation(s)
o full address for correspondence, including telephone and fax number and
e-mail address

Abstract
Please provide a short abstract of 100 to 250 words. The summary should not
contain any undefined abbreviations or unspecified references.

Key Words
Please provide a maximum of 6 key words or short phrases in alphabetical order.

Abbreviations
List alphabetically only those abbreviations, which are not familiar and/or
commonly used.

Main text
Presentation of the main text depends on the type of article. Section headings in
your manuscript should be clearly distinguishable but not numbered.

Original Research papers should be presented under the following headers:
Introduction (including a consideration of the current literature and the
objectives of the study), Materials & Methods (with sufficient detail to allow the
work to be repeated), Results (focus the reader’s attention on your key results)
and Discussion (put your key results into the context of current information and
include concluding remarks at the end of the discussion; avoid unwarranted or
unsupported speculations). Results and Discussion can be combined as
appropriate.
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The style of main sections of Brief Reports need not conform to that of full-length
papers. However, we encourage authors to present the main text under the
following headers: Introduction, Materials & Methods, Results & Discussion and
Conclusions.

Appendices
Supplementary material should be collected in an Appendix and placed before
the Notes and Reference sections

Notes

Please use endnotes rather than footnotes. Notes should be indicated by
consecutive superscript numbers in the text and listed at the end of the article
before the references. A source reference note should be indicated by means of
an asterisk after the title. This note should be placed at the bottom of the first

page.

Acknowledgements
Acknowledgements (including funding agencies and help from other colleagues)
should be placed in a separate section before the References.

References

Cross-referencing:

References should be listed at the end of the article in numbered order following
the Vancouver style. In the text, references are identified by a number in square
brackets e.g. [15]. If, in the text, a reference is identified by means of an author’s
name, it should be followed by the reference number in square brackets. When
there are more than two authors, only the first authors name should be
mentioned, followed by et al. In the event that an author cited has had two or
more works published during the same year, the reference, both in the text and in
the reference list, should be identified by a lower case letter like a and b after the
date to distinguish the works.

Examples:

Winograd [1]

Bullen and Bennet [23a]
Bullen and Bennet [2b]

Reference list:

References to books, journal articles, articles in collections and conference or
workshop proceedings, and technical reports should be listed at the end of the
paper in numbered order following the Vancouver style (see examples below)..
Articles in preparation or articles submitted for publication, unpublished
observations, personal communications, etc. should not be included in the
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reference list but should only be mentioned in the article text (e.g., T. Moore,
personal communication).

References to books should include the author’s name; year of publication; title;
page numbers where appropriate; publisher; place of publication, in the order
given in the example below.

Espinell-Ingroff AV. Medical Mycology and Training in the United States: A
Historical Analysis (1894-1996). Dordrecht: Springer, 2003; 1-26

Al-Doory Y, DiSalvo AF, eds. Blastomycosis. New York: Plenum Publishing Corp,
1992

References to articles in an edited collection should include the author’'s name;
year of publication; article title; editor's name; title of collection; first and last page
numbers; publisher; place of publication; in the order given in the example below.

Yoshizawa T. Chromatographic Methods for Trichothecenes. In: Truckness MW,
Pohland AE, eds. Methods in Molecular Biology, The Humana Press Inc.,
Totowa, 1999:118-129.

References to articles in conference proceedings should include the author’s
name; year of publication; article title; editor's name (if any); title of proceedings;
first and last page numbers; place and date of conference; publisher and/or
organization from which the proceedings can be obtained; place of publication;
ISBN number, in the order given in the example below.

Nichita G, Curtui V, Miclea V, Trif A. Mycotic and mycotoxic pollution of feed-risk
factor for animal health. Proceedings of the Scientific Communications Meeting
of Aurel Vlaicu University, 3rd ed. Arad, 1996:65-68.

References to articles in periodicals should include the author’'s name; year of
publication; article title; full title of periodical; volume number (issue number
where appropriate); first and last page numbers, in the order given in the
example below.

Walters D, Raynor L, Mitchell A, Walker R, Walker K. Antifungal activities of four
fatty acids against plant pathogenic fungi. Mycopathologia 2004; 157: 87-90.

Van den Bosch M, Bree RT, Lowndes NF. The MRN complex: coordinating and
mediating the response to broken chromosomes. EMBO Rep. 2003 4: 844-9.

References to technical reports or doctoral dissertations, which must be in the
public domain, should include the author’s name; year of publication; title of
report or dissertation; institution; location of institution, in the order given in the
example below.



Mycopathologia

Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxygen [Dissertation].
Berkeley, California: University of California, 1965. 156 pp.

Figure Legends
Figure legends should follow the references on a separate page and precede the
tables. Each figure should be mentioned in the text.

Tables

Each table should be numbered consecutively (1, 2, etc.). Please provide a short
explanatory caption (without abbreviations) to each table, refer to the table in the
text and note its approximate location in the margin. In tables, footnotes are
preferable to long explanatory material in either the heading or body of the table.
Such explanatory footnotes, identified by superscript letters, a, b, ¢ etc., should
be placed immediately below the table. Finally, please place the tables after the
figure legends in the manuscript.

Figures

All photographs, graphs and diagrams should be referred to as a 'Figure' and
they should be numbered consecutively (1, 2, etc.). Multipart figures ought to be
labeled with lower case letters (a, b, etc.). Please insert keys and scale bars
directly in the figures. Relatively small text and great variation in text sizes within
figures should be avoided as figures are often reduced in size. Figures may be
sized to fit approximately within the column(s) of the journal. Provide a detailed
legend (without abbreviations) to each figure, refer to the figure in the text and
note its approximate location in the margin. Please place the legends in the
manuscript after the references.

For vector graphics, EPS is the preferred format. For bitmapped graphics, TIFF is
the preferred format. The following resolutions are optimal: line figures — 600 -
1200 dpi; photographs — 300 dpi; screen dumps - leave as is. Colour figures can
be submitted in the RGB color system. Font-related problems can be avoided by
using standard fonts such as Times Roman, Courier and Helvetica.

Policy on Color Figures:

Springer treats the inclusion of color figures on a per article basis and offers two
options 1) Free Online Color, the color figures will only appear in color on the
journals’ website and b/w in the printed version of the journal 2) Online and
Printed Color which comes at a charge of Euro 950/ USD 1150 per article. The
color figures will appear in color on the website and in the printed version of the
journal.

Symbols and Units
Only recommended Sl units and abbreviations should be used, although some
quantities may be expressed in common units, e.g. mmHg.
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Nomenclature

Microorganisms must be correctly named using the current codes for fungi; (see
Microbiology 1999, 145 (January), p. viii). Guidelines for genetic nomenclature
are quoted in the same publication. Any deviations ought to be properly
explained with literature citation.

Ethics

When reporting experiments on human subjects, indicate whether the
procedures followed were in accordance with the ethical standards of the
responsible committee on human experimentation (institutional or regional) or
with the Helsinki Declaration (1964, amended in 1975 and 1983) of the World
Medical Association.

Do not use patients’ names, initials, or hospital numbers, especially in any
illustrative material! When reporting experiments on animals, indicate whether
the institutions or the National Research Councils guide for, or any national law
on, the care and use of laboratory animals was followed according to all
applicable institutional and/or national and international guidelines.

It is the responsibility of the author to obtain written permission for a quotation
from unpublished material, or for all quotations in excess of 250 words in one
extract or words in total from any work still in copyright, and for the reprinting of
figures, tables or poems from unpublished or copyrighted material.

Manuscript Submission

Mycopathologia has a fully web-enabled manuscript submission and review
system. This system offers authors the option of tracking in real time the review
process of their manuscripts. The online manuscript and review system offers
easy and straightforward login and submission procedures. This system supports
a wide range of submission file formats:

For manuscripts - Word, WordPerfect, RTF, TXT and LaTeX
For figures - TIFF, EPS, PS, GIF, JPEG and PPT
PDF is NOT a recommended format.

Manuscripts should be submitted to:

http://myco.edmgr.com

Authors are requested to download the Consent to Publish and Transfer of
Copyright form from this system.

Please send a completed and signed form either by mail or fax to the
Mycopathologia Office.
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Springer, Journals Editorial Office
Van Godewijckstraat 30

3311 GX Dordrecht

The Netherlands

Fax: (+31) 78 6576254

NOTE: By using the online manuscript submission and review system, it is NOT
necessary to submit the manuscript also as printout + disk. In case you
encounter any difficulties while submitting your manuscript online, please get in
touch with the responsible Editorial Assistant by clicking on "CONTACT US" from
the toolbar. Please read the checklist (see below) before submitting your
manuscript to Mycopathologia.

Submitted manuscripts should not be in consideration in whole or in part by
another journal. Nor has it already appeared in print, in whole or in part, in any
language, in any other journal.

Reviewing Procedure

During the submission process via Editorial Manager you will have to select two
Editors from the Editorial Board to review your article based on their keyword
preferences. Moreover, you should provide names and complete contact
addresses (including E-mail addresses) of 4 additional reviewers that you
consider experts in the subject of your study. The journal reserves the rights to
obtain additional reviews as necessary.

Proofs

Proofs will be sent to the corresponding author by e-mail (if no e-mail address is
available or appears to be out of order, proofs will be sent by regular mail).

Your response, with or without corrections, should be sent within 72 hours!

Corrections should be sent as an e-mail attachment to:
proofscorrection@springer-sbm.com.

Always quote the four-letter journal code and article number from your proof
in the subject field of your e-mail.

Checklist for preparing Manuscripts for Submission

Please also read the Instructions to Authors above, which contains additional
information. Failure to comply with these instructions may delay assessment of
your paper.
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Authors whose first language is not English are strongly urged to have
their manuscript thoroughly checked before submission.

Avoid redundant words or phrases such as ‘a blue color’, ‘at a temperature
of 30°C’, (Blue is a color and does not need stating!) Also phrases such
as ‘It was observed that...” are also redundant and may, without
exception, be deleted.

Nomenclature: Only ‘Systeme International’ units and abbreviations are
used. Non-standard abbreviations are defined at first use.

All text is double-spaced (NOT 1,5 spacing).

All pages are numbered.

The title should be informative and clear. Do not use phrases such as
“The effect of...” or “Study of ...”.

The abstract is clear and concise. Please avoid beginning with a phrase
such as “This study shows...”, or “We show in this paper...".

Maximum of 6 key words in alphabetical order.

Sub-headings in all sections are clearly indicated and NOT numbered.
Introduction: includes consideration of the current literature and the
objectives of the study.

Materials & Methods; with sufficient detail to allow the work to be
repeated.

Discussion: your key results are discussed within the context of current
information. Unwarranted or unsupported speculations are avoided.
Tables and figures are self-explanatory with key details of procedures
given in the legend of footnotes

Micrographs have a clear scale bar on the photograph with the
magnification given in the legend.

References agree between text and list.

Two Editorial Board members are selected to review the manuscript
+ names of 4 independent reviewers.

The corresponding author has provided a valid e-mail address

Proofs need to be returned within 72 hrs!!

Offprints

Fifty (50) offprints of each article will be provided free of charge. Additional
offprints (both hard copies and PDF files) can be ordered by means of an offprint
order form supplied with the proofs.

Page Charge
No page charges are levied on authors or their institutions.

Copyright

Authors will be asked, upon acceptance of an article, to transfer copyright of the
article to the Publisher (see section Manuscript Submission). This will ensure the
widest possible dissemination of information under copyright laws.
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Article Plus

Contributors to Mycopathologia are encouraged to publish additional
article—related materials on the journal website. These materials are items that
compliment and reinforce information published in the print Journal that may be
too lengthy or cost—prohibitive to print in their original/complete format. Examples
of supplementary materials typically added to an online journal using ArticlePlus
include:

e Extensive data sets contained in lengthy tables or spreadsheets
e Supplementary reference lists or acknowledgements
e Erratum notices and corrections

In the majority of instances, supplementary materials posted using ArticlePlus
are called out within the article so that readers are aware that there is important
information not printed (in its entirety or at all) is available for viewing online.

All materials posted to IPS websites using ArticlePlus are freely accessible to all
site visitors.

These materials cannot be posted using ArticlePlus until the online article itself is
posted on IPS. There cannot be any ArticlePlus material on the journal site
without an article that refers to this material.

Material (such as graphics) embedded in or linked to from the ArticlePlus
material must be included with the ArticlePlus material. For example, if the
ArticlePlus material is an HTML file, all graphics linked to from within the HTML
file must be submitted along with the HTML file.

Acceptable ArticlePlus file types

The types of materials that may be submitted include, short video or audio clips,
color photographs, data

graphs and charts, short audio files, web site URLs, word documents, and
spreadsheets. An expanded list of

acceptable file formats follows:

File Type and Accepted File Extension(s)

HTML = .html

PDF = .pdf

Image Files = .gif, .jpg, .jpeg

Audio Files = .wav

Video Files = .avi, .mov, .qt, . mpg, .mpeg

Excel Spreadsheet = xIs

Word Document = .doc, .txt

Director Files = .dcr, dco

Shockwave Files = .swf

PDA Files = .pdb, prc
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PowerPoint = .ppt

ArticlePlus File Submission Instructions

Authors should clearly indicate any material to be considered for Article Plus.
Since all materials submitted for Article Plus are posted exactly as presented,
authors are advised to review their materials carefully. ArticlePlus data will be
posted as submitted and will not be professionally copyedited or proofread. No
additional work or file processing will be performed. The Publisher will not be
responsible for errors or omissions.

If the submitted materials require processing, the author will informed of any
associated charge and will be responsible for these costs. For this reason,
authors should carefully review their material.

The Article Plus repository for any given article may not exceed 5MB. The
repository may consist of one file or any number of related files whose total
combine size does not exceed this size specification. Files larger than SMB will
be returned to the author, un—posted, for re-submission. This file size limitation
is strictly enforced.

Web Address/URLs (web links)
Must contain the complete path for the destination web site.

Web Documents (.htm files)

Web documents must be submitted already in HTML format and have .htm as
the file extension. If imbedded images files are present in the HTML file, please
supply these separately. Please be sure that all HTML coding is accurate to
assure cross—browser display. Again, these files will not be reviewed or edited
prior to posting, so authors should review the HTML coding carefully.

Audio and Video Files

Short audio and video clips may be submitted for posting on the web site in one
of the file formats specified above. Audio and video files must be compressed to
the smallest possible size that still allows for high resolution and quality
presentation. The size of each clip should not exceed 5MB. File size limitation is
intended to insure that end-users are able to download and view files in a
reasonable time frame. If files exceed the specified size limitation, they will not be
posted to the web site and returned to the author for re-submission.

Text Files and Spreadsheets

Text documents and spreadsheets should be submitted completely formatted for
easy viewing and printing.

Please be sure that data chart and graph layouts are done correctly so that page
run—over is not present and the information is easy to view and read on screen.
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All submissions received in final format, as approved by the Editor/Reviewer(s)
will not be returned to the submitter. Materials will be kept for future use if
needed.

Copyright. As with all materials published in Mycopathologia, copyright on
materials published on the web site using ArticlePlus will be held by the
Publisher, Springer. These materials are legal property of the copyright holder
and are subject to the copyright assignment/transfer agreement form submitted
in association with the associated article.

Additional Information

Mike van den Bosch, PhD
Publishing Editor
Springer

P.O. Box 17

3300 AA Dordrecht

The Netherlands

Phone: +31(0) 78 6576-188

Fax: +31(0) 786576-388
mike.vandenbosch@springer-sbm.com
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