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RESUMO

Espécies de Aspergillus sdo fungos produtores de esporos que séo dispersos no
ar ambiente. A inalacdo dessas particulas pode levar desde um processo
alérgico, ou uma infeccdo pulmonar primaria até uma infeccdo disseminada,
comumente fatal em pacientes com condi¢cdo de imunodepressao. Aspergillus
sdo responsaveis pela segunda maior ocorréncia de infec¢des fungicas invasivas
em hospitais terciarios. O objetivo deste estudo foi investigar a
aerocontaminagdo por Aspergillus em ar condicionado e ar ambiente de um
hospital terciario de Campo Grande-MS e determinar o perfil de suscetibilidade
antifungica dos isolados. No ano de 2021, amostras de ar foram coletadas na
Unidade de Clinica Médica (UCM), Unidade de Cuidados Intensivos/Semi-
Intensivos (UCIS) eUnidade de Urgéncia e Emergéncia (UUE) com uso de
amostrador de ar (100L/min por 1min) contendo placas de agar Dicloran Rosa
Bengala. As placas foram incubadaspor 72 h a 30°C. Os Aspergillus foram
identificados a nivel de secdo por meio de suas caracteristicas macro e
microscopicas e confirmadas por PCR e sequenciamento de DNA. A
suscetibilidade aos antifungicos itraconazol, voriconazol e posaconazol foi
determinada pelo teste de triagem conforme recomendacdo do EUCAST e a
resisténcia foi confrmada com a metodologia de microdiluicio em caldo
(EUCAST E.Def. 9.3.2). Foram realizadas 238 amostragens, 184 do ar ambiente
e 54 de ar condicionados. Cerca de 4.300 colénias de fungos foram isoladas.
Dentre estas, 324 (7,54%) colonias eram de Aspergillus spp. Estes foram
identificados a nivel de secdo como sendo 95 (29,5%) da secdo Fumigati, 89
(27,4%) da secao Nigri; 73 (22,5%) da secao Versicolores; 38 (11,7%) da secéo
Flavi; 17 (5,2)% da secdo Nidulantes; 10 (3,1)% da secédo Terrei e em 2 (0,6%)
ndo foi possivel identificar a secdo. Aspergillus da secdo Fumigati foram mais
isolados no inverno e na UCIS. No teste de triagem realizado com 148/324
Aspergillus foi observada resisténcia em 16 (10,8%). A resisténcia a pelo menos
um antifangico foi confirmada em quatro (12,5%) isolados de A. fumigatus, dois
(3,7%) A. flavus, dois (3,7%) da sec¢ao Nigri, sendo um (1,85%) A. tubingensis e
8 (32,0%) da secéo Versicolores, sendo cinco (20,0%) A. sydowii. No ar ambiente
e no ar condicionado de unidades hospitalares, onde se encontram pacientes
criticos, foram isolados fungos do género Aspergillus que podem causar
aspergilose invasiva. No ar ambiente do hospital foram identificados A. fumigatus
resistentes a azéis, fungos esses que podem causar aspergilose de dificil
tratamento. O monitoramento do ar de unidades hospitalares com pacientes
criticos é essencial como subsidio para implementacdo de melhorias na
gualidade do ar ambiente minimizar o risco de aquisi¢éo de aspergilose pulmonar
e invasiva.

Descritores: Aspergilose, antifingicos, poluigdo do ar, fungos filamentosos.



ABSTRACT

Aspergillus species are fungi that produce spores that are dispersed in the ambient
air.Inhalation of these particles can lead from an allergic process, or a primary
pulmonary infection until disseminated infection, commonly fatal in
immunosuppressed patients. Aspergillus areresponsible for the second highest
occurrence of invasive fungal infections in tertiary hospitals. The objective of this
study was to investigate aerocontamination by Aspergillus in conditioning air and
indoor air of a tertiary hospital in Campo Grande- MS and to determine the
antifungal susceptibility profile of the isolates. In the year 2021 air samples were
collected at the Medical Clinic Unit (UCM), Intensive/Semi- Intensive Care Unit
(UCIS), Urgent, and Emergency Unit (UUE) using an air sampler (volume of
100L/min for 1min) containing dichloran rose bengal agar plates.The plates were
incubated for 72 h at 30°C. Aspergillus were identified at section level through their
macro and microscopic characteristics and confirmed by PCR and DNA
sequencing. Resistance to the antifungals itraconazole, voriconazole and
posaconazole was determined by screening test as recommended by EUCAST,
and resistance was confirmed with the broth microdilution methodology (EUCAST
E.Def. 9.3.2). During one year of sampling total of 238 air samples were collected
(ambient air= 184 and conditioning air=54). About 4.300 fungal colonies were
isolated. Among these, 324 of Aspergillus spp. Through the phenotypic
characteristics, the isolates were identified at the section level being 29.5% from
the Fumigati section, 27.4% from the Nigri section, 22.5% from the Versicolores
section, 11.7% from the Flavi section, 5.2 % from Nidulantes section, 3.1% from
Terrei section, and in 0.6% it was not possible to identify the section. Aspergillus
from de Fumigati section were more isolated in the winter and in the UCIS. The
azole antifungal screening test was performed in 148/324 isolates. Of these, the
broth microdilution test was performed with 16 (10.8%) isolates to confirm
resistance. Four (12.5%) isolated from the A. fumigatus, 2 (3.7%) from the A.
flavus, two (3.7%) from the Nigri, being one (1.85%) A. tubingensis and 8 (32%)
from the Versicolores section, being five (20.0%) A. sydowii, which showed
resistance to at least one antifungal. In the conditioning air and indoor air of
hospital units, where critical patients are found, were isolated fungi of the
Aspergillus genus that can cause invasive aspergillosis. Aspergillus fumigatus
resistant on the ambient air may favor aspergillosis of difficult treatment. Air
monitoring of hospital units with critical patients is essential as a subsidy for
implementing improvements in hospital air quality minimizing the acquisition of
pulmonary and invasive aspergillosis.

Descriptors: aspergillosis, antifungal agents, air pollution, fungi
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1 INTRODUCAO

A qualidade do ar tem como elemento importante a quantidade de
microrganismos dispersos no ambiente e é afetada por centenas de espécies de
bactérias e fungos, em particular fungos filamentosos (HESELTINE; ROSEN, 2009).
Os fungos do género Aspergillus estdo entre os mais abundantes no ar ambiente do
mundo todo e produzem esporos que sao facilmente transportados pelo ar
(KRIJGSHELD et al., 2013; WYATT et al., 2013).

Dependendo de condi¢des favoraveis e da condicdo imunoldgica do individuo,
esses microrganismos podem ocasionar desde reacdes alérgicas a patologias graves
como pneumonia, aspergiloma e até infec¢des disseminadas (CHO et al., 2017,
KRIJGSHELD et al., 2013; O'GORMAN, 2011).

Considerados de carater oportunista, fungos do género Aspergillus sao
responsaveis pela segunda maior ocorréncia de infec¢Bes fungicas invasivas em
hospitais terciarios incluindo infecgbes pulmonares com altas taxas de morbidade e
mortalidade (BELIZARIO et al., 2021; CHO et al., 2017; LOEFFERT et al., 2019;
MARTINEZ-HERRERA et al., 2016; PALMER et al.,2019; VIEGAS et al., 2019).

Estudos prévios tém mostrado que o ambiente pode desempenhar um papel
importante na incidéncia de colonizacdo por esses fungos, assim como O
desenvolvimento da aspergilose invasiva, que é letal, a menos que seja tratada
prontamente (BOFF et al.,, 2013; CHO et al., 2019; GONCALVES et al.,, 2018;
LOEFFERT et al., 2019; NYWENING et al., 2020).

As espécies pertencentes as secdes Nigri, Fumigati e Flavi estdo entre as mais
frequentemente isoladas em amostras de ambiente hospitalar (CHO et al., 2017;
GHEITH et al., 2015). Particularmente preocupantes sao 0s isolados resistentes de A.
fumigatus provenientes de amostras clinicas e ambientais (ETIENNE et al.; 2021,
SHISHODIA et al.; 2019; VERMEULEN et al., 2013). Além dessas espécies, A. terreus
e A. nidulans também podem causar infec¢gdes oportunistas importantes (MONTEIRO,
et al., 2021).

No Hospital Universitario Maria Aparecida Pedrossian (HUMAP) sédo atendidos
muitos pacientes com doencas cronicas e com doencas infecto-parasitarias. Este

hospital é considerado referéncia no diagnostico e tratamento de doencas infecciosas.
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Apesar da relevancia, pouco se sabe a respeito das legislacdes, protocolos de
seguranca e monitoramento em hospitais brasileiros. Estudos mostram que o0s
Aspergillus s&o frequentemente encontrados no ar ambiente hospitalar e o crescente
problema de saude publica causado pela resisténcia aos antifungicos precisa ser mais
estudado e compreendido (BELIZARIO et al., 2021; 2019; MOBIN; SALMITO, 2006;
PANTOJA et al., 2012).

Buscando ampliar o conhecimento sobre o tema, foi objetivo deste estudo,
identificar e descrever as espécies de Aspergillus no ar ambiente de um hospital
terciario de Mato Grosso do Sul e determinar a sua suscetibilidade a antifingicos.
Acredita-se que os resultados obtidos servirdo de alerta para possiveis novos casos
de infeccdo hospitalar por Aspergillus, assim como para a implementagcdo de
protocolos para monitorar a qualidade do ar neste e em outros hospitais.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 O género Aspergillus

A primeira descricdo do género Aspergillus ocorreu em 1729 onde o padre e
bidlogo italiano Antonio Micheli observou microrganismos com forma semelhante a
um aspergillum (em latim, aspergere,"espalhar"), um dispositivo usado para dispersar
adgua benta em liturgias cristds (BALEJEE et al., 2007).

Em 1926, Tom e Church publicaram a primeira monografia sobre o género
Aspergillus e, em 1965, Rapper e Fennel realizaram uma descricdo completa sobre o
género. Desde entdo, Aspergillus passou a ser um dos fungos mais estudados
(BALEJEE et al., 2007; CHEN et al., 2017; GEISER et al., 2007; HOUBRAKEN et al.,
2020).

Estudos filogenéticos apoiados em ferramentas moleculares sédo essenciais
para a identificacdo de novas espécies, além de ser um recurso decisivo para a
descricao acurada de espécies deste género (ARASTEHFAR et al., 2021; CORREIA et
al., 2020; GEISER et al., 2007). Aspergillus pertencem ao Reino Fungi, familia
Aspergillaceae, filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes e ordem Eurotiales (CHEN et
al., 2017; GEISER et al., 2007; HOUBRAKEN et al., 2020; SAMSON et al., 2014).

E subdividido em seis subgéneros, Circumdati, Nidulantes, Fumigati,
Aspergillus, Cremei e Polypaecilum. Cerca de 450 espécies ja foram descritas na
literatura e estdo agrupadas em 27 sec¢Oes: Candidi, Petersoniorum, Nigri, Terrei,
Flavipedes, Janorum, Circumdati, Tannerorum, Robusti, Flavi, Nidulantes, Aenei, Usti,
Cavernicolarum, Raperorum, Silvatici, Bispori, Ochraceorosei, Sparsi, Fumigati,
Clavati, Vargarum, Cervini, Restricti, Aspergillus, Cremei e Polypaecilum
(HOUBRAKEN et al., 2020).

Os Aspergillus sao identificados por meio das caracteristicas macroscopicas ou
macromorfologia (cor e aspecto da colbnia) e das estruturas microscopicas ou
micromorfologia - observacao dos conidios e conidioforos (HOUBRAKEN et al., 2020;
WALSH; HAYDEN; LARONE, 2018).

Normalmente, as colonias apresentam cor branca na fase inicial de maturagao
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e podem evoluir para verde, amarelo, castanho ou preto dependendo da espécie. A
cor e textura da colénia também variam, normalmente algodoada quando novas,
tornando-se pulverulenta com a producéo de esporos (HOUBRAKEN et al., 2020;
LACAZ et al., 2002; WALSH et al.,, 2018). A figura 1 ilustra diferentes aspectos

macroscopicos de culturas de Aspergillus sp.

Figura 1 — Fotos de diferentes culturas (macromorfologia) de Aspergillus sp. cultivados
em agar batata apos 72h de incubacgédo a 30° C

Fonte: Autora

Microscopicamente, Aspergillus sp. apresenta um filamento miceliano
constituido por hifas hialinas septadas com ramificacdes dicotémicas fazendo angulos
de 45°. A partir de uma célula basal surgem os conidiéforos e no prolongamento
destes, encontra-se a “cabega” aspergilar chamada de vesicula. A forma dessa
vesicula e sua disposicdo é uma caracteristica essencial na identificacdo
micromorfolégica das diferentes espécies de Aspergillus (HOUBRAKEN et al.,2020;
LACAZ et al.,2002; WALSH, HAYDEN; LARONE, 2018).

As fidlides, células produtoras de esporos, podem ser uni ou bisseriadas,
podem cobrir toda a superficie da vesicula ou apenas o seu topo. A partir da
extremidade das fidlides surgem os conidios cujas dimensdes sao variaveis consoante
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a espécie (WALSH, HAYDEN; LARONE, 2018). A figura 2 ilustra estruturas

microscopicas Uteis na diferenciacdo de Aspergillus sp.

Figura 2 — Fotos ilustrando micromorfologia de Aspergillus sp. em microcultivo em
agar batata. Lactofenol azul de algodéo (A- 200X e B- 400X)

Fonte: Autora

Os Aspergillus séo fungos filamentosos ubiquos comumente isolados de solo,
plantas, detritos e ar ambiente (interno e externo) que se adaptam e crescem em
ambientes hostis e, essa capacidade, tem contribuido para a resisténcia e
sobrevivéncia do género. No ambiente hospitalar tem sido descrito em sistemas de
ventilac&o de ar, agua, superficies e alimentos (DIBA et al.,2019; LATGE; CHAMILOS,
2019; MARTINEZ-HERRERA et al., 2016; PAULUSSEN, et al., 2017).

Esses fungos tém como caracteristica capacidade de sobreviver em um grande
intervalo de pH, temperatura e peculiaridades na parede celular que contribuem para
sua dispersao no ar (FUKUDA et al., 2018; KWON-CHUNG; SUGUI, 2013).

Aspergillus apresentam impacto negativo e positivo sobre as atividades
humanas e ganham atencéo de diversas areas de pesquisa. Esses fungos oferecem
aplicagdes na produgéo de enzimas utilizadas em diferentes tipos de industrias, como
de alimentos, detergentes, téxteis, cosméticos e farmacéuticos (FORSAN, et al., 2021;
KHAN et al., 2021; KRIJGSHELD et al., 2013; MIKAWLRAWNG, 2016).

Aspergillus flavus, produzem a aflatoxina, uma das micotoxinas mais
importantes conhecidas. Esse metabdlito ameaca e contamina culturas agricolas em
todo o mundo. Essa espécie também tem sido considerada agente de Al com maiores
incidéncias em paises tropicais (FRISVAD et al., 2019; KHAN et al.,, 2019;


https://sfamjournals.onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1111/jam.14217?casa_token=IIyp5qfT-OQAAAAA%3AQ9fE5LIWG5pT4wnhHmJK-T2XNECsH3jRtpr1mRI-_UfCr9k9wCkHkozuVB7XKzOlBNtd_7vsEgDf6RQ&jam14217-bib-0012
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061621000026#bib374
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RUDRAMURTHY et al., 2019).

Espécies como Aspergillus niger e Aspergillus versicolor sao utilizadas na
industria de biotecnologia, além de serem normalmente contaminantes do ambiente
hospitalar. O encontro desses fungos indica a necessidade de implementar protocolos
para monitorar a qualidade do ar em hospitais (SIVAGNANASUNDARAM et al., 2019;
VIEGAS et al., 2019).

Espécies de A. terreus tém importancia na industria farmacéutica. Crescem em
diferentes tipos de clima e foram descritos como agentes de infecgcdes em pacientes
gue sofrem de doencas pulmonares crbnicas. Digo de nota é que essa espécie exibe
resisténcia ao antifungico anfotericina B com elevada concentracéo inibitéria minima
no teste de suscetibilidade (RISSLEGGER et al., 2017; WALSH et al.,2008).

Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus e Aspergillus niger s&o os Aspergillus
mais isolados de pacientes com aspergilose diagnosticada e sdo as espécies mais
relatadas em estudos sobre o tema (DIBA et al.,, 2019; FUKUDA et al., 2018;
LOEFFERT et al., 2019; PARDO et al., 2019; ROCCHI et al., 2014; VIEGAS et al.,
2019).

Aspergillus fumigatus é a espécie mais estudada por ser o principal causador
da aspergilose invasiva (Al) e pelo crescente problema de saude publica com
dimensdes globais causado por cepas resistentes aos fungicidas azéis (ETIENNE et
al.; 2021; JENSEN et al.; 2016; SHISHODIA et al.; 2019; VERMEULEN et al., 2013).

Ainda que A. fumigatus seja a espécie mais prevalente em infec¢des outras
espécies que nao A. fumigatus estdo sendo associadas a infeccdes fungicas
invasivas, como por exemplo, A. lentulus, A. welwitschiae, A. sydowii, e outros. Tais
isolados tendem a ser mais resistentes aos antifungicos (NEDEL; PASQUALOTTO,
2014).
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2.2 Aspergilose

2.2.1 Formas clinicas e condicdes de risco da aspergilose

As formas clinicas das doencas causadas por Aspergillus sdo dependentes da
resposta do hospedeiro, o que determina a dire¢do e gravidade das manifestacoes
(KOSMIDIS; DENNING, 2015; LATGE; CHAMILOS, 2019; PATTERSON et al., 2016;
SABINO et al., 2019).

Dependendo de condi¢cBes favoraveis, os Aspergillus conseguem ultrapassar
as defesas humanas e ocasionar infecgbes (DIBA et al.,2019; LATGE; CHAMILOS,
2019; RICHARDSON; BOWYER;SABINO, 2019).

Os problemas de saude causados por Aspergillus incluem reacfes alérgicas,
infeccbes pulmonares e infeccBes em outros 6rgdos. Os esporos fangicos estdo sendo
cada vez mais reconhecidos como alérgenos e as condi¢des alérgicas sdo afetadas
pela exposicdo aos conidios (ISAA, 2022; KLUGE et al., 2022).

A aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) €& uma resposta de
hipersensibilidade do tipo | ao Aspergillus causando inflamacdo nos pulmdées. Os
pacientes frequentemente apresentam sintomas como asma, hemoptise, tosse
produtiva, febre baixa, perda de peso, etc.. Aqueles que utilizam medicamentos para
asma podem ser assintomaticos (AGARWAL et al., 2013; ANEES-HILL et al., 2022;
ASANO; KAMEI; HEBISAWA, 2018; PATTERSON et al., 2016).

A sinusite alérgica ocorre quando Aspergillus causa inflamacao nos seios com
sintomas de uma infeccdo sinusal e presenca de secrecdo espessa, tenaz e
eosinofilica, com achados histolégicos caracteristicos. Ha4 uma hipersensibilidade e
reacOes mediadas por células T, bem como uma resposta imune humoral (GLASS;
AMEDEE, 2011; PATTERSON et al., 2016).

Na aspergilose pulmonar crénica a infeccao por Aspergillus causa cavidades
nos pulmdes e pode ser uma condig&o de longo prazo (3 meses ou mais). Geralmente
0s sintomas sdo a tosse produtiva cronica e perda de peso com hemoptise leve,
dispneia e fadiga (DENNING et al., 2003; PATTERSON et al., 2016).

O aspergiloma ou bola fungica € caracterizado como uma massa de miceélios

fungicos com células inflamatarias, fibrina, muco e detritos teciduais que se evidencia


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycelium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/mycelium
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/inflammatory-cell
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fibrin
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nos pulmdes ou nos seios, mas geralmente ndo se espalha para outras partes do
corpo (LEE et al.,, 2004). Essa doenca ocorre normalmente em uma cavidade
pulmonar ja desenvolvida. Pode se apresentar como infeccdo ativa ou como forma
quiescente. O fungo coloniza a parede da cavidade e uma resposta inflamatoria grave
no pulmao pode ocorrer, resultando em mais sintomas. Se a terapia se der no inicio
da doenca, o progndstico pode ser positivo (KORUKANTI et al., 2022; PATTERSON
et al., 2016; RUBY et al., 2021).

Na aspergillose necrotizante crénica ocorre a invasao local do tecido pulmonar,
sem necessariamente depender de uma cavidade pré-existente. Acomete geralmente
pacientes de meia-idade e idosos com doencas pulmonares como DPOC,
tuberculose, fibrose cistica, etc. (ESCOBAR-SALINAS et al., 2021; LATGE;
CHAMILQOS, 2019; PATTERSON et al., 2016).

A aspergilose invasiva é uma infec¢do grave asssociada a elevada letalidade
com uma sobrevida de seis a 12 semanas (GARCIA-VIDAL et al, 2015; RESENDIZ-
SHARPE et al., 2019; ROTH et al, 2022). A doenca afeta geralmente os pulmdes, mas
também via corrente sanguinea pode se disseminar para outros sitios. (KOSMIDIS;
DENNING, 2015; PALMER; ONIFADE, 2019; PATTERSON et al., 2016). Insuficiéncia
respiratoria tem sido descrita como a causa mais frequente de 6bito. Assim, medidas
para o cuidado com a funcdo pulmonar no manejo precoce desses pacientes sao
indispensaveis.

A aspergilose cutanea ocorre quando Aspergillus entra no corpo por uma
seccdo de continuidade na pele (por exemplo, apds a cirurgia ou uma ferida por
gueimadura) e causa infeccdo. A aspergilose cutanea também pode ocorrer se a
aspergilose invasiva se espalhar para a pele de outro lugar do corpo, como os pulmdes
(VAN BURIK; COLVEN; SPACH, 1998; WALSH et al., 2008).

Infecgdes por Aspergillus em sitios pouco comuns também tem sido descritos.
Osteomielite causada pelo Aspergillus spp. representa uma infecgéo oportunista rara
e grave. A maioria desses casos acomete as vertebras, manifestando-se como
espondilodiscite (KOUTSERIMPAS et al., 2021). Ceratites e endoftalmites por
Aspergillus podem levar a perda da visdo se nédo houver intervencgéo rapida (WALSH
et al., 2008).

Os Aspergillus também podem acometer o sistema nervoso central através de
varias vias. Aspergilose cerebral € atipica e a arterite necrosante dos grandes vasos

cerebrais pode progredir rapidamente em pacientes imunocomprometidos (HADDAD,
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et al., 2021). Monteiro e colaboradores (2021) descreveram um caso de mediastinite
por A. fumigatus apos cirurgia cardiaca no Brasil.

A colonizacao do ambiente por Asperglillus pode resultar em doenca pulmonar,
principalmente se o paciente possuir doenca subjacente, ou tenha seu estado
imunologico alterado (RICHARDSON; BOWYER; SABINO, 2019).

Pacientes com patologias hematoldgicas, neutropénicos que tiveram
transplante de células hematopoiéticas e de érgaos sdlidos, pacientes que fazem
terapia com esterdides emaltas doses, recém-nascidos, internados em Unidades de
Terapia Intensiva (UTI) e aqueles que realizaram cirurgia toracica sao 0s principais
grupos de riscos para a aspergilose em paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(CZYZEWSKI et al., 2019; RESENDIZ-SHARPE et al., 2019; ROTH et al, 2022).

Doenca pulmonar obstrutiva créonica (DPOC), pneumonia viral grave (influenza,
COVID-19), doencas como o HIV/aids, tuberculose, asma e cancer tem risco
aumentado para o desenvolvimento para a Al (CZYZEWSKI et al., 2019; DENNING,
et al., 1998; KLUGE, et al., 2022).

Estudos recentes mostram que o tratamento para a COVID-19 € um fator de
risco relevante para a aspergilose devido ao progndstico ruim (ALANIO, et al., 2020;
ARKEL, et al., 2020; EBNER et al., 2022; HELLEBERG; STEENSEN; ARENDRUP,
2021; KOEHLER et al., 2020; LAI, YU et al., 2021; MACHADO et al.,, 2021;
SEGRELLES-CALVO et al., 2021). Neste sentido, pacientes gravemente doentes pela
COVID-19 devem ser investigados para a doencga fungica.

2.2.2 Diagnoéstico laboratorial de aspergilose

A suspeita clinica de aspergilose € um desafio e necessita da associagéo de
dados clinicos, radiolégicos e microbiolégicos (ULLMANN et al., 2018). Diferentes
tipos de amostras clinicas (escarro, lavado broncoalveolar, aspirado traqueal, biopsia
etc) podem ser enviadas para exames laboratoriais e dependem do sitio envolvido
(PATTERSON et al., 2016).

Entre os exames microbiolégicos de rotina, 0s mais comuns Sdo 0 exame
micologico direto com KOH a 20%, que normalmente é feito em amostras como

escarro e lavado brénquico, e cultura em agar Sabouraud dextrose com antibiéticos



20

(LACAZ et al, 2002).

A microscopia é o método predominante para a identificacdo fangica, porém ela
ndo permite a diferenciacdo de toda gama de esporos fungicos transportados pelo ar
(ANEES-HILL et al., 2022).

Os meétodos mais comuns até o momento incluem isolar Aspergillus sp de
lavado broncoalveolar e aspirado traqueal em meio de cultura. Testes em soro e
amostras clinicas para deteccdo de antigeno galactomanana e também anticorpos
especificos anti - A. fumigatus, também tem sido utilizados. Os exames laboratoriais
e achados na tomografia computadorizada contribuem com o diagndéstico de
aspergilose (ARASTEHFAR et al., 2020; PARDO et al., 2019; PATTERSON et al.,
2016).

O padréo-ouro para o diagndstico da aspergilose € a cultura da amostra clinica.
Essa técnica tem a vantagem de fornecer o agente etiolégico e possibilita realizar
testes de suscetibilidade aos antifungicos. Entretanto, a desvantagem € a demora na
sinalizagdo da andlise que pode levar varios dias (LASS-FLORL et al., 2019;
PATTERSON et al., 2016).

Um diagndstico rapido com sensibilidade moderada pode ser fornecido pela
imunocromatografia de fluxo lateral especifico para diagnéstico de aspergilose
pulmonar invasiva em pacientes com malignidades hematoldgicas subjacentes.
Baseando-se em referéncias microbiolégicas, apoiadas em evidéncias, foi relatado
uma precisdo diagndéstica de 92% neste ensaio, sinalizando seu aproveitamento no
contexto clinico (LASS-FLORL et al., 2019; PRATTES et al.,2015).

Diagnosticar precocemente a Al € um grande desafio, uma vez que sdo poucas
as alternativas de diagndstico. A Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR),
elisaimunoensaio de galactomanana e tomografia computadorizada do pulméo podem
fornecer resultados confiaveis para o diagnostico de infecgéo fungica invasiva (LASS-
FLORL et al., 2007). Com a disponibilidade das ferramentas de automacéo diferentes
técnicas de PCR podem beneficiar pacientes com aspergilose (MENGOLI et al.,
2009).

O PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction Fragment Length
Polymorphism) é um método muito Gtil para a identificacdo de espécies de Aspergillus
e colabora para abordagens epidemiologicas de importancia médica devido a sua alta
sensibilidade do diagndstico. O sequenciamento molecular € o método mais confiavel

para a identificacdo das espécies de Aspergillus (SALAH et al., 2019; DIBA, et al.,
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2014).

Os estudos protedmicos, como o Matrix Associated Laser Desorption-lonization
— Time of Flight (MALDI-TOF), surgiram como um novo horizonte no campo da biologia
molecular. E uma técnica relativamente rapida que vem se mostrando bastante
promissora como ferramenta de identificacdo. Estudos vem sendo feitos para
complementar a biblioteca disponivel comercialmente e assim ampliar o banco de
dados para a identificacdo precisa das espécies (VIDAL-ACUNA et al., 2018;
SANGUINETTI; POSTERARO, 2017).

Contudo, as metodologias convencionais como a cultura e microscopia,
continuam sendo a base do diagndstico, sendo os testes soroldgicos e moleculares
um aprimoramento para conclusio da investigagdo da doenca (LASS-FLORL et al.,
2019; PATTERSON et al., 2016).

2.3 Tratamento

Na década de 1950, aproximadamente 30 anos apés a chegada dos primeiros
agentes antibacterianos, a anfotericina B foi introduzida e permaneceu como Unica
opcao terapéutica contra as infeccBes fangicas. Mais tarde, foram introduzidos
antifangicos menos téxicos como 5-flucitosina, as classes antifingicas imidazdlicas e
triazdlicas, e finalmente as equinocandinas (BERKOW et al., 2020).

O voriconazol foi introduzido em 2003 e aprovado como droga de escolha
contra infecgbes por Aspergillus spp. O uso desse antifungico foi associado a maior
sobrevida em pacientes com neoplasia hematolégica e aspergilose invasiva. A
tolerancia a este azol é maior, pois 0s eventos adversos sao transitérios e geralmente
leves ou moderadose raramente provocam a suspencéao da terapia (HERBRECHT, et
al., 2002; PARDO, et al., 2019; WALSH et al., 2008).

Os azois, incluindo o voriconazol, posaconazol e isavuconazol, sdo 0s
antifangicos indicados como terapia antifingica de primeira linha para a aspergilose.
O itraconazol é uma opcao para a aspergilose pulmonar cronica. Porém, nos ultimos
anos, a resisténcia a essa classe de antifungicos tem sido um problema emergente
(ARASTEHFAR et al., 2021; BUIL et al., 2019; ETIENNE et al.; 2021; HADDAD et
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al.,2022).

A anfotericina B e equinocandinas estao disponiveis como op¢des de terapia
de segunda linha. Comparando a taxa de resposta, taxa de sobrevivéncia e segurancga
do tratamento, o voriconazol supera a anfotericina B. (ARASTEHFAR et al., 2021;
HERBRECHT et al., 2002; TISSOT et al., 2017; WALSH et al., 2008).

Nas Al as combinacdes de antifUngicos podem se tornar uma alternativa no
tratamento de infecgbes por Aspergillus spp resistentes. Embora possua menor
atividade contra a aspergilose e o emprego como monoterapia seja limitado, as
equinocandinas podem ser uma oOpcgao para agir sinergicamente com outros
antifangicos (ROGERS et al.,2022; ARUANNO; GLAMPEDAKIS; LAMOTH, 2019).

A discussédo sobre a conducédo da terapia em pacientes com Aspergillus
resistentes pode ser feita considerando os aspectos diagndsticos e terapéuticos
baseados na cultura e guiada pela epidemiologia local ou resisténcia clinica e
ambiental aos azéis (ARASTEHFAR et al., 2020).

2.3.1 O problema da resisténcia a antifungicos

A emergéncia de Aspergillus resistentes a antifungicos é motivo de grande
preocupacdo e € considerado, na atualidade, um problema de saude publica.
Resisténcia tem sido descrita em Aspergillus isolados de amostras clinicas e
ambientais (AHANGARKANI, et al., 2019; CHO etal., 2017; GHEITH et al., 2015;
RESENDIZ-SHARPE, et al., 2019; SHISHODIA et al., 2019; VERMEULEN et al.,
2013).

Ha evidéncias de que Aspergillus resistentes a azoéis presentes no ambiente
hospitalar podem causar aspergilose de dificil tratamento. RHODES et al., (2022)
mostra a aquisicao de infeccdo hospitalar por Aspergillus fumigatus com o mesmo
perfil molecular e de resisténcia de A. fumigatus isolados no ambiente.

Resisténcia aos antifungicos azois e a equinocandina estdo sendo relatas em
todo o mundo. Os mecanismos de resisténcia devem ser investigados mais
profundamente nas espécies com sensibilidade diminuida a esses antifingicos
(SALAH et al., 2019).

A resisténcia aos antifungicos azoéis tem sido associada, principalmente, a
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mutacdes no gene CYP51A. Estudo realizado na Holanda mostrou que de 20,2% de
A. fumigatus resistentes ao voriconazol em pacientes com doenca hematologica e
guase todos os isolados apresentavam mutacdes nesse gene (AHANGARKANI et al.,
2020; RESENDIZ-SHARPE, et al., 2019).

Estudos defendem que, nos testes de suscetibilidade, se mais de 10% dos
Aspergillus isolados apresentarem resisténcia ao voriconazol, a monoterapia com este
antifingico deve ser reavaliada e uma combinag&o com equinocandina ou anfotericina
B podera ser utilizada (RESENDIZ-SHARPE et al., 2019; VERWEIJ et al., 2015).

Diferente do grande numero de antibidticos oferecidos para o tratamento de
infeccbes bacterianas, o numero de antifungicos disponiveis para tratamento de
infecggoes fungicas invasivas é bastante limitado. Aspergilose invasiva causadas por
cepas resistentes a antifingicos estéo associadas a um pior prognoéstico (LESTRADE
et al., 2019; LOCKHART; BEER; TODA, 2020).

A escalada global de Aspergillus resistentes aos antifungicos azois, associados
a desfechos clinicos ruins e menor sobrevida, tornou-se uma preocupacao no
tratamento da aspergilose. A resisténcia ao azol dificulta o manejo do paciente, pois
essa classe de antifungicos é a recomendavel para a maioria das formas clinicas da
aspergilose. As opcoes alternativas de tratamento sao poucas e incluem a anfotericina
B e as echinocandinas, sendo que essas Ultima apresentam eficicia limitada em
pacientes neutropénicos (LOCKHART; BEER; TODA, 2020; VERWEIJ et al., 2020).

A eficacia da anfotericina B em relacdo ao voriconazol, no tratamento
alternativo para a Al com Aspergillus resistentes, permanece incerta, faltam estudos
mais aprofundados para se determinar a eficAcia comparativa entre azois e
anfotericina B e também na combinacgédo desses agentes antifingicos. (ARASTEHFAR
et al., 2020; ARUANNO; GLAMPEDAKIS; LAMOTH, 2019).

Aspergillus resistentes aos antifingicos tém se tornado frequentes nos ultimos
anos, provavelmente pela aplicacdo de fungicidas azoélicos em setores da agricultura
e industrias, causando pressdo seletiva e levando o surgimento de mutacdes e
mecanismos de resisténcia em isolados clinicos e ambientais (ARASTEHFAR et al.,
2021; VERWEIJ et al., 2009).

Ha evidéncias que a exposicdo ambiental aos fungicidas azllicos esta
estimulando o surgimento de mutacbes Os fungicidas utilizados na agricultura
apresentam estrutura quimica semelhante aos antifungicos azois empregados na

medicina, favorecendo a resisténcia cruzada. Entretanto, o surgimento da resisténcia
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ainda ndo esta bem compreendido e a experiéncia clinica no tratamento da
aspergilose causada por isolados resistentes ainda € limitada (LESTRADE et al.,
2019; ROGERS et al.,2022).

2.3.2 Teste de suscetibilidade antifungica

O teste de suscetibilidade aos antifungicos oferece um parametro da
sensibilidade e resisténcia e mostra a concentracao de antifingico necessaria para
impedir o crescimento do fungo em questdo. Essa medida tem o nome de
concentracdo inibitéria minima - CIM (BERKOW, LOCKHART, OSTROSKY-
ZEICHNER, 2020; ARENDRUP et al., 2020).

Métodos para realizar a deteccao precoce da resisténcia aos antifungicos azois
em isolados clinicos de A. fumigatus sédo essenciais. Atualmente trés métodos estéo
padronizados para a verificagcdo da CIM para Aspergillus: microdiluicdo em caldo,
difusédo em agar e triagem de agar contendo azol (LUCIO et al., 2022; ARENDRUP et
al., 2020;BERKOW,; LOCKHART; OSTROSKY-ZEICHNER, 2020; BUIL et al., 2017).

O teste de suscetibilidade aos antifungicos, padrao ouro, é a metodologia de
microdiluicio em caldo segundo o documento do European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) E.Def. 9.3.2, que por sua vez é
bastante trabalhosa e nem sempre os laboratérios de microbiologia tém estrutura
necessaria para sua realizacdo. Este método recomenda valores de corte
epidemioldgicos que permitem detectar fendtipos resistentes aos antifingicos
(SERRANO-LOBO et al., 2021; VERWEIJ et al., 2015).

O teste de triagem utiliza placas de agar contendo concentracdes determinadas
dos antifingicos. O crescimento no agar contendo antifangico azol indica a
possibilidade de resisténcia e recomenda-se a realizacdo da metodologia de
microdiluicdo em caldo (GUINEA et al., 2019).

Véarios estudos foram publicados demonstrando o emprego, eficacia e
eficiéncia do teste de triagem aos azdis e recentemente, o EUCAST padronizou com
o documento E.Def 10.1 o uso deste teste (AHANGARKANI et al., 2020; ARENDRUP
et al.,, 2017; BERKOW; LOCKHART; OSTROSKY-ZEICHNER, 2020; BUIL et al.,
2017; GUINEA et al.,, 2019; GONZALEZ-LARA et al.,, 2019; HEO et al., 2017,
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LOCKHART; BEER; TODA, 2020; MELETIADIS et al., 2019; SERRANO-LOBO et al.,
2021, 2022).

Os testes de suscetibilidade comercialmente disponiveis s&o: VIPcheck
(Mediaproducts BV, Paises Baixos), que faz a triagem em placas contendo azois,
Sensititre YeastOne YO9 AST Plate (Thermo Fisher Scientific, EUA) - (microdiluicédo
colorimétrica em caldo), e fitas Etest (bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca) as quais
contém antifngicos com diferentes gradientes de concentracdo-método de difusédo
em agar (ESPINEL-INGROFF et al., 2019).

2.4 Aspergillus no ar ambiente hospitalar

Os fungos podem crescer e se espalhar dentro dos ambientes e também
podem ser associados a bioaerossois. A contagem de conidios (esporos) de fungos
em ambientes internos pode ser influenciada pelo ar externo e do sistema de
ventilacdo do local. Ha evidéncias de que a qualidade do ar esta associada a carga
fungica presente no ambiente (SABINO et al., 2019).

Estudos mostram a existéncia de correlacdo entre a contaminacgéo por fungos
no ar e a incidéncia de Al em pacientes imunocomprometidos ou com doenca
hematoldgica durante os periodos de constru¢do ou reformas realizadas dentro e
proximo a hospitais (CHO et al., 2018; LOEFFERT et al., 2018; PARK et al., 2019).

Demoli¢cdes, construcdes e trabalhos que causam acumulo de poeira ou
vazamento de dgua também podem aumentar a dispersédo de esporos fangicos. Sob
este aspecto € necessario atencdo mais cuidadosa para preservar pacientes
imunocomprometidos durante esses periodos (LOEFFERT et al., 2018).

A média da densidade de fungos no ar interno que pode ser influenciada pela
temperatura do ambiente € um fator de risco importante para a propagacdo de
patégenos relacionados a infeccdo. Neste sentido, o monitoramento regular é
essencial para avaliar a qualidade do ar e para detectar a presenca de microrganismos
perigosos a saude humana (ABBASI; SAMAEI, 2019; SOUZA et al., 2019).

Mesmo sendo inevitavel a exposicdo a um baixo nivel de esporos, a vigilancia

de fungos em ar ambiente ou superficies hospitalares e de casos clinicos é
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recomendada (DIBA et al.,, 2019; CHO et al.,, 2019; DEMUYSER et al., 2019;
O’'GORMAN, 2011).

No Brasil, os critérios sobre a qualidade do ar interior em ambientes
climatizados artificialmente de uso publico e coletivo sdo regulamentados pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria — ANVISA. O valor maximo recomendavel
(VMR) para contaminacdo microbiolégica deve ser = 750 UFC/m3 de fungos e a
relagdo I/E = 1,5. Onde “I” é a quantidade de fungos no ambiente interior e “E” € a
quantidade de fungos no ambiente exterior (BRASIL, 2003). Até a presente data ndo
foi encontrada uma legislacéo relacionada a contaminacdo microbiologica especifica
para o ar ambiente de hospitais no Brasil.

De acordo com o Guidelines for Environmental Infection Control in Health-Care
Facilities, (2003) do Centers for Disease Control and Prevention (CDC), atualizado em
2019, ndo ha uma padronizacao sobre 0s niveis seguros de exposicdo aos esporos
fungicos ligados a infec¢des hospitalares. Embora estejam disponiveis uma série de
métodos de amostragens e ensaios, ainda ndo existe um protocolo padrao largamente
aceito para se estudar e medir fungos dentro de um determinado ambiente interno
(AKTAS et al., 2018).

Apesar das limitacBes acima citadas, o monitoramento do ar pode determinar
se as medidas de controle sao eficazes ou precisam ser melhoradas a fim de prevenir
infeccdes hospitalares. A carga fungica no ambiente pode ser correlacionada com o
namero de casos clinicos. Dessa forma, estudos de vigilancia e medidas de controle
podem ser utilizadas para minimizar os casos de aspergilose (PARK et al., 2019).

Estudos sobre aerocontaminacao por Aspergillus em ambiente hospitalar séo
escassos (CHO et al.,, 2018; GONCALVES et al., 2017; LOEFFERT et al., 2017;
SOUZA et al., 2019; WIRMANN et al., 2018). E a relacéo entre isolados ambientais e
isolados clinicos deve ser mais estudada.

Analisar a presenca de Aspergillus no microbioma hospitalar e verificar
prevaléncia das diferentes espécies que podem afetar a qualidade do ar interior € de
grande relevancia para prevenir infeccdes causadas por esses fungos. O
monitoramento de fungos filamentosos no ambiente hospitalar é necessario para se
conhecer e diminuir as concentracdes fungicas em ambientes que precisam ser
controlados dentro do hospital e em areas onde se encontram pacientes criticos
(CAGGIANO et al., 2014).

Instalar sistemas de ventilagdo mecénica, como os filtros HEPA, restringe a


https://www.cdc.gov/
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entrada e propagacdo de microrganismos nos ambientes internos. Educacéo
continuada dos funcionarios, bem como a comunica¢do com o paciente sdo medidas
necessarias para a prevencao de aspergilose invasiva além de outras infec¢cfes
fungicas (HASSAN; ZEESHAN, 2022; LA MILIA et al., 2019; TALENTO et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Investigar aerocontaminacdo por espécies de Aspergillus em hospital

terciario de CampoGrande-MS.

3.20bjetivos especificos

° Identificar Aspergillus do ar condicionado e do ar ambiente da
Unidade de Urgéncia e Emergéncia (UUE), Unidade de Clinica Médica (UCM) e
Unidade de Cuidados Intensivos e Semi-Intensivos (UCIS);

° Verificar se o isolamento de Aspergillus (de secdes distintas) sofre
influéncia da sazonalidade;

° Determinar o perfil de suscetibilidade antifungica “in vitro” dos

Aspergillus spp. isolados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Local, tipo e periodo da pesquisa

Este estudo é descritivo, de desenho transversal, baseado no isolamento de
Aspergillus spp. de amostras provenientes do ar condicionado e do ar ambiente de
trés unidades de um hospital terciario, sendo duas de internacdo e uma unidade de
atendimentos de urgéncia e emergéncia.

O estado de Mato Grosso do Sul esté localizado na regido do Centro-Oeste do
Brasil e ocupa uma area de 357.147,995 km 2. Latitude: 7° 36' 0" Sul, Longitude: 37°
48' 0" Oeste.

Este estudo foi realizado na capital do estado, Campo Grande, que possuli
cerca de 916.001 habitantes (IBGE, 2021). O Hospital terciario é publico e de ensino.
Possui cerca de 232 leitos e é referéncia no diagnéstico e tratamento de doencas
infecciosas, procedimentos de alta complexidade; terapia renal, cirurgia
cardiovascular, hemodialise e neurologia ligados ao Sistema Unico de Satde (SUS).

Geograficamente, o municipio de Campo Grande esta situado proximo da
fronteira do Brasil com Paraguai e Bolivia. Localiza-se na latitude de 20°26'34” Sul e
longitude de 54° 38' 47" Oeste.

O clima é tropical semi-umido, caracterizado por invernos secos e verdes
guentes e chuvosos. Ao longo do ano, em geral a temperatura varia de 16 °C a 31 °C
e raramente € inferior a 10 °C ou superior a 36 °C. A estacdo quente permanece por
7,6 meses, de 26 de agosto a 13 de abril, com temperatura maxima média diaria acima
de 31 °C. O més mais quente do ano em Campo Grande é dezembro, com a maxima
de 31 °C e minima de 22 °C, em média. A estacao fresca permanece por 2,3 meses,
de 14 de maio a 23 de julho, com temperatura maxima diaria em média abaixo de 28
°C. O més mais frio do ano em Campo Grande € julho, com a minima de 16 °C e
méaxima 28 °C, em média

Chove ao longo do ano inteiro em Campo Grande. O més mais chuvoso é
janeiro, com meédia de 179 milimetros de precipitacdo de chuva e o menos chuvoso &

julho, com média de 27 milimetros de precipitacdo de chuva.
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As amostragens do ar foram realizadas com intervalos de quinze dias nos
meses de janeiro, fevereiro, marco, agosto e dezembro, entre as 14:00h e 16:00h.

Os experimentos deste estudo foram realizados no Laboratério de Pesquisas
Microbiolégicas na Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Alimentos e Nutricdo da
Universidade Federalde Mato Grosso do Sul (FACFAN — UFMS), parte no Nucleo de
Micologia do Instituto Adolfo Lutz e no Laboratério de Doencas Infecciosas e
Parasitarias da Faculdade de Medicina da Universidade Federal de Mato Grosso do
Sul (FAMED-UFMS).

4.2 Locais de coleta

As coletas foram realizadas nos setores de Unidade de Cuidados Intensivos e
Semi-Intensivos (UCIS), Unidade de Clinica Médica (UCM) e Unidade de Urgéncia e
Emergéncia (UUE) do hospital. As coletas de ar foram realizadas em 11 pontos na
UCIS, 12 pontos na UCM e 4 pontos na UUE. Os locais das coletas foram fixados e
procurou-se sempre coletar nos mesmos pontos determinados na primeira
amostragem.

A figura 3 e 4 mostram o amostrador de ar em determinados pontos de coleta

na Unidade de Clinica Médica.
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Figura 3 — Ponto de coleta de ar em um quarto da Clinica Médica

Fonte: Autora

Figura 4 — Ponto de coleta de ar no piso do corredor da Clinica Médica

Fonte: Autora
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4.3 Procedimentos de amostragem

Foram coletadas amostras de ar ambiente e de ar condicionado utilizando
impactador de ar (MiniCapt® Microbial Air Sampler, Particle Measuring Systems, Inc,
Airport Blvd Boulder, CO., USA), o qual foi ajustado para a coleta de um volume de
100L/min em uma placa contendo agar dicloran rosa bengala cloranfenicol (KASVI,
Espanha) (LOEFFERT, et al., 2017).

4.4 Procedimentos para identificacao fungica

ApOs a amostragens de ar nos setores, as placas foram incubadas em estufa a
30°C por 72h. Ao fim de 48h, as amostras eram verificadas quanto ao crescimento
das col6nias fungicas e incubadas por mais 24h & 30°C.

A figura 5 mostra placas de agar dicloran rosa bengala cloranfenicol, contendo

colénias de fungos presentes no ar coletado no hospital.

Figura 5 — Fotos de col6nias de fungos em agar dicloran rosa bengala cloranfenicol,
apos 72h de incubacgéo a 30°C, isoladas do ar coletado no hospital

Fonte: Autora

Para isolamento dos fungos utilizamos os meios de cultura com &agar
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Sabouraud dextrose (Oxoid, Australia) suplementado com cloranfenicol 0,05g/L e o
agar batata dextrose (Laborclin, Brasil).

Ap0s serem retiradas da estufa, o numero de coldnias que cresceram em cada
placa foi registrado e, de cada colbnia, foram analisadas as caracteristicas
macroscopicas (tamanho, cor, aspecto e textura) e microscopicas (microscopia de
estruturas fungicas com corante lactofenol azul de algodao),

As colGnias cujas laminas apresentaram formas sugestivas de Aspergillus sp.
foram repicadas em placas de agar Sabouraud dextrose suplementado com
cloranfenicol 0,05 g / L e agar batata dextrose para o isolamento de col6nias puras.

Apos incubacdo a 30°C por 72h, as colbnias puras que apresentavam
caracteristicas fenotipicas diferentes foram armazenadas em tubo com agua destilada
estéril. Por meio de andlise das caracteristicas macroscépias e microscopicas
(microcultivo em agar batata) os Aspergillus foram identificados a nivel de secéo
(LACAZ et al., 2002; WALSH, HAYDEN; LARONE, 2018).

4.4.1 ldentificacdo das secoes

As formas microscOpicas foram avaliadas buscando observar tamanho e
morfologia de estruturas como conidiéforos, vesiculas, fialides,além das cadeias de
conidios (LACAZ et al., 2002; WALSH; HAYDEN; LARONE, 2018).

As Figura 6 e 7 ilustram colbnias caracteristicas de Aspergillus spp da sec¢éo

Fumigati e sua micromorfologia em lactofenol-azul algodéo. 400 X.
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Figura 6 - Micromorfologia de A. fumigatus.

Fonte: WALSH, HAYDEN; LARONE, 2018

Figura 7 - Aspergillus spp da secdo Fumigati e sua micromorfologia em lactofenol-
azul algodao. 400 X

Fonte: Autora

4 4.2 ldentificacdo molecular

A identificacdo dos isolados foi confirmada a nivel de espécie por PCR
convencional (HADRICH et al., 2009) e sequenciamento de DNA (BALAJEE et al,
20009).

A extracdo do DNA gendmico das amostras de Aspergillus foi feita utilizando-
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se o kit Biogene (Bioclin, Brasil) seguindo as instrucdes do fabricante. A PCR foi
realizada de acordo com FERRER et al. (2001) e SEPULVEDA et al. (2017).

Para amplificacdo dos fragmentos de DNA dos isolados pertencentes a secao
Aspergillus fumigatus foram utilizados primers (abaixo listados) das regiéesp-tubulina
(GLASS; DONALDSON, 1995), Calmodulina (O'DONNELL et al., 2000) eITS4/5
(WHITE et al., 1990).

Primers Sequéncia (5-3’)

Bt2A GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC
Bt2B ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC
CL1 (PCR) GARTWCAAGGAGGCCTTCTC

CL2A (PCR) TTTTTGCATCATGAGTTGGAC
CL11 (Seq) ACCATGATGGCGCGCAAG

CL22(Seq) TCCTTCATCTTGCGCGCC
ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC
ITS5 GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG

A figura 8 mostra uma foto representativa do gel de agarose com amostras de

Aspergillus amplificadas com ITS5/ITS4 e Calmodulina.
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Figura 8 — Foto representativa de amostras amplificadas pelo método de PCR
convencional, analisadas pela visualizacdo da densidade da banda
de DNA (gel de agarose a 1,5%) obtidos com ITS5/ITS4 (600 a
800PDb)

~600-500Pb  —> gl = R TR R L LT P

1,6 e 15: A. flavus; 2: A. tubingensis; 3: Aspergillus da secdo Versicolores;
4: A.sydowii; 5, 8, 9, 11 e 13: A. fumigatus; 7: Aspergillus da sec¢ao Nigri;
10 e 12: Aspergillus da sec¢édo Flavi; 14: A. pseudotamarii; 16: A. unguis;
17, 18, 19 e 20: A.sydowii

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada com o kit ExoSap-IT Express
(Applied Biosystems, EUA). E o sequenciamento foi realizado em sequenciador ABI
3500 (Applied Biosystems) e no sequenciador ABI 3730 pela empresa Macrogen
(http://www.dna.macrogen.com/). As sequéncias foram editadas usando o programa

Bioedit. Os dados foram analisados no banco de dados do BLASTn (GenBank).

4.5 Teste de suscetibilidade

4.5.1 Teste de triagem aos azois

O teste de triagem de resisténcia aos azois itraconazol (4mg/L), voriconazol (2
mg/L) e posaconazol (0,5 mg/L) foi realizado conforme protocolo padronizado pelo
documento E.Def 10.1 do European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing


http://www.dna.macrogen.com/
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(EUCAST) com os Aspergillus spp. isolados no estudo (CHEN, et al., 2019).

Os antifungicos foram preparados para obter-se uma solucdo estoque de 1600
pl/mL, e armazenados em aliquotas de 2mL e congelados -20°C.

Foram utilizadas placas de poliestireno sem pirogénio, descartaveis, estéreis de
6 pocos de fundo plano (capacidade de aproximadamente 3 mL e 34 mm), ndo
tratadas e com tampas, que foram preparadas com agar contendo antifingicos.

A figura 9 ilustra as placas que foram preparadas para o teste de triagem aos

azois.

Figura 9 — Foto ilustrando placas para o teste de triagem aos azois

Fonte: Autora

Os procedimentos de preparo e inoculagédo das placas contendo itraconazol,
posaconazol e voriconazol, (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, EUA). As placas foram
inoculadas com 25 pL da suspensao de inéculo em cada um dos trés pocos de azol,
foram incubadas em estufa a 35°C e observadas ap0s 48 horas e 72h. Os testes foram
feitos sempre em duplicatas.

A leitura foi feita visualmente observando a presenca ou auséncia de
crescimento em cada poco. Qualquer crescimento em um ou mais agar contendo
azaois foi levado em consideracao e a suscetibilidade do isolado foi confirmada com o

teste de microdiluicdo em caldo.
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4.5.2 Teste de microdiluicdo em caldo

Para confirmar a resisténcia ao azol em todos os isolados que demonstraram
algum crescimento nas placas de triagem foi realizado o teste de suscetibilidade in
vitro segundo o documento EUCAST E.Def. 9.3.2 por meio da microdiluicdo em caldo.
Os antifungicos utilizados foram a anfotericina, itraconazol, posaconazol e
voriconazol, (Sigma-Aldrich Brasil Ltda, EUA).

Os antifungicos foram preparados de acordo com o protocolo padronizado do
(EUCAST) para obter-seuma solucdo estoque de 1600 pL/mL, e armazenados em
aliquotas de 2mL e congelados a -20°C.

Os antifungicos itraconazol, voriconazol, posaconazol e anfotericina B foram
preparados em placas de poliestireno sem pirogénio, descartaveis, estéreis, nao
tratadas, com 96 pocos de fundo plano e com tampas.

Nas colunas de 2 a 11 foram pipetados 100 pL dos antifungicos diluidos em
RPMI em concentracfes pré-determinadas e 100 pL da suspensdo do indculo. A
coluna 1 foi utilizada para o controle negativo, onde pipetou-se somente 200 pL do
meio de cultura RPMI. E a coluna 12 foi empregada para o controle positivo, onde
foram adicionados 100 pL de RPMI e 100 pL da suspensédo do in6culo. Os testes
foram feitos sempre em duplicata.

A figura 10 ilustra uma placa utilizada no teste de microdiluicdo em caldo.

Figura 10 — Foto ilustrando placa de microdiluicdo em caldo para a determinacédo da
concentracao inibitéria minima

Fonte: Autora
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Todos os isolados que apresentaram algum crescimento no teste de triagem
aos azois foram testados com o teste de microdiluicdo em caldo seguindo o
documento do EUCAST E.Def. 9.3.2 para fungos filamentosos conforme descrito a
seqguir:

Foi preparada uma suspensao com esporos dos Aspergillus em 5 mL de agua
destilada estéril suplementada com 0,1% de Tween 20 e a concentracao de indculo
foi ajustada para a escala 0,5 de McFarland. Entdo contou-se os conidios dessa
suspensdo com auxilio de uma camara de Neubauer. A concentragdo do inoculo foi

ajustada para 2 a 5x108 UFC/mL. Por fim, fez-se uma diluicdo 1:10 em meio de cultura

RPMI afim de se obter uma concentragéo de 2-5x10° UFC/mL.
Imediatamente, utilizando uma pipeta multicanal, 100 pL da suspensdo do
indculo foi pipetada nos poc¢os das colunas numeradas de 2 a 12 da placa com o

antifangico preparado anteriormente. A concentracao final de conidios foide 1 - 2,5 x

10° UFC/mL.

Como controle de qualidade utilizou-se cepas padréo de Candida krusei ATCC
6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019 para validar o teste, as quais foram
preparadas conforme metodologia do EUCAST.

A figura 11 ilustra a rotina de trabalho nos testes de microdiluigdo em caldo.

Figura 11 — Foto ilustrando materiais preparados para a realizacéo do teste de
microdiluicdo em caldo

Fonte: Autora
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ApGs preparadas, as placas de microdiluicdo foram incubadas em estufa a 35°C
por 24horas. Com auxilio de um espelho, foi feita a leitura dos controles e a
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) foi determinada observando o poco com 50%
de inibicdo de crescimento das cepas padrdo das Candidas. Apds 48 horas foi
realizada a leitura das CIMs dos antifungicos considerando a menor concentracdo do
antifangico com 100% de inibicdo de crescimento de Aspergillus.

Foram considerados isolados resistentes com base na concentracao inibitoria
minima (CIM) caracterizada pelos pontos de corte do European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST), que determina os pontos de corte para
interpretacdo de resisténcia ou sensibilidade para Aspergillus, onde, uma cepa €&
resistente com valores de CIM >1 pyg/mL para itraconazol, voriconazol e anfotericina
B, valores CIM >0,25 pg/mL para posaconazol.

A figura 12 ilustra uma placa de microdiluicdo do teste de suscetibilidade
antifiingica e o espelho utilizado na leitura.

Figura 12 — Foto ilustrando placa de microdiluicdo posicionada no espelho de leitura

Fonte: Autora
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4.6 Andlise estatistica

A andlise descritiva e a caracterizagdo da amostra foram realizadas a partir da
distribuicdo de frequéncia das varidveis selecionadas, calculo de média, desvio-
padréao e proporgdes. O teste ANOVA foi aplicado nas amostras coletadas por placa
e na quantidade de Aspergillus coletados por placa para avaliar se existia diferenca
na quantidade de Aspergillus spp entre os dias de coletas. O teste de qui-quadrado
de Pearson ou o Teste exato de Fisher (quando uma das variaveis de interesse era
menor que 5) foi aplicado para testar a diferenca entre o tipo de Aspergillus coletado
em diferentes unidades hospitalares e entre as estacdes do ano. A analise estatistica
foi realizada utilizando a linguagem R (version 4.1.1) sob a interface do RStudio (R
Core Team, 2021).

4.7 Considerac0Oes éticas

Esta pesquisa foi aprovada pela Geréncia de Ensino e Pesquisa do Hospital
“Maria Aparecida Pedrossian” da Fundacéo Universidade Federal de Mato Grosso Do
Sul, segundo Protocolo GEP 66/2019 da Resolucdo N° 301, 20 de dezembro de 2019
(ANEXO A) e Protocolo GEP 28/2021 da Resolugdo N° 48, de 21 de julho de 2021
(ANEXO B).
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5 RESULTADOS

No periodo de janeiro a dezembro de 2021 foram realizadas 238 amostragens
de ar nas Unidades de Urgéncia e Emergéncia (UUE), Unidade de Cuidados
Intensivos e Semi-intensivos (UCIS) e Unidade de Clinica Médica (UCM). Cerca de

4.300 coldnias de fungos foram isoladas em 238 placas de cultura contendo
Agar dicloran rosa bengala cloranfenicol (KASVI, Espanha).

O numero de coldnias e as seccdes de Aspergillus isolados de amostragens de
ar condicionados (n=54) e do arambiente (n=184) das unidades criticas estudadas
estéo ilustrados na Figura 13.

Do total de 4300 colbnias, 324 apresentaram caracteristicas macro e
microscopica de Aspergillus spp. Entre essas, 148 colbnias que apresentavam
aspectos distintos foram selecionadas para testes de suscetibilidade apés identificacéo
fenotipica. Destas, 37 foram identificadas a nivel de espécie por sequenciamento. Os
Aspergillus identificados a nivel de se¢édo foram Nigri, Fumigati, Versicolores, Flavi,

Nidulantes, Terrei e 2 isolados ndo foram identificados.

Figura 13- Numero de colbnias e secbes de Aspergillus isolados de aparelhos
de ar condicionados e do ar ambiente em hospital terciario de
ensino. HUMAP - Campo Grande-MS, 2021

238 AMOSTRAS
54- Ar condicionado e 184 - ambiente

4.295 UFC de fungos

l 324 Asperqillus spp

|

. - i 37 Aspergillus
148 colbnias distintas de Aspergillus spp identificados por
6 secdes de Aspergillus sequenciamento

|

Nidulantes Terrei N3o
n=17 n=10 identificado
(5,2%) (3,1%) n=2 (0,6%)

Versicolores

Fumigati Nigri
n=95 n=89 n=73

(29,3%) (27,4%) (22,5%)
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n=38
(11,7%)
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Na tabela 1, observa-se que a média de colénias de fungos filamentosos
isolados por amostra de ar variou de 7,4 até 42,4, dependendo do dia coletado, com
diferenca significativa entre o dia de coleta e a quantidade de fungos do ambiente por

coleta (p-valor <0,001).

Tabela 1 — Comparacéo de frequéncia, média e desvio padréo de colénias de
fungos filamentosos provenientes de ar condicionado e ar
ambiente hospitalar, segundo data de coleta. HUMAP — Campo
Grande, 2021

UFC de Fungos

Data da Média/amostragem por

coleta n (%) placa/dia bP p-valor”
12 Jan 253 (6,04) 9,3 6,6

26 Jan 448 (10,46) 16,7 9,2

09 Fev 202 (4,98) 7,4 5,0

23 Fev 325 (7,55) 12,5 9,2

09 Mar 431 (10,33) 15,9 7.8 <0,001
06 Ago 442 (10,80) 17,0 6,7

20 Ago 498 (12,22) 19,1 8,9

07 Dez 593 (11,86) 18,8 7,6

14 Dez 1103 (25,73) 42,4 12,5

Nota: *ANOVA
UFC= Unidade Formadora de Colbnias

A figura 14 demostra a diferenca minima significativa (teste de Tukey) entre as
colonias de fungos filamentosos por placa, provenientes de ar condicionado e ar

ambiente hospitalar, segundo data de coleta.
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Figura 14 - Diferenca minima significativa entre as colénias de fungos filamentosos
por placa, provenientes de ar condicionado e ar ambiente hospitalar,

segundo data de coleta. HUMAP - Campo Grande-MS, 2021
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Na tabela 2 observa-se que, dependendo do dia de coleta, a média de colbnias

de Aspergillus spp. isolados por amostra de ar variou de 1,7 até 3,0 UFC de Aspergillus

spp. por placa. Foi observado que houve diferenca significativa entre o dia de coleta e

a quantidade de Aspergillus spp no ambiente por amostra de ar (p-valor =0,02).

Tabela 2 — Comparacéo de frequéncia, média e desvio padrédo de colénias de

Aspergillus provenientes de ar condicionado e ar ambiente

hospitalar, segundo data de coleta. HUMAP - Campo Grande-MS,

2021
Aspergillus spp. (UFC)
Data da coleta n (%) Média/amostragem por placa DP p-valor*
12 Jan 9 (29,0) 1,8 1,0
26 Jan 45 (11,7) 2,2 1,2
09 Fev 30 (26,0) 2,3 1,4
23 Fev 38(11,2) 1,9 1,2
09 Mar 33(11,3) 2,0 14 0,02
06 Ago 67 (16,6) 3,0 2,8
20 Ago 34 (10,6) 2,2 1,4
07 Dez 42 (8,5) 1,7 1,4
14 Dez 26 (5,0) 1,9 1,1

Nota: *ANOVA
UFC= Unidade Formadora de Colbnias
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A figura 15 demostra a diferenca minima significativa entre as médias de
Aspergillus por placa, provenientes de ar-condicionado e ar ambiente hospitalar,

segundo data de coleta, apos realizar o teste de Tukey.

Figura 15 - Diferenca minima significativa entre as médias de Aspergillus por placa
provenientes de ar condicionado e ar ambiente hospitalar, segundo data
de coleta. HUMAP - Campo Grande-MS, 2021

Mean (95% ClI)
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De 238 amostragens de ar realizadas, em 112 (47,1%) foram identificados 324
(7,5%) colbnias de Aspergillus spp. Assim como para colonias de outros fungos
(filamentosos e leveduras), foi observado diferenca significativa na quantidade de
colonias de Aspergillus spp por placa por dia de coleta (p-valor=0,02). Com isso,
observa-se que nos dias de coleta, a colonizacdo fungica de Aspergillus spp e de
fungos em geral no ambiente hospitalar se apresentaram em quantidades diferentes.

Ao comparar o numero de Unidade Formadoras de Colbnias por secao de
Aspergillus spp que cresceram por data da coleta, observamos que houve uma
diferenca significativa entre os dias. O nimero de UFC de isolados da se¢cdo Fumigati
foi menor nos meses de janeiro, fevereiro e margo. Além disso o numero de UFC de
isolados da secdo Fumigati se mostrou inversamente proporcional ao nimero de UFC

de isolados das sec¢Oes Nigri e Versicolores (Tabela 3).
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Tabela 3 — Secéo de Aspergillus spp. por data da coleta. HUMAP - Campo Grande-
MS, janeiro a dezembro de 2021

UCF de Aspergillus spp

Data Flavi Indetermi-  Nidulantes Nigri Terrei Versicolores Fumigati *p-valor
nado
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)

12Jan  0(0,00 00 00 5(55 0(00)  0(00) 4(444)
26Jan 8(17,8) 0(0,0) 5(11,1) 26(57,8)  4(8,9) 0(0,0) 2(4,4)
09Fev  0(0,0) 0(0,0) 1(33)  4(133) 0(0,0) 25(833)  0(0,0)
23Fev  1(26) 0(0,0) 6(158) 18(47.4) 1(26) 12(31,6)  0(0,0)
09 Mar 11(33,3) 2(61) 0(0,0) 18(54,5)  2(6,1) 0(0,00 0(0,0)
06Ago  1(15)  0(0,0) 1(1,5) 46,0) 1(1,5) 12(17,9) 48(71,6)  <0,001
20Ago  9(26,4) 0(0,0)  0(0,0) 5(14,7)  1(2,9) 3(8,8) 16(47,1)
07Dez 5(11,9)  0(0,0) 49,5  5(11,9) 1(24)  9(21.4) 18(42,9)
14Dez 3(11,5)  0(0,0) 000,00  4(154) 0(0,0) 12(46,2)  7(26,9)

Total 38(11,7) 2(0,6) 17(52) 89(27,4) 10(3,1) 73(22,5) 95(29,3)

Nota: *Teste Qui-quadrado de Pearson
UFC= Unidade Formadora de Colbnias.

A tabela 4 demonstra a frequéncia das secdes de Aspergillus spp, por setor de
coleta. A maior frequéncia de Aspergillus spp, foi identificado na UCIS, com 48,5%
(n=157) de todas as amostras observadas. Isolados das sec¢des Fumigati (36,3%)
(n=57/157) e Flavi (13,3%) (21/157) apresentaram maior frequéncia na UCIS. A secdo
Nigri foi a mais encontrada na UCM seguida pela secédo Versicolores. Foram
observadas diferencas no numero de isolados por secdo, porém, sem valor de

significancia.
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Tabela 4 — Distribuicdo de Aspergillus (secdo) por unidade hospitalar de onde foram
coletadas as amostras ambientais. HUMAP - Campo Grande-MS,2021

Unidade de coleta

Aspergillus  spp. UCM UcCIS UUE p-valor *
(Segao) n (%) n (%) n (%)

Flavi 13 (34,2) 21 (55,2) 4 (10,5)

Nidulantes 7 (41,2) 7 (41,2) 3 (17,6)

Nigri 41 (40,6) 39 (43,8) 9 (10,1)

Terrei 5 (50,0) 5 (50,0) 0 (0,0) 0.19
Versicolores 39 (53,4) 28 (38,4) 6 (8,2)

Fumigati 31 (32,6) 57 (60,0) 7 (7,4)
Indeterminado 2 (100,0) 0(0,0) 0 (0,0

Total 138 (42,6) 157 (48,5) 29 (9,0)

* Qui-quadrado de Pearson
UFC= Unidade Formadora de Col6nias

A relacdo entre o numero médio de Aspergillus spp. isolados no ambiente
hospitalar e a sazonalidade é mostrado na figura 16. Os dados de umidade,
temperatura e precipitacdo pluviométrica no periodo de coleta de amostras foram
obtidos do Centro de Monitoramento do Tempo e do Clima do Estado do Mato Grosso
do Sul (CEMTEC/SEMAGRO).

No perido de estudo ndo houve grandes variacbes de temperatura. Com
relacdo a estacdo do ano, no inverno, periodo com menor ocorréncia de chuvas, foi
observado (em média) maior nimero isolamentos de Aspergillus spp. Por outro lado,

Aspergillus da secao Nigri e Versicolores foram mais prevalentes no verao.
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Figura 16— Frequéncia relativa de Aspergillus spp. segundo umidade, temperatura e precipitacao pluviométrica de acordo com a
data da coleta. Campo Grande — Mato Grosso do Sul, 2021
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Dados da Tabela 5 mostram que Aspergillus da secdo Fumigati (69,7%) foram
mais isolados durante o inverno (p<0,001). No outono nao foi possivel a realizacéo de
coletas.

Aspergillus da secéo Fumigati (por secao e por estacao do ano), foi observado
gquea secao Fumigati que teve 69,7% de seus isolados coletados durante o inverno e
somente 6,7% durante o periodo de veréo (Tabela 5), com diferenca significativa entre
as estacoes do ano e UFC de Aspergillus por se¢éao (p-valor<0,001). No outono n&o

foi possivel a realizacdo de coletas.

Tabela 5 — Numero de UFC de Aspergillus identificados a nivel de secéo por estacao
do ano. HUMAP - Campo Grande-MS, 2021

Estacéo do ano

Aspergillus INVERNO PRIMAVERA VERAO
spp. (Segdo) N (%) N (%) N(@®%)  p-valor*
Flavi 10 (26,3) 8 (21,0) 20 (52,6)
Nidulantes 1 (5,9) 4 (23,5) 12 (70,5)
Nigri 9 (10,1) 9 (10,1) 71 (79,8)
Terrei 2 (20,0) 1 (10,0) 7 (70,00  <0,001
Versicolores 15 (20,6) 21 (28,7) 37 (50,7)
Fumigati 64 (67,4) 25 (26,3) 6 (6,3)
Indeterminado 0 (0,0 0 (0,0 2 (100,0)
Total 101 (31,2) 68 (21) 155 (47,8)

* Teste Qui-quadrado de Pearson
UFC= Unidade Formadora de Col6nias
Do total de 148 Aspergillus spp que apresentaram colénias de aspecto distintos,
37 (25,0%) isolados foram identificados por PCR e posterior sequenciamento de DNA.

Os resultados obtidos sdo mostrados na figura 17.
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Figura 17 - Aspergillus do microbioma hospitalar (n=37) identificados por

sequenciamento. HUMAP - Campo Grande-MS, janeiro a
dezembro de 2021

Segido Sequenciamento
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O resultado do teste de triagem de resisténcia aos azois realizado com 148/324
Aspergillus spp que apresentaram colénias de aspectos distintos € mostrado na tabela
6. Dos 148 isolados, 16 (10,8%) foram classificados como resistentes a pelo menos um

azol.

Tabela 6- Aspergillus com resisténcia a pelo menos um antifangico (itraconazol,
voriconazol e posaconazol) no teste de triagem, segundo classificagéo
de secdo. HUMAP - Campo Grande-MS, 2021

Resistente (UFC)

Secao N&o n(%) Sim n(%) p-valor *
Flavi 17 (89,5)% 2 (10,5)%

Nidulantes 10 (100,0)% 0 (0,0)%

Nigri 52 (96,3)% 2 B, 7%

Terrei 6 (100,0)% 0 (0,0)%

Versicolores 17 (68,0)% 8 (32,00% 0,01
Fumigati 28 (87,5)% 4 (12,5)%

Indeterminado 2 (100,0)% 0 (0,00%

Total 132 (89,2)% 16 (10,8)%

*Teste Exato de Fisher
UFC= Unidade Formadora de Colbnias
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A tabela 7 mostra que o maior numero de Aspergillus com resisténcia aos azoéis
no teste triagem foram isolados na unidade de cuidados intensivos e semi-intensivos
(UCIS) com 8 (50%) isolados resistentes. Entre esses, trés (18,75%) eram A.
fumigatus, dois (12,5%) A. sydowii, pertencentes a secao Versicolores, 1 (6,25%) A.
flavus e um (6,25%) isolado da sec¢&o Nigri.

Na UCM foram observados cinco (31,25%) isolados resistentes, sendo um
(6,25%) A. flavus, da secdo Flavi e quatro (25,0%) isolados pertencentes a secao
Versicolores.

O menor nimero de fungos considerados resistentes foi identificado na UUE
com um (6,25%) A. fumigatus, da secdo Fumigati, um (6,25%) A. sydowii, pertencente
a secao Versicolores e um (6,25%) A. tubingensis, da secédo Nigri.

Foi observado que quatro A. fumigatus apresentaram resisténcia a pelo menos
um antifangico azol. Dois isolados (6,25%) apresentaram resisténcia ao itraconazol
dois (6,25%) apresentaram resisténcia ao itraconazol, voriconazol e posaconazol

concomitantemente.

Tabela 7- Aspergillus que apresentaram crescimento a pelo menos um agar
contendo azol no teste de triagem aos antifungicos itraconazol,
voriconazol e posaconazol, presumindo resisténcia dos Aspergillus spp,
segundo setor hospitalar. HUMAP - Campo Grande-MS, 2021

Resistente
(UFC)
Setor (n) Nao Sim P-valor*
UCM (70) 65 (92,8%) 5 (7,1%)
UCIS (64) 56 (87,5%) 8 (12,5%) 0,19
UUE (14) 11 (78,5%) 3 (21,4%)
Total 132 (89,2%) 16 (10,8%)

*Teste Exato de Fisher
UFC= Unidade Formadora de Coldnias, UCM= Unidade de Cuidados Médicos; UCIS= Unidade de
Cuidados Intensivos e Semi-intensivos; UUE= Unidade de Urgéncia e Emergéncia

A tabela 8 mostra o resultado do teste de suscetibilidade por microdiluicdo em
caldo (EUCAST E.Def. 9.3.2) realizada com os 16 isolados que apresentaram

resisténcia a pelo menos um antifingico azol no teste de triagem.



Tabela 8 — Perfil de resisténcia a antifungicos de 16 Aspergillus spp. presentes unidades de pacientes criticos

Itraconazol?

Voriconazol?

Posaconazol?

CIM

Segdo ,Essrf);(;iﬁlgsl Setor  [>4mg/L] Itrac?)lr':/filzol3 [>2mg/L] VoriccéJ”r\l/lazol3 [>0.5mg/L] Posatczztljl\rﬁlazol3 Anfotericina®
(R) (R) (R)
Flavi A.flavus UCM Sim (R) >8 (R) N&o (S) 0,5(S) Sim (R) 1(R) 0,5(9)
Versicolores A.sydowii UCM Sim (R) >8 (R) Sim (R) >8 (R) Sim (R) >8 (R) 4 (R)
Nigri A. tubingensis UUE Sim (R) >8 (R) N&o (S) 1(S) N&o (S) 0,12 (S) 0,5(9)
Versicolores A.sydowii UUE Sim (R) >8 (R) Sim (R) 2 (R) N&ao (S) 0,25 (S) 2 (R)
Versicolores A.sydowii UCIS Néao (S) 1(S) Sim (R) 2 (R) N&ao (S) 0,25 (S) 0,25 (S)
Versicolores NI UCM Sim (R) >8 (R) Sim(R) >8 (R) N&ao (S) 0,25 (S) 1(S)
Versicolores A.sydowii UCIS Sim (R) >8 (R) Nao (S) 1(S) N&ao (S) 0,25 (S) 4 (R)
Versicolores A.sydowii UCIS Sim (R) >8 (R) Nao (S) 1(S) Nao (S) 0,25 (S) 4 (R)
Fumigati A. fumigatus UCIS Sim (R) >8 (R) Sim (R) 4 (R) Sim (R) >8 (R) 1(S)
Versicolores NI UCM Sim (R) >8 (R) Sim (R) 2 (R) Nao (S) 0,25 (S) 1(S)
Flavi A. flavus UcCIS Sim (R) 8 (R) N&o (S) 0,5 (S) Nao (S) 0,25 (S) 1(S)
Versicolores NI UCM Sim (R) >8 (R) Nao (S) 1(S) N&ao (S) 0,25 (S) 4 (R)
Nigri NI UcCIS Sim (R) >8 (R) Nao (S) 1(S) Nao (S) 0,12 (S) 0,25 (S)
Fumigati A. fumigatus UCIS Sim (R) >8 (R) Sim (R) >8 (R) Sim (R) 0,5 (R) 1(S)
Fumigati A. fumigatus UUE Sim (R) >8 (R) N&o (S) 1(S) N&o (S) 0,25 (S) 1(S)
Fumigati A. fumigatus UCIS Sim (R) >8 (R) Nao (S) 0,25 Nao (S) 0,25 (S) 0,25 (S)

!=|dentificadas por sequenciamento; >=Testes de triagem ; 3= Teste de microdiluicdo; NI= ndo identificada; CIM= concentragao inibitdria minima;
UCM= Unidade de Cuidados Médicos; UCIS= Unidade de Cuidados Intensivos e Semi-intensivos; UUE= Unidade de Urgéncia e Emergéncia;
R= Resistente; S= Sensivel

52
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6 DISCUSSAO

Esporos de diferentes espécies de fungos estdo dispersos no ar e a
concentracédo destes no ambiente hospitalar requer atencdo, uma vez que isolados
ambientais podem ocasionar doencas graves em pacientes suscetiveis(RHODES et
al., 2022).

A presenca de fungos filamentosos no ar ambiente como observado no
presente estudo, € um fato comum. Entretanto, dados da literatura revelam que o
ambiente hospitalar com grande nimero de esporos circulantes no ar aumenta nao soé
o risco de infeccdo, mas também, de surtos de infeccdo hospitalar (BELIZARIO;
LOPES; PIRES, 2021; BOFF et al., 2013; CHEN et al., 2019; SANCHEZ ESPINOSA
etal., 2021; HASSAN; ZEESHAN, 2022). Ha evidéncias de que esporos de Aspergillus
sao mais encontrados em ambientes externos do que dentro de unidades hospitalares
(CHO et al., 2018).

Apesar da relevancia, existem poucos estudos na literatura que descrevem 0s
nameros de esporos de Aspergillus sp no ar de unidades onde se econtram internados
pacientes criticos (MARTINEZ-HERRERA et al.,2016; PARK et al., 2019). No presente
estudo documenta-se pela primeira vez na regido Centro Oeste do Brasil, o isolamento
de espécies de Aspergillus provenientes do ar ambiente de diferentes unidades de um
hospital terciario, de ensino.

A média de colbnias (224 UFC/m?3) isoladas neste estudo foi inferior ao valor
maximo de 750 UFC/m? de contaminacdo flingica no ar ambiente permitida nas
normas do Ministério da Saude e da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria —
ANVISA (Resolugéo-RE n° 9, de 16 de janeiro de 2003). Por outro lado, em se tratando
de locais onde estéo internados pacientes imunossuprimidos e portadores de doengas
cronicas, como os internados em unidades de cuidados intensivos e semi-intensivos,
o isolamento de fungos patogénicos se fazem relevantes.

No presente estudo, Aspergillus spp foram isolados nestas unidades durante o
ano todo (2021) e variaram de 17 A 30 UFC/mm?3. Os resultados obtidos confirmam
gue fungos do género Aspergillus fazem parte da biodiversidade do ambiente
hospitalar (CHO et al., 2018; CHEN et al., 2019; SIVAGNANASUNDARAM, et al.,
2019; VIEGAS et al., 2019).
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Os resultados desta pesquisa mostram que o numero médio de colbnias de
fungos filamentosos (incluindo Aspergillus spp.) por placa variaram de acordo com o
dia da coleta (p<0,05). Com a finalidade de minimizar interferéncias, as coletas de
amostras foram realizadas sempre no mesmo horério, antes da limpeza de rotina.
Assim como ja relatado por outros autores, a variacdo do niumero de colbnias colonias
(17 A 30 UFC/mm3) por periodo de coleta pode ter sido influenciada por fatores
internos ou externos como circulacao de pacientes, de visitantes e funcionarios, bem
como pequenas obras que ocorreram no interior do hospital (ABBASI; SAMAEI, 2019;
CHO et al., 2018; DANCER, 2009; SIVAGNANASUNDARAM, et al., 2019). Diante do
exposto, analisar a carga microbiana fungica no ar € um grande desafio.

Na presente pesquisa, a quantidade de UFC de fungos no ultimo dia de coleta
(14 de dezembro de 2021) foi maior do que a de outros dias evidenciando que, neste
dia, o ar (de quase todas as unidades de internacdo) apresentava grande
concentracdo de fungos filamentosos. Acredita-se que a elevada umidade relativa do
ar (superior a 80%) neste dia possa ter favorecido o aumento na concentragdo de
fungos aéreos, como ja reportado por outros pesquisadores (MORI et al., 2020;
SHELTON et al., 2002). Estudos mais aprofundados, incluindo a observacdo dos
casos de infec¢Bes fungicas no mesmo periodo sdo necessarios para verificar o
impacto de elevada concentracdo de esporos fungicos no ambiente hospitalar.

Diferencas significativas foram observadas entre numero de UFC entre as
diferentes secdes de Aspergillus, de acordo com a data da coleta. Aspergillus
pertencentes a secao Fumigati (29,3%) e secao Nigri (28,4%) foram os mais isolados
no hospital estudado, corroborando com estudo realizado em outro estado brasileiro,
Teresina- Pl, onde isolados dessas secdes foram identificados como 0s mais
abundantes no ar de ambiente hospitalar (MOBIN; SALMITO, 2006).

Estudo de revisdo com dados nacionais mostram que A. niger, A. fumigatus e
A. flavus séo as espécies mais encontradas no ambiente dos hospitais brasileiros.
Entretanto, o conhecimento das espécies mais prevalentes em hospitais no pais é
limitado pois cerca de 62% dos isolados de Aspergillus nos estudos publicados nao
foram identificadas a nivel de espécie. Mesmo assim, 0s autores ressaltam que as
espécies mais encontradas sdo aquelas associadas a aspergilose invasiva
(ANDRADE JUNIOR et al.,2019).

No hospital de ensino estudado, o maior nimero de isolamento de Aspergillus

spp no ambiente foi identificado na UCIS (n=157; 48,5%), local este onde estéo
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internados pacientes criticos, conhecidos como grupo de risco para infeccado por
patdgenos oportunistas. Faz-se importante destacar que os Aspergillus da secao
Fumigati, considerados principais agentes de aspergilose invasiva, foram os mais
isolados nesta unidade (36,3%). Isso é de extrema importancia porque ja esta bem
estabelecido que pacientes imunocomprometidos s&do vulneraveis a infeccdes
invasivas fatais causadas por A. fumigatus (DEMUYSER; DE COCK; SERMIJN, 2019;
RHODES, et al., 2022).

Fungos da secéo Flavi também se mostraram frequentes na UCIS. A presenca
de Aspergillus das sec¢des Fumigati e Flavi em unidades criticas alerta para a
possibilidade de aquisicdo de doencas causadas por esses potenciais patdgenos e
fornece subsidios para a implementacao de medidas para melhorar a qualidade do ar
nesta e em outras unidades hospitalares.

Estudo realizado em Porto Alegre-RS identificou A. fumigatus e A. flavus como
espécies mais relacionadas com a aspergilose invasiva e rinossinosite fungica no
hospital estudado (AQUINO et al., 2010). Em S&o Paulo, espécies da secdo Fumigati
foram as mais prevalentes (50%) nas amostras clinicas pesquisadas (REICHERT-
LIMA et al., 2018).

O hospital estudado esta localizado em um ambiente com clima tropical, onde
0 inverno possui periodos de seca e os verfes sdo Umidos, com muita chuva, e
quentes.

No periodo de estudo, foi resistrada pouca precipitacdo pluviométrica no
municipio de Campo Grande-MS. No primeiro trimestre de 2021, de maior ocorréncia
de chuva na regido os isolados das secdes Nigri e Versicolores, foram os mais
isolados do ar das unidaes hospitalares estudadas. Esses fungos, normalmente
presente no ar ambiente, podem causar doencas graves em individuos hospitalizados
(GERY et. al., 2021; GITS-MUSELLI et al., 2021).

No inverno, periodo de menor ocorréncia de chuvas, houve um maior nimero
médio de Aspergillus spp. por placa. Estudos anteriores mostraram que altas
temperaturas e alta umidade relativa do ar estavam diretamente relacionadas com o
aumento no crescimento e na capacidade de reproducdo da carga fangica no
ambiente hospitalar (ABDEL HAMEED etal., 2012; CHO et al., 2018;LOEFFERT et al.,
2018).

No hospital estudado, A. fumigatus foram isolados em maior nimero durante

0 periodo de seca, no inverno. De acordo com estudos prévios, nesta estacdo, as



56

concentracfes de A. fumigatus tendem a aumentar por fatores caracteristicos da
espécie. Os esporos de pequeno tamanho (2 a 3,5 um) sao significativamente mais
hidrofébicos do que os de outras espécies do género e permanecam mais tempo
dispersos no ar (KWON-CHUNG; SUGUI, 2013; MARTINEZ-HERRERA et al., 2016;
O’'GORMAN, 2011).

Nos Estados Unidos, a incidéncia de aspergilose foi associada a periodos
sazonais de baixa precipitacdo e altas temperaturas, e relataram que o tempo quente
e seco permite uma maior dispersao dos conidios hidrofobicos (PANACKAL et al.,
2010).

Apesar de todo avanco da industria farmacéutica, o numero de opcodes de
tratamento da aspergilose hoje em dia é muito limitado. Avang¢os nos testes e nos
alvos de drogas séo extremamente necessarios (FISHER et al., 2022).

Mesmo havendo necessidade de saber se o0 agente de infeccao € resistente ao
antifangico instituido no tratamento, muitos laboratérios de microbiologia clinica ndo
realizam testes de suscetibilidade a antifungicos. Esse problema é maior em paises
em desenvolvimento, que muitas vezes nao dispbe de técnicas de identificacdo
basicas (BURKS et al., 2021; GUINEA et al., 2019).

O teste de triagem de resisténcia a antifungicos utilizado neste estudo
apresentou boa correlacdo com o teste de microdiluicio em caldo padronizado.
Embora ele ndo mostre valores das CIM, este teste é pratico e poderia fazer parte dos
exames de rotina no laboratério de microbiologia clinica. Em nossa opinido, o elevado
custo dos antifingicos é o principal fator limitante do uso desta técnica.

Estudos prévios mostram que o conhecimento do perfil de suscetibilidade
antifngica dos isolados ambientais e clinicos regional € importante para fins
epidemioldgicos e colabora na conducdo da terapia antifUngica de pacientes com
infec¢des invasivas por espécies de Aspergillus (ARASTEHFAR et al., 2020).

Os resultados de nosso estudo mostram isolados de Aspergillus resistentes aos
azobis em unidades hospitalares de pacientes criticos. Aspergilus fumigatus (n=4,
12,5%) apresentaram resisténcia a pelo menos um antifingico azol. Um isolado da
UUE e outro da UCIS apresentaram resisténcia ao itraconazol. Os outros dois isolados,
gue foram coletados na UCIS, apresentaram resisténciaao itraconazol, voriconazol e
posaconazol, concomitantemente.

Aspergillus fumigatus resistentes aos azois € um problema emergente e tem
sido documentada em todos os continentes (ABDOLRASOULI et al.,, 2018;


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0166061621000026#bib374
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AHANGARKANIet al,2020; BUIL et al , 2017, 2019; BURKS et al., 2021; CHEN et
al.2019; FISHER etal., 2022.; GONZALEZ-LARA et al.,, 2019; LESTRADE et al.,
2019a; LOEFFERT et al., 2018b; MOIN et al., 2020; PERLIN etal., 2017; PRIGITANO
et al., 2021; RAGOZZINO et al., 2022; RIAT et al., 2018; RESENDIZ-SHARPE et al.,
2019,2021; RIVERO-MENENDEZ et al.,, 2016; RUDRAMURTHY et al.,, 2019;
TSITSOPOULOU et al., 2018; VERMEULEN et al., 2013; VERWEIJ et al., 2020;
WIRMANN et al.,, 2018; ZHANG et al., 2021). As taxas de resisténcia ainda sao
desconhecidas e é possivel que sejam maiores que as existentes pela falta de
vigilancia, tanto em isolados clinicos quanto ambientais (WIEDERHOLD; VERWEIJ,
2020).

A resisténcia de A. fumigatus aos azois estdo associados a falha no tratamento
e ao aumento da mortalidade (LOCKHART; BEER; TODA, 2020; WIEDERHOLD;
VERWEIJ, 2020). A. fumigatus pan-azol resistente € um problema grave.

Diversos mecanismos podem estar relacionados com a resisténcia e
geralmente ocorrem por mutagcdes adquiridas ambientalmente no gene componente
da sintese do ergosterol, o Cyp51A, que é o alvo dos antifungicos azois, conhecido
como TR34/L98H e TRu4s/Y121F/T289A, e afeta principalmente o voriconazol e
isavuconazol, mas pode levar a uma baixa suscetibilidade ao itraconazol e
posaconazol (IVANOV; CIRIC; STOJKOVIC, 2022; LESTRADE et al., 2019b; PARK et
al., 2019).

Varios mecanismos de resisténcia foram descritos em A. fumigatus, como
mutacdes relacionadas ao alvo azolico lanosterol 14 a desmetilase (Cyp51A),
mutacdes de substituicdo de um aminoacido no gene HapE e muta¢des no gene hmgl,
que afetam a biossintese do ergosterol. Outro mecanismo subjacente da resisténcia
nao mediada por Cyp51A € a super expressao de bombas de efluxo com consequente
resisténcia aos azoéis (CAMPS et al., 2012; CHOWDHARY et al., 2014; HAGIWARA
et al., 2018; NYWENING et al., 2020; PERLIN et al., 2017; ROGERS et al., 2022;
SHISHODIA et al., 2019; SNELDERS et al., 2008; ZAKARIA et al., 2020).

Apesar de sua toxicidade, a anfotericina B ainda é utilizada no tratamento de
infeccbes resistentes aos azoOis, e como primeira op¢cdo em algumas infeccdes
fungicas invasivas. Essa classe de antifungico interage com o ergosterol da
membrana celular, aumentado a permeabilidade, ocasionando a lise e morte celular.
A resisténcia a anfotericina ainda ndo é bem conhecida e a mutacao na via de sintese

e aumento da producdo de catalases que protegem a célula do estresse oxidativo
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causado pelo antifiungico podem estar relacionados com a resisténcia (REICHERT-
LIMA et al., 2018).

Pesquisas sobre monitoramento do ar e a identificagéo de fungos nos hospitais,
sao pouco conhecidas (AHANGARKANI et al., 2020; CHEN et al., 2019; CHO et al.,
2019; RESENDIZ-SHARPE et al.,2021; TSITSOPOULOU et al., 2018; WIRMANN et
al.,2018). Estudos brasileiros sobre resisténcia de Aspergillus ambientais sdo poucos
descritos no Brasil e se concentram principalmente nas regides Sudeste e Sul
(AQUINO et al., 2010; DE ALMEIDA; JUNIOR; HAHN, 2011; GONCALVES et al, 2018;
MOBIN; SALMITO, 2006; SOUZA et al., 2019).

A figura 18 mostra alguns estudos com Aspergillus fumigatus isolados de

ambiente e com resisténcia aos antifingicos azo6is em diferentes continentes.

Figura 18 — Estudos ambientais sobre resisténcia de Aspergillus fumigatus a
antifangicos azolicos

Continente Pais Hospital amk;?ernte Espécie Referéncia
A. fumigatus=R
voriconazole CIMs
Asia Iran n&o N&o (solo) (216 mg/L) AHANGARKANI
TR46/Y121F/T289A etal., 2020
mutagéo no gene
Cyp51A
México,
Paraguai A. fumigatus=R
América e Peru na TR34/L98H e RESENDIZ-
Latina e América nao N&o (solo) | TR46/Y121F/T289A | SHARPE et al.,
Africa Latina e mutag&do no gene 2021
Benim e Cyp51A
Nigéria na
Africa
A. fumigatus=R
itraconazol CIMs (=
Reino ) Sim 2mg/dL) e TSITSOPOULOU
Europa unido sim (solo e ar) voriconazole (= etal., 2018
2mg/d|L)TR34/L98H
mutac&o no gene
Cyp51A
Sim A. fumigatus com
Europa Alemanha sim (ar livre) ' x WIRMANN et al.,
eriodo de mutacao no gene 2018
PErioco g€ 1 oy n51A TR34/L98H
demoli¢éo
) Coreia do S_im A. fumigatus com
Asia sul sim (arlivre e mutagéo no gene CHO etal., 2019
clinico) Cyp51A TR34/L98H
Sim A. fumigatus com
Asia Taiwan sim (arlivre, mutacdes CHEN et al.,
solo e TR34/L98H e 2019
clinico) Y121F/T289A
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A resisténcia ao azol € um processo evolutivo de selecédo natural que colabora
com a variacdo genética e possivelmente ja esta na populacdo ou € desencadeada
por novas mutagfes. Porém, outros fatores, ainda desconhecidos, podem estar
relacionados a esse tema, como a concentragdo de fungicidas encontrados no
ambiente (FISHER et al., 2022; WANG et al., 2022).

Neste estudo observou-se a presenca de isolados de A flavus, que
apresentaram resisténcia aos azois. Um estudo mostrou a relagdo da resisténcia
dessa espécie com genes Cyp51A que codificam a proteina alvo dos azdis e mutagfes
apos exposicao prolongada aos azéis (BUIL et al., 2021).

Em nosso estudo, a maioria dos isolados de Aspergillus da secéo Versicolores
apresentaram sensibilidade diminuida aos azéis (n=7, 28,0% com MIC> 8,0 para
itraconazol). Estes resultados corroboram com estudos que descrevem espécies da
secdo Versicolores como menos suscetiveis a azbis do que as espécies mais
conhecidas (NEDEL; PASQUALOTTO, 2014; NEGRI et al., 2014).

A resisténcia aos antifingicos tem sido descritas as espécies incomuns (que
ndo A. fumigatus) causadoras de doencas, entretanto, os valores de corte clinico e
epidemioldgico ainda ndo foram bem definidos estas espécies. Ha evidéncias de que
a resisténcia a antifUngico em espécies pouco comuns pode ser adquirida em resposta
a exposicao a medicamentos, e sabe se também que algumas séo intrinsecamente
resistentes a certos agentes antifungicos (HOWARD, 2014). Outros autores relatam
fendtipos sensiveis aos azébispara as espécies da secdo Versicolores, com CIMs
menores que 1 ug/mL para itraconazol, voriconazol e posaconazol (PFALLER et al.,
2003 WANG et al., 2022).

Neste estudo, inicialmente, os isolados foram identificados de acordo com as
caracteristicas macro e microscoépica dos Aspergillus, e com isso, quase todos foram
classificados em secao. A identificacdo fenotipica de fungos do género Aspergillus é
um desafio e possui algumas limitagcbes, uma vez que esses fungos apresentam
estruturas similaridade entre espécies, além de variacbes morfoldgicas dependentes
do meio de cultivo ou temperatura de incubac¢ao, bem como a exigéncia de experiéncia
do analista(LACAZ, et al., 2002, WALSH et al., 2018).

Mesmo que a identificagdo molecular ndo foi realizada com todos os isolados
de Aspergillus encontrados, com 0 sequenciamento nossa investigacao revelou que
existem espécimes pouco conhecidas que estdo presentes no ambiente do hospital.

A pandemia da COVID-19 foi um fator importante que gerou limitagbes em
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muitos seguimentos desta pesquisa. Realizamos amostragem de ar em intervalos
quinzenais que ndo puderam ser regulares durante o ano. As coletas foram
influenciadas diretamente pelas restricdes impostas pela administragdo hospitalar
como impedimento aos locais de coletas e dos laboratérios para a realizagdo dos
experimentos.

Além disso, métodos padronizados de amostragem de ar, com protocolos
definidos, de onde, com que frequéncia ou o0 quanto de ar deve ser amostrado, ainda
ndo foram estabelecidos. Sendo assim, h4 a necessidade de mais estudos nessa
area.

Este é o primeiro trabalho sobre aerocontaminacdo por Aspergillus neste
hospital, e um dos primeiros no estado de Mato Grosso do Sul. Mais pesquisas devem
ser fomentadas para obter conhecimento e percepcédo sobre este assunto téao
relevante.

Nossos achados contribuem para o conhecimento da diversidade e ecologia
dos fungos em ambiente hospitalar. Os resultados obtidos sinalizam a existéncia de
patdégenos flngicos que podem favorecer o agravamento de sintomas de asma e rinite
alérgica, além de causarem doencas graves em individuos suscetiveis.

O ambiente hospitalar contaminado por conidios de Aspergillus pode ser fonte
de infeccdo para aspergilose pulmonar e disseminada, o0 monitoramento do ar de
unidades hospitalares com pacientes criticos é fundamental como subsidio para
medidas de controle.

Estudos futuros devem ser realizados para correlacionar os genotipos dos
isolados clinicos e ambientais coletados durante o mesmo periodo do ano, a fim de
se conhecer a origem da infec¢ao e/ou colonizagao de Aspergillus spp.

Estudos prévios mostram que o conhecimento do perfil de suscetibilidade
antifangica dos isolados ambientais e clinicos regional é importante para fins
epidemiologicos e colabora na conducgédo da terapia antifingica de pacientes com

infeccdes invasivas por espécies de Aspergillus (ARASTEHFAR et al., 2020).
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7 CONCLUSOES

Fungos do género Aspergillus estdo presentes no ar ambiente e no ar
condicionado de hospital terciério de referéncia em doencas infecciosas que atende a
populacao de Mato Grosso do Sul.

Esporos de espécies das Secbes Fumigati, Flavi, Nigri e Versicolores presentes
em unidades onde estéo internados pacientes criticos podem ser fonte de aspergilose.

Técnicas fenotipicas permitem a identificacdo a nivel de secdode Aspergillus,
mas a identificacdo a nivel de espécie sO € possivel com utilizacdo de técnicas
moleculares.

Isolados da secdo Fumigati estdo presentes em maior nUmero no inverno,
porém sdo necessarios mais estudos para se conhecer a relacdo com a sazonalidade
desses fungos.

As espécies A. fumigatus, A. flavus, A. sydowii e A. tubingensis resistentes aos
azois no hospital pesquisado podem acarretar prejuizos na terapia antifangica.

A presenca de Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus em unidades criticas
alerta para a possibilidade de aquisicdo de doencas causadas por esses potenciais
patdgenos e fornece subsidios para a implementacdo de medidas para melhorar a

qualidade do ar nesta e em outras unidades hospitalares.
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APENDICE A- PROTOCOLO DE IDENTIFICACAO MOLECULAR DO NUCLEO
DEMICOLOGIA DO INSTITUTO ADOLFO LUTZ

Foi realizada reacédo de PCR convencional (Veriti, Applied Biosystems), com
sistema comercial (Master mix, Go Taq Green, Promega) seguindo o protocolo da
tabela 9.

Tabela 9 — Protocolo para a realizacédo da PCR

REAGENTES VOLUME (uL)
PCR Master Mix 13
Primer 20 umol/uL 1
Agua ultra pura 5
DNA 5

Tabela 10 — Parametros utilizados na reacdo de PCR para amplificagdo de DNA
dasregides de Bt2A, Bt2B, CL1 e CL2A.

Temperatura (°C) Tempo Ciclos
94 5 min 1
94 40s
58 40s 36
72 40s
72 1 min 1
4°C Infinito

Apos essa etapa foi feito um gel de agarose a 2% com 4 mm de espessura
com5uL de loading juice com 5 uL de amostra e 4 uL de escala 50Kb Plus
(Invitrogen, EUA) para observacao de bandas de DNA.

Os amplicons foram limpos com ExoSAP-IT Clean Up (Applied Biosystems,
EUA), conforme instrugdes do fabricante.
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O PCR para sequenciamento foi realizado com sistema comercial (Applied

Biosystems, EUA) seguindo o protocolo segundo o tabela 11.

Tabela 11 — Protocolo para a realizacdo da PCR

REAGENTES VOLUME (uL)
Big Dye 0,5
Tampéo 0,75
Primers 1,6 pmol/ uL 0,5
Amostra 1

Na reacdo de PCR empregou-se as sequéncias iniciadoras (primers) Bt2A;
Bt2B; CL-1 e CL-2, utilizando o protocolo do tabela 12.

Tabela 12 — Protocolo para a realizacdo da PCR

Temperatura (°C) Tempo Ciclos
96 5s 1
96 10s
50 5s 25
60 4min
4°C Infinito

As amostras foram purificadas e o sequenciamento foi realizado em

sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems). As sequéncias foram editadas

usandoo programa Bioedit. Os dados foram analisados no banco de dados do

BLASTnN (GenBank).Ao todo foram 23 isolados identificados por esta metodologia.
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APENDICE B- PROTOCOLO DE IDENTIFICACAO MOLECULAR DO
LABORATORIO DE DOENCAS INFECCIOSAS E PARASITARIAS DA FAMED-

UFMS

Utilizando metodologia para Isolamento de DNA modificada de FERRER et al.,
2001 e SEPULVEDA et al., 2017, foi realizado a extragdo do DNA fangico.

A integridade do DNA foi examinada em eletroforese em gel de agarose 1% e

visualizado com Gelred (Biotium) e luz ultravioleta. O DNA foi diluido 1:10 para uso

nas reagdes de amplificacdo. Na amplificagdo do DNA alvo pela PCR foram utilizados
os primers das regides B-tubulina 2A (GLASS; DONALDSON, 1995), Calmodulina
(O'DONNELL et al., 2000) e ITS4/5 (WHITE et al., 1990).

Para a realizacdo das PCR foram utilizados o protocolo descrito na tabela 13.

Tabela 13 — Protocolo para a realizagdo da PCR

REAGENTES CONCENTRACAO VOLUME (pL)

PCR Master Mix Promega 2x 1x 12.5
Primer direto F 10 pM 0.2 uM 0.5
Primer reverso R 10 uM 0.2 uM 0.5
DMSO 5% 1.25
Agua ultra pura 7.75
DNA Ca. 100 ng/ul (5-10%) 25

VOLUME DA REACAO 25

Para a realizagao das PCR foi utilizado o termociclador Veriti 96 Well Thermal

Cycler (Appliedbiosystems, by Thermo Fisher Scientific).

As condi¢Oes das reacdes de PCR estdo descritas no tabela 14.
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Tabela 14 — Parametros utilizados na reacéo de PCR para amplificacdo de DNA
das regides de B-tubulina, Calmodulina, e ITS.

Protocolo de PCR

Etapa Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 95 5 min 1
Desnaturacéo 95 30s
Anelamento 55 30s 35
Extenséo 70 1 min
Extenséo final 70 5 min 1

A eletroforese foi realizada em gel de agarose a 2% (Invitrogen, EUA). As
amostras foram coradas com 5 pL de Gelred (Biotium, EUA). Foi utilizado 5 pL de
DNA Ladder 100bp (Invitrogen, EUA). As bandas foram observadas pelo
equipamentoMolecular Imager ChemiDoc TM XRS+ with Image Lab th Software.

A purificacdo dos produtos de PCR foi realizada com o kit ExoSap-IT Express
(Applied Biosystems, EUA). Entdo o PCR foi estocado a — 20°C até ser realizado o
sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado no sequenciador ABI 3730 pela empresa

Macrogen (http://www.dna.macrogen.com/). Os dados foram analisados no banco

dedados do BLASTn (GenBank). Ao todo foram 15 isolados identificados por esta

metodologia.


http://www.dna.macrogen.com/

APENDICE C- RELACAO DOS ISOLADOS COM OS PRINCIPAIS RESULTADOS

SOLADOS | SETOR | CODIGO | SEGAO | Identificagdo ® | PATADA | TRIAGEM | TRIAGEM | TRIAGEM | CIM | CIM | CIM | CIM |
4CM84/12-01/CB UCM Al Nigri NI 1/12/2021 S S S NR | NR | NR NR
5CM85/12-01/CA ucMm AF1 Fumigati NI 1/12/2021 S S 1 05 |012| 05
8CM88/12-01/CA ucMm A2 Nigri A. uvarum 1/12/2021 S S S NR | NR | NR NR
1ADMPAM/12-01/CA | UUE AF2 Fumigati A. fumigatus 1/12/2021 S S S NR | NR | NR NR
2AAPAM/12-01/CA UUE A3 Nigri A. japonicus 1/12/2021 S S S NR | NR | NR NR
7CM87/26-01/CA UCM B1 Nigri A. niger 1/26/2021 S S S 1 05 |012| 012
7CM87/26-01/CB UCM B2 Flavi A. pseudotamarii | 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
10CM90/26-01/CA UCM B3 Nigri A.pseudotamarii | 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
11CMPISO/26-01/CA | UCM B4 Nigri NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
11CMPISO/26-01/CB | UCM B5 Fumigati NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
11CMPIS0/26-01/CD | UCM B6 Flavi A. flavus 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
11CMPIS0/26-01/CC | UCM B7 Flavi Aflavus 1/26/2021 R S R >8 | 05 1 0,5
12CMPE/26-01/CB UCM B8 Nigri NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
1ADMPAM/26-01/CA | UUE B9 Nigri NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
3UCOH/26-01/CA uTI B10 Nigri NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
3UCOH/26-01/CD uTl B11 Terrei NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
4UCOG/26-01/CA uTI B12 Nigri NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
6UCOE/26-01/CA uTI B13 Nigri A. tubingensis | 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
7UCOD/26-01/CA uTI B14 Nigri A. niger 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
7UCOD/26-01/CB uTI B15 Nidulantes A. unguis 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
7UCOD/26-01/CD uTl B16 Nidulantes A.unguis 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
8UCOC/26-01/CA uTI B17 Nigri NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
9UCOB/26-01/CA uTI B18 Nigri NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR
10UCOSM/26-01/CA |  UTI B19 Nigri NI 1/26/2021 S S S NR | NR | NR NR




ISOLADOS SETOR | CODIGO | SEGAO | Identificagiio * | DA DA | TRIAGEM | TRIACEM | TRIACEM | O e | s | A s
11UCOAE/26-01/CA | UTI B20 Nigri NI 1/26/2021 S S NR | NR | NR NR
1CM81/09-02/CA ucMm c1 Nigri NI 2/9/2021 S NR | NR | NR NR
1CM81/09-02/CG UCM CF1 Versicolores A.sydowii 2/9/2021 R R R >8 >8 >8 4
2CM82/09-02/CE UcMm CF2 | Versicolores NI 2/9/2021 S S s NR | NR | NR NR
5CM85/09-02/CA UCM CF3 | Versicolores NI 2/9/2021 S S s NR | NR | NR NR
10CM90/09-02/CA ucMm C2 Nigri A.tubigensis 2/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
10CM90/09-02/CD | UCM CF4 | Versicolores NI 2/9/2021 S S s NR | NR | NR NR
11CMPIS0O/09-02/CD | UCM CF5 | Versicolores NI 2/9/2021 S S s NR | NR | NR NR
12CMPE/09-02/CA | UCM c3 Nigri NI 2/9/2021 S S s 1 | 05 [006| 006
1ADMPAM/09-02/CB | UUE ca Nidulantes A.unguis 2/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
2AAPAM/09-02/CA | UUE c5 Nigri A. tubingensis 2/9/2021 R S S >8 1 |012| 05
SAC%';;DC':A AM/OQ_ UUE CF6 Versicolores A.sydowii 2/9/2021 R R S >8 2 0,25 2
4UCOG/09-02/CC uTI CF7 | Versicolores A.sydowii 2/9/2021 S R s 1 2 |025| 025
7UCOD/09-02/CB uTI C6 Versicolores A.sydowii 2/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
4CMB84/23-02/CA UcM D2 Nigri A.sydowii 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
5CM85/23-02/CA UCM D3 Nigri NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
5CM85/23-02/CB UCMm D4 Nidulantes NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
6CM86/23-02/CA UCM D5 Flavi NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
6CM86/23-02/CB UCM D6 Nidulantes NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
6CM86/23-02/CD ucMm D7 Terrei NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
7CM87/23-02/CF UcMm DF1 | Versicolores NI 2/23/2021 S S s NR | NR | NR NR
7CM87/23-02/CB ucMm D8 Nigri NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
7CM87/23-02/CC UCM D9 Nidulantes NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
8CM88/23-02/CA UCM D10 Nigri A.luchuensis 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
9CM89/23-02/CA ucM D11 Nigri NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
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ISOLADOS SETOR | CODIGO | SEGAO | Identificagiio * | DA DA | TRIAGEM | TRIACEM | TRIACEM | O e | s | A s
12CMPE/23-02/CA UCM D12 Nidulantes NI 2/23/2021 S S NR | NR | NR NR
12CMPE/23-02/CC | UCM D13 | Versicolores A.sydowii 2/23/2021 S NR | NR | NR NR
1UCOACD/23-02/CA | UTI D14 Nigri NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
6UCOE/23-02/CE uTI D15 | Versicolores A.sydowii 2/23/2021 s s S NR | NR | NR NR
8UCOC/23-02/CA uTI D16 Nigri NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
8UCOC/23-02/CE uTI DF2 Nigri A.tubigensis 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
9UCOB/23-02/CA uTI D17 Nigri NI 2/23/2021 S S S NR| NR | NR NR
10UCOSM/23-02/CA | UTI D18 Nigri NI 2/23/2021 S S S NR| NR | NR NR
1AEHU/23-02/CB uTl D19 Nigri NI 2/23/2021 S S S NR | NR | NR NR
1CM81/09-03/CA UCM E1l ? NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
4CM84/09-03/CA UCM E2 Nigri NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
6CM86/09-03/CA UCM E3 Nigri NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
7CM87/09-03/CA UCM E4 Nigri NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
7CM87/09-03/CE UCM E5 Terrei NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
9CM89/09-03/CA UCM E6 Nigri NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
9CM89/09-02/CB UCM E7 Flavi NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
11CMPISO/09-03/CA | UCM E8 Flavi A.pseudocaelatus | 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
SACAAPAM/09- UUE E9 Nigri NI 3/9/2021 S S S NRNR ) NR NR

03/CA
1UCOACD/09-03/CA | UTI E10 Flavi A flavus 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
2UC0J/09-03/CA uTl E11 Nigri NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
3UCOH/09-03/CA uTI E12 Flavi NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
4UCOG/09-03/CA uTI EF1 Flavi A flavus 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
5UCOF/09-03/CA uTl E13 Flavi Aflavus 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
6UCOE/09-03/CA uTl E14 Flavi NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
10UCOSM/09-03/CA |  UTI E15 Nigri NI 3/9/2021 S S S NR | NR | NR NR
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ISOLADOS SETOR | CODIGO | SEGAO | Identificagiio * | DA DA | TRIAGEM | TRIACEM | TRIACEM | O e | s | A s
1CM81/06-08/CC UCM F1 Fumigati NI 8/6/2021 S S NR | NR | NR NR
4CM84/06-08/CA UCM F2 Terrei NI 8/6/2021 S NR | NR | NR NR
5CM85/06-08/CA UCM F3 Nigri NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
6CM86/06-08/CA UCM F4 Nidulantes NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
7CM87/06-08/CA UCM F5 Nigri NI 8/6/2021 S S S NR| NR | NR NR
7CM87/06-08/CB UCM F6 Fumigati NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
9CM89/06-08/CA UCM F7 Nigri NI 8/6/2021 S S S NR| NR | NR NR
9CM89/06-08/CB ucMm F8 Fumigati NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
11CMPISO/06-08/CA | UCM F9 Versicolores NI 8/6/2021 R R s >8 | >8 |0,25 1
12CMPE/06-08/CA UCM F10 Versicolores NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
2AAPAM/06-08/CA | UUE F11 Flavi NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
1UCOACD/06-08/CA |  UTI F12 Nigri NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
1UCOACD/06-08/CB | UTI F13 Fumigati NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
2UC0J/06-08/CB UTI F14 Versicolores A.sydowii 8/6/2021 R S S >8 1 0,25
4UCOG/06-08/CC UTI F15 Versicolores A.sydowii 8/6/2021 R S S >8 0,25
5UCOF/06-08/CA uTI F16 Fumigati A. fumigatus 8/6/2021 R R R >8 4 >8
5UCOF/06-08/CC uTl F17 Fumigati NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
6UCOE/06-08/CB uTI F18 Fumigati NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
7UCOD/06-08/CA uTI F19 Fumigati NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
9UCOB/06-08/CA uTI F20 Fumigati NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
10UCOSM/06-08/CA |  UTI F21 Fumigati NI 8/6/2021 S S S NR | NR | NR NR
11UCOACE/06- uTl F22 Fumigati NI 8/6/2021 s s s NR| NR | NRNR

08/CC
2CM82/20-08/CA ucMm Gl Fumigati NI 8/20/2021 S S S NR | NR | NR NR
3CM83/20-08/CA ucMm G2 Fumigati NI 8/20/2021 S S S NR | NR | NR NR
5CM85/20-08/CA UCM G3 Nigri NI 8/20/2021 S S S NR | NR | NR NR
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ISOLADOS SETOR | CODIGO | SEGAO | Identificagiio * | DA DA | TRIAGEM | TRIACEM | TRIACEM | O e | s | A s
5CM85/20-08/CB UCM G4 Versicolores NI 8/20/2021 R R >8 2 |025 1
6CM86/20-08/CA ucMm G5 Terrei NI 8/20/2021 s NR| NR | NR NR
6CM86/20-08/CB UCM G6 Fumigati NI 8/20/2021 S S S NR| NR | NR NR
8CM88/20-08/CB ucM G7 Fumigati NI 8/20/2021 S S S NR | NR | NR NR
1ADMPAM/20-08/CA | UUE G8 Nigri NI 8/20/2021 S S S NR | NR | NR NR
2UC0J/20-08/CB uTI G9 Fumigati NI 8/20/2021 S S S NR| NR | NR NR
2UC0J/20-08/CD uTl G10 Flavi NI 8/20/2021 S S S NR | NR | NR NR
5UCOF/20-08/CA uTl G11 Nigri NI 8/20/2021 S S S NR | NR | NR NR
5UCOF/20-08/CB uTl G12 | Versicolores NI 8/20/2021 S S S NR | NR | NR NR
6UCOE/20-08/CA uTI G13 Nigri NI 8/20/2021 S S S NR| NR | NR NR
8UCOC/20-08/CA uTI G14 Flavi NI 8/20/2021 S S S NR | NR | NR NR
11”%2/ACCAE/20' uTI G15 Flavi Aflavus 8/20/2021 R s s 8 | 05 |025| 1
2CM82/07-12/CA UCM H1 Fumigati NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
3CM83/07-12/CA UCM H2 Nigri NI 12/7/2021 S S S NR| NR | NR NR
4CM84/07-12/CA UCM H3 Fumigati NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
5CM85/07-12/CA UCM H4 Flavi NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
5CM85/07-12/CB UCM H5 Nigri NI 12/7/2021 S S S NR| NR | NR NR
5CM85/07-12/CD UCM H6 Fumigati NI 12/7/2021 s s s NR | NR | NR NR
8CM88/07-12/CA UCM H7 Fumigati NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
11CMPISO/07-12/CA | UCM H8 Fumigati NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
12CMPE/07-12/CA | UCM HO Versicolores NI 12/7/2021 R S S >8 1 (025 4
2AAPAM/07-12/CA | UCM H10 Nigri NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
2AAPAM/07-12/CB UUE H11 Nidulantes NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
1UCOACD/07-12/CB |  UTI H12 | Versicolores NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
1UCOACD/07-12/CC | UTI H13 Flavi NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
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ISOLADOS SETOR | CODIGO | SEGAO | Identificagiio * | DA DA | TRIAGEM | TRIACEM | TRIACEM | O e | s | A s
3UCOH/07-12/CA uTI H14 Fumigati A. fumigatus 12/7/2021 S S 025| 05 |006| 05
4UCOG/07-12/CA uTl H15 Flavi NI 12/7/2021 S NR | NR | NR NR
4UCO0G/07-12/CC uTI H16 Fumigati NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
5UCOF/07-12/CA uTI H17 Fumigati NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
6UCOE/07-12/CA uTI H18 Nigri NI 12/7/2021 R S S >8 1 |012| 0,25
6UCOE/07-12/CC UTI H19 Fumigati A. fumigatus 12/7/2021 R R S >8 >8 0,5 1
6UCOE/07-12/CD uTI H20 Flavi A. flavus 12/7/2021 S S s NR | NR | NR NR
7UCOD/07-12/CA uTl H21 Nigri NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
9UCOB/07-12/CA uTI H22 Nidulantes NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
9UCOB/07-12/CC uTI H23 Terrei NI 12/7/2021 S S S NR | NR | NR NR
10UCOSM/07-12/CA |  UTI H24 | Versicolores NI 12/7/2021 S S s NR | NR | NR NR
7CM87/14-12/CA ucMm 1 Nigri NI 12/14/202 S S S NR | NR | NR NR
7CM87/14-12/CB UCM 12 Versicolores NI 12/14/202 S S S NR | NR | NR NR
11CMPISO/14-12/CA | UCM 13 Nigri NI 12/14/202 S S S NR | NR | NR NR
1ADMPAM/14-12/CB | UUE 14 Fumigati NI 12/14/202 S S S NR | NR | NR NR
2AAPAM/14-12/CA | UUE I5 Fumigati A. fumigatus 12/14/202 R S s >8 1 025 1
SACA&F’CAAM’M' UUE 16 Flavi NI 12/14/202 s s s 025| 003 [012| 1
4ATRPAM/14-12/CC | UUE 17 Versicolores NI 12/14/202 s s S NR | NR | NR NR
1UCOACD/14-12/CA |  UTI 18 Nigri NI 12/14/202 s s S NR | NR | NR NR
2UC0J/14-12/CA uTI 19 Fumigati NI 12/14/202 S S S NR | NR | NR NR
3UCOH/14-12/CA uTl 110 Nigri NI 12/14/202 S S S NR | NR | NR NR
5UCOF/14-12/CA uTI 111 Fumigati A. fumigatus 12/14/202 R S S >8 | 025 |0,25| 0,25
5UCOF/14-12/CC uTI 112 Versicolores NI 12/14/202 S S S NR | NR 1 925| NR
9UCOB/14-12/CB uTI 113 Versicolores NI 12/14/202 S S S NR | NR | NR NR

UCM= Unidade de Cuidados Médicos; UCIS= Unidade de Cuidados Intensivos e Semi-intensivos; UUE= Unidade de Urgéncia e Emergéncia;
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!=|dentificadas por sequenciamento; NI= n&o identificada; >=Testes de triagem ; 3= Teste de microdiluicdo; R= Resistente; S= Sensivel; ITZ: Itraconazol;
VCZ: Variconazol; PCZ: Posaconazol; CIM= concentragéo inibitéria minima; NR= Nao Realizado
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ANEXO A — Protocolo GEP 66/2019. Boletim de Servico. N° 301, 20 de
dezembro de 2019

RESOLUCAO N° 61, DE 19 DE DEZEMBRO DE 2019

O COLEGIADO EXECUTIVO DO HOSPITAL UNIVERSITARIO “MARIA
APARECIDA PEDROSSIAN” DA FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO
GROSSO DO SUL, no uso de suas atribuigdes legais e regimentais, nos termos do art. 6° da Lei

n° 12.550, de 15 de dezembro de 2011, dos arts. 60, 61 e 62 do Regimento Intemno da Ebserh e

11 Protecolo GEP 662019

0) Tindo do Projeto: Aspergilose mvasive: epidemsologia, dugnostico ¢ evtdo mbiental om
dats hospatais de referencia de Mato Grosso do Sul

b) Pesquisador: Mascia de Souza Carvalbio Melbem

¢) Onentador: Marilene Rodoigwes Cluag

d) Categorin Mestiado

¢) Periodo: Janeito de 2020 a Dezembwo de 2022

1 Local de Execngdo: Laboratdnso de Micologia

g) CAAE 95535515 00000 002

|
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ANEXO B - Protocolo GEP 28/2021. Boletim de servi¢o. N° 48, 21 de julho de
2021

wr 8 &

W -
w-.—.-h-::::-v—--&

RESOLUCAO N" 45, DE 21 DE JULNO DE 2021

O COLEGIADO  EXECUTIVG DO MOSPITAL  ENIVERSITARIO  “MARIA
APARECIDA PEDROSSIANT DA FINDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DE MATO
GROSSO DO SUL, 10 w0 d¢ sian stnbugdes egan ¢ regimennals, son sennos do an. 6" da L
A% 12,550, 8¢ 1S Ge derembro de 2001, don ety 60, A1 € 62 & Repmons Intemo de Flverh ¢ don
e &, e 8 do Regwmaonte Tostrss o HHumap- UTMS, confonne resmilo oodandels reslizada no
&a 21 de ito g 2021, RESOLVE:

A1 - Agravar on progesos de peaguins abaino relacuonados

Protocols GEPF 202021

a) Tido o pecyeser Montocamcno & Acncimiammacdo pov AsperpliusSpp em Hospral
Tercane & Mato G do Sl

b) Posquuaior. Machele Scawdue Comds e Lomos
) Onenrador Manose Rodnpuics Chang

:)'gm Mewiade - Prograna de Pos-Uoaduagdo oo Docoges lafoodionss ¢ Pacastieins -
MS

o Perodo julho o 2021 & marge d¢ 2002
0 Financ e FUNDECT

) Local de execugior Laborstdeio de Mcologh
BICAAE SSEYES R0 000 00



