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_Introdugéo

As infegdes fungicas invasivas dependem da interagao entre a sus-
cetibilidade do hospedeiro, a exposi¢cao ambiental e o microorga-
nismo (). Os individuos imunocomprometidos séo mais suscetiveis
a adquirir infegbes nosocomiais provocadas por fungos isolados a
partir do meio ambiente, como sdo exemplo os fungos do género
Aspergillus.

A aspergilose invasiva é uma infecao fungica por Aspergillus spp.
que afeta sobretudo os doentes oncoldgicos transplantados, cau-
sando infeces graves em doentes altamente imunocomprometidos,
e apresenta com uma taxa de letalidade que pode atingir os 85% ().
O género Aspergillus é ubiquo e composto por varias centenas de
espécies: Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger e A. terreus sao
as mais frequentemente associadas a infegdes.

No meio ambiente hospitalar, os fungos sdo frequentemente de-
tetados no ar néo filtrado, nos sistemas de ventilagao, em poeira,
4gua, alimentos e plantas ornamentais (%), Os conidios de Asper-
gillus sédo pequenos e facilmente inalados, podendo colonizar as
vias aéreas superiores e inferiores (4). De acordo com estudos in-
ternacionais, estima-se que 0s custos hospitalares relacionados
com a aspergilose invasiva sejam 27880€-44890€ mais elevados
do que os valores gastos no internamento de doentes sem infecéo
por Aspergillus (°). Em 2009 o custo estimado nos E.U.A para tra-
tamento da aspergilose invasiva foi de 69.797,16 EUR por doente.
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Diferentes espécies de Aspergillus apresentam diferentes padroes
de suscetibilidade aos antiftingicos (6, pelo que o conhecimento
das espécies existentes em ambiente hospitalar é determinante para
uma decisao terapéutica mais rapida e adequada no tratamento das
infecdes flngicas nosocomiais.

_Objetivo

Este estudo teve como objetivo caraterizar a distribuicdo do género
Aspergillus no meio ambiente de trés unidades hospitalares de
um Hospital Central que apresentam um risco acrescido de aquisi-
¢ao de infecdo fungica invasiva (Unidades de Transplante Medular,
Hemato-Oncologia e Cuidados Intensivos).

_Metodologia

Durante o ano de 2013, efetuaram-se quatro amostragens do am-
biente hospitalar uma em cada estagao do ano, nas Unidades de
Hematologia, de Oncologia e Unidade de Cuidados Intensivos
(UCI) de um Hospital Central Portugués. No total, foram colhidas
101 amostras de ar e 99 amostras de superficies, nomeadamente
em puxadores, torneiras, janelas, grelhas de ar condicionado e
mesas-de-cabeceira.

As colheitas de ar e das superficies foram realizadas de acordo com
normas internacionais (7); A inoculagdo das amostras foi realizada de
acordo com a metodologia seguida por Samson et al (€). A colheita do
ar (500 m3) foi efetuada com um amostrador de ar M AIRT-Millipore
através do método impactacéo do ar em placas de malte agar com
cloranfenicol, utilizando um caudal de 140L/minuto, a um metro
de altura. A concentracdo fungica total foi calculada em unidades
formadoras de coldnias (UFC) por metro cubico de ar. As placas re-
sultantes da colheita ambiental foram incubadas a 25+2°C durante
5-7 dias e as culturas obtidas, analisadas através de carateristicas
morfoldgicas (macro e microscopicas), de crescimento e termoto-
lerancia.

Os isolados de Aspergillus, foram identificados recorrendo a uma
abordagem molecular. O DNA fungico de cada uma das culturas de
Aspergillus foi amplificado utilizando os primers ITS (Internal Trans-
cribed Spacers) das regides conservadas do DNA ribossomal 18s
(ITS1) e 28s (ITS4) (°). Ambas as cadeias dos produtos amplificados
foram sequenciadas com BigDye Terminator (Applied Biosystems).
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As sequéncias resultantes foram alinhadas usando os programas
Cromas v.2.33 e Clustal X2 e comparadas com bases de dados
disponiveis em websites (NCBI Blast e CBS Database). Utilizou-se
como critério para aceitagdo das sequéncias a homologia superior
a98%. A andlise estatistica foi efetuada com programa SPSS v21.0
para Windows.

_Resultados e discussédo

Em 200 amostras de ar e superficies colhidas obtiveram-se 548
isolados fungicos. Destes, Aspergillus foi 0 género fungico mais
frequentemente isolado (19.7%), seguido dos géneros Cladospo-
rium (18.6%) e Penicillium (17.3%) (Gréfico 1).

No total, foram identificados 80 isolados de Aspergillus durante 0s
quatro periodos sazonais de colheita. Vinte e trés (28.8%) destes iso-
lados foram colhidos durante a primavera, 18 (22.5%) no verdo, 23
(28.8%) no outono e 16 (20. 0%) no inverno (Tabela 1). Verificou-se
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uma associacao significativa entre a estagéo do ano e 0s complexos
de espécies isolados, sendo o inverno a estagdo do ano onde se
detetou 0 menor nimero de complexos de espécies de Aspergillus
(p = 0.001).

As espécies de Aspergillus pertencentes ao complexo Versicolo-
res foram as Unicas isoladas nas quatro estacdes do ano, tendo
sido detetadas desde 2 a 28 UFC/m3 de ar. Ja as espécies perten-
centes aos complexos Candidi e Usti foram detetadas apenas no
inverno e no verdo. Estas variagdes sugerem que podem existir di-
ferencgas nas necessidades hidricas e nutricionais de cada espécie
de Aspergillus, pelo que a sua distribuicdo difere em funcao das

estacdes do ano.

Nas unidades de doentes hematoldgicos (unidade de transplantes
de medula e unidade de hemato-oncologia) foram identificados 35
isolados de Aspergillus das 86 amostras colhidas (Gréfico 2).

Graéfico 1: [2 Géneros fiingicos identificados nas amostras colhidas no ambiente hospitalar (ar e superficies) de um Hospital
Central Portugués.
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Tabela 1: [ Distribuigdo dos diferentes complexos de espécies de Aspergillus ao longo dos diferentes periodos de colheita.
Complexo de espécies Primavera Verao Outono Inverno
Aspergill : 1 0 | 0 : 4 5
 candidi o 0o o 2 2
. Circumdati 5 1 o o 6
P s 1 5 o no
 Rumigati o3 s 1 7
 Nidulantes I T o 4
owigd A o1 no
 Terrei T 0 3 o 4
Cousti o4 o o 4
© Versicolores | 6 1 "o s 2%
''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''''' No que respeita a unidade de cuidados intensivos, foram identifica-
Gréfico 2: N.Limero isola(.10s de Aspergillus (ecolhidos nas dos 15 isolados de Aspergillus, onze dos quais obtidos a partir de
diferentes unidades de um Hospital Central
Portugués. colheitas as superficies (Gréfico 2). Nestes casos, observou-se a
. 20 predominancia de isolados pertencentes ao complexo Flavi, muitos
% 22 deles isolados a partir das frestas da janela, o que sugere a existén-
j:é 15 cia de uma contaminagéo de origem externa.
E 11
§ 107 Em todas as unidades hospitalares estudadas foram obtidas 27
_Lé . 5 0 \ amostras contaminadas por mais de uma espécie de Aspergillus
3 2 (em 21 amostras de ar e em seis amostras de superficie), o que
z 0 evidencia a importancia de uma correta identificacao das diferen-
Unidade de Hemato-Oncologia Unidade de tes espécies, dado que diferentes espécies apresentam diferentes
Transplante Cuidados Intensivos
de Medula susceptibilidades aos antifungicos.
Unidades hospitalares
N Superficies _Conclusdes

Na unidade de transplante de medula 6ssea, cujos quartos indivi-
duais sé&o protegidos por filtros HEPA, foram detetados e identifi-
cados cinco isolados de Aspergillus (complexos Fumigati, Terrei
e Versicolores), provenientes do ar e quatro deles colhidos duran-
te 0 outono. A importancia da utilizagao de filtros HEPA na conten-
¢ao da contaminacéo por Aspergillus na unidade de transplante
medular pode ser confirmada pela diferenca significativa obtida
(p = 0.0058) quando se compara o nimero de isolados de Asper-
gillus detetados das diferentes unidades hospitalares estudadas
(com e sem filtros HEPA).

Neste estudo Aspergillus foi 0 género fungico mais frequentemente
isolado. A maior frequéncia observada no periodo de outono poder-
se-a dever a existéncia de obras no hospital, nas proximidades das
unidades estudadas nesta estag@o do ano. Os trabalhos de constru-
¢cao em ambiente hospitalar s&o conhecidos por serem uma das
causas do aumento dos casos de aspergilose invasiva, uma vez que
com o levantamento de poeiras sao também transportados conidios
de Aspergillus que rapidamente se disseminam.
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Apesar dos dados apresentados serem meramente indicativos,
esta realidade reforga a importancia de uma vigil&ncia continua da
presenca de Aspergillus em ambiente hospitalar, sobretudo nas
unidades onde a populagao de doentes apresenta maior predis-
posi¢ao para adquirir infecdes fungicas, quer seja por deficiéncia
imunitaria, nomeadamente doentes transplantados ou sob tera-
pia citotdxica, quer seja por quebra da protegdo natural como é o
caso dos doentes com queimaduras extensas.

A vigilancia activa e o conhecimento atempado da presenca e distri-
buicao de fungos ambientais nos hospitais leva ao estabelecimento
precoce de medidas preventivas e/ou corretivas adequadas, de
forma a diminuir o nimero de infe¢des fungicas nosocomiais. Acres-
ce que, a adogado de boas praticas diarias no controlo ambiental é
fundamental para prevenir ou controlar um surto de aspergilose no-
socomial. Por outro lado, compreender a biodiversidade de espécies
fungicas em ambiente hospitalar é determinante para a instituicao de
uma terapéutica mais rapida e adequada, uma vez que a susceptibi-
lidade aos antifungicos varia consoante as espécies.
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