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Resumo

Nas Ultimas décadas, a relevancia da aspergilose pulmonar invasiva (API) em pacientes criticos
em unidade de terapia intensiva (UTI) tem sido demonstrada, culminando com agravo do
quadro clinico e maior taxa de mortalidade nas UTIs. Dentre os fatores de risco para o
desenvolvimento de API, destacam-se as infeccOes respiratorias virais graves, incluindo a
covid-19. O diagnostico da aspergilose € considerado um desafio, e com isso diferentes
algoritmos clinicos/laboratoriais sdo propostos a partir de uma combinacdo de exames para
confirmacédo diagndstica. Associando a emergéncia da aspergilose no grupo de pacientes em
UTI, com a ndo notificacdo obrigatéria que resulta em uma falta de dados no Brasil,
especialmente na regido sul, hd a necessidade urgente de avaliar a epidemiologia local em
diferentes regides do Brasil. Assim, o objetivo desse trabalho foi determinar a prevaléncia, e
avaliar dados clinico-epidemiol6gicos de pacientes com e sem covid-19 com aspergilose em
UTI no Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Correa Jr. (HU- FURG/EBSERH). Trata-se de
estudo retrospectivo incluindo pacientes em ventilacdo mecanica entre janeiro de 2020 e agosto
de 2022, cuja investigacdo de infeccdo fungica foi realizada a partir de amostra respiratoria e
sérica. Foram coletados dados epidemioldgicos (sexo e idade) desses pacientes, assim como
dados clinicos (co- infec¢des, comorbidades, e variaveis hospitalares) em prontuario online.
Além disso, foram coletados resultados dos exames micoldgicos realizados (cultivo de
aspiradotraqueal, deteccdo de antigeno galactomanana em aspirado traqueal e soro) em banco
de dados do Laboratério de Micologia da Universidade Federal do Rio Grande (FURG), e
prospectivamente foi realizado exame adicional de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real para deteccdo de DNA de Aspergillus spp. nas amostras clinicas. Foram incluidos
no total 87 pacientes, sendo 31 desses covid-19. Baseando-se nos algoritmos clinicos
disponiveis para diagnostico de APl foram identificados 14 casos de aspergilose pulmonar
associada a covid-19 provavel (pCAPA) (n=5) ou de aspergilose pulmonar invasiva provavel
(pIPA) (n=9). A incidéncia geral de aspergilose na UTI foi de 78 casos a cada 1.000
hospitalizagdes, sendo que pCAPA e pIPA ocorrerem em 16% dos pacientes com (5/31) e sem
covid-19 (9/56), respectivamente. Os resultados obtidos sdo pioneiros e evidenciam a
importancia da aspergilose em UTIl em um hospital terciario do sul do Brasil, além de
demonstrar a necessidade da melhoria do acesso aos exames laboratoriais de biomarcadores
para um correto diagndstico e condugdo dos casos.

Palavras-chave: diagndstico micoldgico, aspergilose pulmonar associada a covid-19,
algoritmo clinico, galactomanana, g°PCR



Abstract

In recent decades, the relevance of invasive pulmonary aspergillosis (IPA) in critically ill
patients in intensive care units (ICU) has been demonstrated, culminating in worsening of the
clinical condition and a higher mortality rate in ICUs. Severe viral respiratory infections,
especially Covid-19 and influenza, are among the risk factors for APl development. The
diagnosis of the disease is considered a challenge; therefore, different clinical/laboratory
algorithms are proposed for the diagnosis of API, and all require a combination of different
tests for diagnostic confirmation. Associating the emergence ofaspergillosis in ICU patients
with non-mandatory reporting that results in a lack of data in Brazil, especially in the southern
region, there is an urgent need to assess the local epidemiology in different regions of Brazil.
Thus, the objective of this study was to determine the prevalence and evaluate the clinical and
epidemiological data of patients with and without Covid-19 and aspergillosis in the ICU at the
Hospital Universitario Dr. Miguel Riet Correa Jr. (HU-FURG/EBSERH). This retrospective
study included patientson mechanical ventilation between January 2020 and August 2022,
whose investigation of fungal infection was performed using respiratory and serum samples.
Epidemiologicaldata (sex and age) were collected from these patients, and clinical data (co-
infections, comorbidities, and hospital variables) were obtained from online medical records.
In addition, the results of mycological tests (culture of tracheal aspirate, detection of
galactomannan antigen in tracheal aspirate, and serum) were collected from the Mycology
Laboratory of the Federal University of Rio Grande (FURG) database, and an additionaltest of
real-time polymerase chain reaction (PCR) to detect Aspergillus spp. in clinical samples was
performed prospectively. Based on available clinical algorithms for the diagnosis of IPA, 14
cases of putative Covid-19-associated pulmonary aspergillosis (p.CAPA) (n=5) or probable
invasive pulmonary aspergillosis (pIPA) (n=9) were identified. A total of 87 patients were
included, 31 of whom had Covid-19. The overall incidence of aspergillosis in the ICU was 78
cases per 1,000 hospitalizations, with pCAPA and pIPA occurring in 16% of patients with
(5/31) and without Covid-19 (9/56), respectively. In conclusion, to our knowledge, the results
obtained are pioneeringand show a high prevalence of aspergillosis in the ICU of a tertiary
hospital in southern Brazil, in addition to demonstrating the need to improve access to
diagnostic laboratory tests and raise the awareness of health professionals and the importance of
the disease forthe correct diagnosis and management of cases.

Keywords: mycological diagnosis, Covid-19 associated pulmonary aspergillosis, clinical
algorithm, galactomannan, gPCR
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1. INTRODUCAO

O género Aspergillus compreende fungos filamentosos, ubiquos e anemdfilos,
possuindo mais de 300 espécies descritas (FANG; LATGE, 2018; LATGE; CHAMILOS,
2019). Esses fungos sdo agentes etioldgicos da aspergilose, doenga fungica de grande
importancia para seres humanos. De fato, estima-se que essa micose acometa 15 milhdes de
pessoas no mundo e seja responsavel por mais de um milhdo de mortes por ano (GAFFI, 2018).
As principais espécies patogénicas desse género estdo dentro da se¢cdo Fumigati; e, em menor
frequéncia, englobam as secGes Flavi, Nigri e Terrei (SAMSON et al., 2014; SABINO, 2022).

A infeccdo ocorre pela inalacdo dos conidios de Aspergillus spp. e a doenca acomete
principalmente o trato respiratorio inferior (KOSMIDIS; DENNING, 2015). Aspergillus spp.
sdo fungos oportunistas e a manifestacdo da doenca esta diretamente relacionada a capacidade
imunolégica do hospedeiro, ou seja, esses fungos podem somente colonizar as vias areas de
individuos sadios, assim como sdo capazes de causar aspergilose broncopulmonar alérgica
(ABPA), aspergilose pulmonar crénica (APC), ou aspergilose invasiva (API) em hospedeiros
com distintos fatores predisponentes ( MARR; PATTERSON; DENNING, 2002; KANJ;
ABDALLAH; SOUBANI, 2018).

A forma mais grave da doenga, API, ocorre em pacientes com supressao imunologica,
especialmente em casos de neutropenia prolongada, transplantados de células tronco
hematopoiéticas e 6rgaos sélidos (SEGAL, 2009; BOCH et al., 2016). Porém a API ndo esta
restrita a apenas esses grupos de risco, na Ultima década, tem-se demonstrado o alto impacto
dessa doenca em pacientes sem imunossupressdo classica que encontram-se em unidade de
terapia intensiva (UTI), com aids ou com doenga granulomatosa cronica em tratamento com
corticosteroides, com doenca pulmonar obstrutiva crénica (DPOC), ou com influenza ou covid-
19 (VANDEWOUDE et al., 2004; MEERSSEMAN et al., 2007; VAN DE VEERDONK et al.,
2017; TUDESQ et al., 2019; LAMOTH et al., 2020; NASIR et al., 2020).

Visando um melhor progndstico desses pacientes é essencial o diagnostico precoce e
consequentemente tratamento adequado, porém, o diagnéstico da Al é um desafio. Com isso, a
Organizacdo Européia para Pesquisa e Tratamento do Céancer (EORTC-MSG) estabeleceu
critérios diagnosticos para essa doenga, classificando-a como possivel, provavel e provada,
dependendo da combinacdo entre fatores do hospedeiro, critérios micologicos e
histopatolégicos (DE PAUW et al., 2008). No entanto, esses critérios da EORTC-MSG sao
designados apenas para pacientes com cancer e/ou transplantados.

Para pacientes criticos, em UTI, sdo propostos algoritmos clinicos/laboratoriais,

trazendo uma questdo de ponderacdo de probabilidade para inicio de terapia antifungica a partir
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de quatro pilares, sendo esses (1) evidéncia micologica, (2) exames de imagem, (3) condi¢des
subjacentes, e (4) expressdo aguda da doenca. Blot et al. (2012) também classifica a
identificacdo de Aspergillus spp. nesses pacientes como Al provada, Al provavel e colonizacéo
por Aspergillus spp. Mais recentemente, critérios para classificacdo de Al em pacientes com
influenza (IAPA) e pacientes covid-19 (CAPA) também foram propostos, dado sua diferenca
na apresentacdo da doenca (KOEHLER et al., 2020; VERWELW et al., 2020; LAHMER et al.,
2021).

Portanto, somando-se a importancia da Al para pacientes em UTI no gque tange a alta
morbimortalidade, a falta de dados oriundos de diferentes centros hospitalares e realidades,
incluindo a escassez de dados sobre APl no extremo sul do Brasil, é necessario o
desenvolvimento de estudos clinico-epidemiolégicos em UTIs, principalmente abordando API
no periodo pandémico ocasionado pela covid-19, dado a importancia da doenca para pacientes

com infecgdes virais de base.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Aspergillus spp.

Aspergillus spp. sdo fungos do filo Ascomycota, classe Eurotiomycetes, ordem
Eurotiales e familia Trichomaceae. O género foi catalogado pela primeira vez em 1729 pelo
padre botanico italiano Pier Antonio Micheli na publicacéo ilustrada “Nova Plantarum Genera
Juxta Tournefortii Methodum Disposita (Florentiae)”. Sua nomenclatura foi dada devido a
semelhanga da estrutura reprodutiva do fungo com o aspersério, em latim aspergillum,
acessorio utilizado para aspergir agua benta. O género Aspergillus em 1965 abrangia 132
espécies descritas, divididas em 18 grupos de acordo com suas caracteristicas morfologicas
(RAPER; FENNELL, 1965). Em 1985, Gams et al. (1985) separou 0 género em sub-géneros,
0s quais agrupavam-se em sec¢Oes de acordo com caracteristicas fenotipicas.

Atualmente, sdo aceitos e descritos seis subgéneros desses fungos (Aspergillus,
Circumdati, Cremei, Fumigati, Nidulantes e Palypaecilum), compreendendo 27 seccdes e 446
espécies (HUBKA et al., 2013; HOUBRAKEN; DE VRIES; SAMSON, 2014; HOUBRAKEN
et al., 2020). As seccBes sdo complexos de espécies, as quais ndo sdo diferenciadas apenas por
morfologia macro e microscopica, devido a isso sao denominadas espécies cripticas (SAMSON
et al., 2014), sendo apenas diferenciadas por métodos moleculares, utilizando um ou mais
marcadores, tais como regides da calmodulina e betatubulina (BALAJEE et al., 2009).

Dentro dos subgéneros, trés sdo de importancia clinica (Fumigati, Circumdati e
Nidulantes) abrigando as principais sec¢des com espécies patogénicas, sendo elas a Fumigati,
Flavi, Nigri, e com menor frequéncia Terrei (WALSH; GROLL, 2001). Aspergillus secdo
Fumigati possui espécies com grande impacto geral, pois sdo frequentemente associadas a
infecgBes em humanos e animais, além de serem isolados como contaminantes de alimentos
(LATGE; CHAMILOS, 2019). O Aspergillus fumigatus sensu stricto é o principal agente
etioldgico da aspergilose, devido a sua alta viruléncia, pelo tamanho reduzido dos conidios o
que facilita a entrada no trato respiratério dos hospedeiros, a alta termotolerancia, rapido
crescimento, grande producdo de gliotoxina e fumagilina, melanina e formacao de biofilme
(LATGE, 2001; FANG; LATGE, 2018).

2.1.1 Ciclo de Vida e Habitat

Aspergillus spp. sdo considerados anamorficos, ou seja, com reprodugdo assexuada
predominante, sendo os conidios os propagadores fingicos, que quando encontram substrato
adequado desenvolvem célula vegetativa, dando origem ao conidioforo. Este, € composto pela

vesicula que quando madura, produz as fialides, as quais originam os conidios que dispersam-
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se amplamente em diferentes ambientes (BENNETT, 2010). A forma sexuada de Aspergillus
spp. (teleomorfo) ocorre raramente, havendo também a formac&o de célula vegetativa, onde se
desenvolvem hifas “masculinas” ¢ “femininas”, que quando em contato formam a hifa estéril.
Esta, produz ascospdros que abrigam os ascos, 0s quais sdo liberados no ambiente e passam
pelo mesmo processo de reproducéo a partir da célula vegetativa (GEISER, 2009).

As espécies de Aspergillus, sdo consideradas ubiquas, ou seja, podem ser encontradas
em diferentes ambientes tanto aéreo, aquaticos e terrestres. Isto ocorre principalmente pela alta
capacidade de Aspergillus spp. de produzir enzimas, utilizando diferentes substratos organicos.
Além disso, também esté relacionada a sua ampla capacidade de producdo de metabolitos
priméarios e secundarios, tais como acido citrico, &cido kdjico, fumagilina, aflatoxina,
gliotoxina, entre outros, que auxiliam na sua adaptacdo as diferentes condigdes ambientais
(PARK et al., 2017). Essa capacidade possibilita que esse fungo esteja presente em plantas,
solo, especialmente com matéria organica em decomposicdo, ar, ambientes aquéaticos
(marinhos, costeiros e de dgua doce), bem como em ambientes internos, como em casas € outras
construcdes (SABINO et al., 2014).

2.1.2 Morfologia

As colbnias de Aspergillus spp. tem crescimento rapido (2-5 dias), e texturas e cores
variando de acordo com as se¢Oes. As texturas podem variar entre aveludada, algodonosa e
pulverulenta. Ja as cores do verso da col6nia variam em um amplo espectro, incluindo camurca,
verde, amarelo, verde-azulado, marrom e preto, enquanto 0 reverso apresenta sempre cores
claras como branca, amarela ou acastanhada, considerando tratar-se de um fungo hialino
(KLICH, 2002) (Figura 1).

Figura 1: Caracteristicas macromorfoldgicas de col6nias de diferentes secdes de Aspergillus
spp.; A: Seccdo Flavi, acima verso e abaixo reverso; B. Sec¢do Fumigati, acima verso e abaixo

reverso; C. Seccdo Nigri, acima verso e abaixo reverso. Fonte: autores.
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A principal caracteristica microscopica do género é o conididforo caracteristico,
originado a partir de uma célula-pé de hifas hialinas e septadas, a qual dilata-se em uma vesicula
no apice. Essa vesicula origina as fidlides que por sua vez produzem os conidios. Em algumas
secdes entre a fialide e a vesicula ha uma estrutura intermediaria denominada métula (Figura
2). Os conidios desses fungos possuem tamanho reduzido (1 a 5 um de didmetro) e textura entre
lisa a rugosa, variando entre as se¢es/espécies (SIDRIM & ROCHA, 2004).

fialide

métula

vesicula

conidiéforo

hifa

Figura 2: Esquema de estrutura micromorfologica do género Aspergillus spp.; (A) microscopia
de um exemplar da seccdo Fumigati, (B) microscopia de um exemplar da sec¢do Flavi, (C)

Microscopia de um exemplar da sec¢do Nigri. Fonte: autores.

A identificacdo a nivel de espécie anteriormente era realizada a partir de chaves de
identificacdo, observando as caracteristicas fisiolégicas e macro e micromorfolédgicas
(HOUBRAKEN et al. 2014). Porém desde que foram agrupados nas secc¢des, a diferenciacédo a
nivel de espécie é realizada por métodos moleculares de identificacdo, como sequenciamento,
sendo utilizado o sequenciamento de genes como DNA ribossomico, calmodulina, B-tubulina
(SAMSON et al. 2014).

2.2 Aspergilose

A aspergilose foi descrita pela primeira vez em 1842 por John Hughes Bennett, um
médico que avaliou crescimento fangico condizente com Aspergillus sp. em amostra clinica
post mortem oriunda de paciente com acometimento pulmonar (pneumotorax).
Sequencialmente outros casos da doenca foram descritos, especialmente em pacientes que ja
apresentavam alteracdo pulmonar prévia, como as causadas por tuberculose (BENNETT, 1842;
BARNES, 2004). Porém, na década de 1890 foram documentados os primeiros casos de
aspergilose como doenca primaria (WAHL; ERICKSON, 1928). Entre 1930 e 1940 a atengdo
para a aspergilose comecou a crescer, a partir do surgimento de pesquisas associando a relagdo
dessa doenca com reacOes alérgicas do sistema respiratorio, e ja evidenciando a preocupagéo
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médica com a dificuldade do diagndstico (FAWCITT, 1936). Na década de 1940 foi
reconhecido que o fungo poderia vir a se tornar um patégeno grave, principalmente em
pacientes com condi¢do imunossupressora sistémica ou pulmonar (GERSTL; WEIDMAN;
NEWMANN, 1948). Nesse mesmo periodo foi observado que a aspergilose possuia diferentes
manifestacBes clinicas as quais apresentavam diferentes grupos de risco (YESNER;
HURWITZ, 1950).

Desde entdo, a aspergilose é considerada como uma das causas principais de
mortalidade em pacientes gravemente imunocomprometidos, principalmente os neutropénicos,
como aqueles que apresentam leucemia aguda, e os transplantados de células-tronco
hematopoiéticas, sendo atribuido a esses uma taxa de mortalidade de até 50% associada a
aspergilose (KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018; LATGE; CHAMILOS, 2019). Nas
ultimas décadas, tem se demonstrado novos grupos de pacientes em risco de desenvolver a
aspergilose grave e que sédo ndo-neutropénicos, dentre esses estdo 0s pacientes internados em
UTI, que possuem alguma infecgdo respiratdria viral grave, e os submetidos a tratamentos
imunomodulatérios (STEVENS; MELIKIAN, 2011; TUDESQ et al., 2019).

Frente a importancia da aspergilose, no que tange a morbimortalidade de pacientes, pela
primeira vez, em 2022, a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) elencou a sec¢do Aspergillus
fumigatus como um patdgeno critico, dentre outros, que necessita de atengdo para acdes de

saude publica, pesquisas e investimentos (WHO, 2022).

2.2.1 Manifestacdes clinicas

A principal via de infeccdo para a aspergilose é a partir da inalacdo de conidios,
ocorrendo maior acometimento do trato respiratério inferior. A progressao da infeccdo para o
desencadeamento da doenca estd diretamente relacionada com o estado imunoldgico do
hospedeiro (MARR; PATTERSON; DENNING, 2002; KOSMIDIS; DENNING, 2015). Um
individuo higido é capaz de eliminar os conidios de Aspergillus spp. inalados, néo
desenvolvendo doenca.

Por outro lado, diferentes apresentacfes clinicas da doenca ocorrem associadas as
condiges clinicas de base dos pacientes. A ABPA acomete principalmente individuos com
asma e fibrose cistica (PATEL; GREENBERGER, 2019). Nestes casos, a depuracdo
mucociliar é deficiente nos pacientes possibilitando a germinacdo do conidio em hifas,
induzindo reacdo de hipersensibilidade devido a liberacdo de antigenos (DENNING;
PLEUVRY; COLE, 2013; KOSMIDIS; DENNING, 2015). A longo prazo, essa manifestacéo

clinica leva a um quadro de asma mal controlada, gerando infiltrados pulmonares recorrentes,
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e em alguns casos o desenvolvimento de bronquiectasia (AGARWAL et al. 2013).

J&, a APC esta principalmente associada a individuos que apresentam alteracdo prévia
de parénquima pulmonar, tais como pacientes com sequela de tuberculose, DPOC, cancer de
pulmdo previamente tratado, bronquiectasia ou pneumotorax (KANJ; ABDALLAH,;
SOUBANI, 2018; TRAPAGA et al. 2022). A infeccdo por Aspergillus spp. nesse grupo de
pacientes destroi gradualmente o tecido pulmonar, podendo levar a expansdo das cavidades
pulmonares (SMITH; DENNING, 2011). Em caso de pacientes que ja possuem previamente
cavidade pulmonar pode ocorrer o desenvolvimento de aspergiloma, ou bola fungica,
manifestacdo tardia da APC, definido como uma massa de hifas protegidas por uma matriz de
fibrina e detritos celulares (DENNING et al., 2016; BONGOMIN et al., 2020).

A forma invasiva da aspergilose ocorre em pacientes que apresentam supressdo
imunoldgica, especialmente aqueles com neutropenia, transplantados de células tronco
hematopoiéticas e 6rgdos solidos, doenca granulomatosa crénica ou em tratamento com
imunossupresores (KOSMIDIS; DENNING, 2015; DE PAUW et al., 2008; SEGAL, 2009).
Embora estes sejam o0s principais grupos de risco para API, na Gltima década, tem-se
demonstrado o alto impacto dessa doenca em pacientes sem imunossupressdo classica que
encontram-se em UTI, em tratamento com corticosteroides, com DPOC, ou infeccoes
respiratorias virais graves, como influenza e covid-19 (VANDEWOUDE et al., 2004;
MEERSSEMAN et al., 2007; VAN DE VEERDONK et al., 2017; TUDESQ et al., 2019;
LAMOTH et al., 2020; NASIR et al., 2020). A API é caracterizada pela germinacdo dos
conidios em hifas no tecido pulmonar, com invasdo tecidual e vascular, causando areas de
hemorragia e isquemia nesse orgao (KANJ; ABDALLAH; SOUBANI, 2018).
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Figura 3: Manifestacdes clinicas da aspergilose pulmonar associada aos diferentes grupos de
risco de pacientes. ABPA: aspergilose broncopulmonar alérgica. Adaptado de van de Veerdonk
etal. (2017b).

2.3 Aspergilose Pulmonar Invasiva em Unidade de Terapia Intensiva

A API é uma micose emergente, de alto custo e com alto potencial de mortalidade em
pacientes em UTI mesmo sem uma neutropenia classica (MEERSSEMAN et al., 2004, 2007,
BADDLEY etal., 2013; TACCONE et al., 2015; TEJERINA et al., 2019). Taxas de prevaléncia
de APl em UTIs variando de 0,2 a 36%, e mortalidade associada variando de 30 até >80% tem
sido descritas em distintas regides do mundo (MEERSSEMAN et al., 2004; BASSETTI et al.;
2010; BADDLEY et al., 2013; TACCONE et al., 2015; LOUGHLIN et al., 2020; DABAS;
MOHAN; XESS, 2021).

Um estudo retrospectivo realizado na Bélgica demonstrou que entre 1.850 internagdes
na UTI, 6,9% dos pacientes foram diagnosticados com aspergilose, e desses 70% ndo possuiam
malignidade hematoldgica (MESERMAN et al.; 2004). Outro estudo realizado na Italia relatou

retrospectivamente que a prevaléncia de APl na UTI foi de 0,2%, ndo sendo uma pauta de
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preocupacéo no centro (BASSETI et al; 2010). Junto a isso, em 2013, um estudo realizado
retrospectivamente nos Estados Unidos demonstrou que de 6.424 pacientes, 6.4% foram
identificados com APl em UTI (BADDLEY et al.; 2013). Em 2015, um estudo multicéntrico
internacional que incluia paises da Europa e india avaliou pacientes em UTI com cultura
positiva para Aspergillus spp., e desses 36% foram considerados com aspergilose provével, e
17% provada, com mortalidade de 67 e 79% nos grupos, respectivamente (TACCONE et al.;
2015). E mais recentemente, em 2020, foi realizado um estudo retrospectivo no Reino Unido,
0 qual evidenciou em pacientes em ventilacdo mecénica a presenca de aspergilose em 12,4%
(24/194) dos pacientes (LOUGHLIN et al.; 2020).

Enquanto isso, no Brasil ndo existem dados oficiais quanto a prevaléncia da aspergilose
em UTI, e ha escassez de estudos cientificos que relatem a incidéncia de APl em unidade de
terapia intensiva nao relacionado aos grupos de riscos classicos. Estudo abrangendo pacientes
DPOC em UTI demonstra prevaléncia de aspergilose de 4,2% (AQUINO et al. 2012). E,
adicionalmente, um estudo realizado em 2015 estimou a frequéncia de pacientes acometidos
com aspergilose pulmonar invasiva no Brasil em diferentes grupos de risco, baseado nas
estimativas disponiveis na literatura cientifica e taxas de incidencia global, sugerindo que a
aspergilose invasiva acometa cerca de 8.700 pacientes no pais, sendo cerca de 1.900 desses
pacientes criticos (GIACOMAZZI et al. 2015).

2.3.1 Fatores de Risco

Fatores de risco para APl em pacientes criticos internados em UTI, incluem além dos
fatores de terapias de suporte, como suporte ventilatorio, uso de antibidticos de amplo espectro,
e insercdo de cateter venoso central (LOUGHLIN et al., 2020; MEERSSEMAN et al., 2007;
VANDEWOUDE et al., 2004), o uso de corticosteroides por tempo prolongado, cancer,
transplante de orgdo solido, tratamento com imunossupressores, disturbios respiratorios
crénicos como DPOC, pneumonias, e bronguiectasias (GARNACHO-MONTERO et al., 2005;
DE PAUW et al., 2008; DELSUC et al., 2015). A alteracdo na estrutura pulmonar e possivel
resposta imunologica prejudicada, juntamente com a depuracdo mucociliar do sistema
respiratorio reduzida, facilita a infeccéo por Aspergillus spp. (BASSETTI; BOUZA, 2017). Em
adicdo, doencas subjacentes como HIV, diabetes, doencas cardiovasculares, doengas renais e
hepéticas também estdo associadas a um maior risco de desenvolvimento de aspergilose em
UT]I, bem como graves infec¢des virais como a covid-19 (KOEHLER et al., 2019; VERWEIJ
etal., 2020; DELLIERE et al., 2021).
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2.3.1.1 Aspergilose Pulmonar Associada a Influenza

Em casos graves de infecgdo viral, o virus da influenza se replica primeiramente no
epitélio das vias respiratdrias dos pacientes, acarretando em processo inflamatério e
consequentemente em comprometimento pulmonar. A IAPA ocorre principalmente pelodano
ao epitélio respiratdrio j& causado durante a infeccdo viral, que predispdem o hospedeiro a
infeccdo fungica, nesses casos o0s conidios de Aspergillus spp. nesse epitélio lesionado
desenvolvem-se em hifas e invadem o tecido, agravando o dano pulmonar e contribuindo para
a progressao da doenca para forma grave (VERWEL et al., 2020).

Pacientes com influenza que necessitam de internacdo em UTI, ou seja, que
desenvolvem formas severas da doenca, variam de acordo com a regido geografica, e com a
taxa de vacinacdao do local, porém ha uma estimativa que aproximadamente 0.1% dos pacientes
necessitam de cuidados hospitalares, e desses 5-10% necessitam de internacdo em UTI
(METERSKY et al., 2012; KALIL; THOMAS, 2019). A mortalidade associada a influenza no
mundo varia de 250.000-500.000 mortes por ano, e essa alta mortalidade pode estar associada
a infeccdo viral severa isolada ou a presenca de outras co-infec¢bes pulmonares, tais como
tuberculose, outras pneumonias bacterianas, e aspergilose (MARTIN-LOECHES et al., 2017).
De fato, a API apresenta importancia elevada para esse grupo de pacientes em UT]I, ocorrendo
em cerca de 20-25% dos pacientes internados com influenza grave, com taxa de mortalidade
superior a 50% (WAUTERS et al., 2012; VAN DE VEERDONK et al., 2017a; VERWELW et
al., 2020).

2.3.1.2 Aspergilose Pulmonar Associada a Covid-19

A pandemia da covid-19, que emergiu na cidade de Wuhan na China em 2019 e
rapidamente se espalhou globalmente, apresentou-se como forma grave em aproximadamente
5% dos infectados, tornando-os pacientes criticos com necessidade de cuidados intensivos
(ZHOU et al., 2020). Nesses casos, 0s pacientes desenvolvem uma sindrome respiratoria aguda
grave, sendo manejados para UTI e necessitando de ventilagdo mecéanica (WU; MCGOOGAN,
2020; ZHOU et al., 2020).

Além do dano significativo ao epitélio pulmonar, pacientes com covid-19 grave
apresentam disfuncao da resposta imune, como linfopenia e séo frequentemente submetidos a
terapias com antibidticos de amplo espectro e imunossupressoras (ZHOU et al., 2020). Dado
isso, as infeccbes pulmonares secundérias associadas ao covid-19 comecaram a ser
reconhecidas nos pacientes hospitalizados, principalmente associadas ao uso de ventilacéo
mecanica (BASSETTI; KOLLEF; TIMSIT, 2020; CHONG et al., 2021). Uma dessas que
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recebe destaque é a CAPA. A infeccdo pulmonar por Aspergillus spp. nesses pacientes, agrava
0 dano ao tecido pulmonar, e predispde a insuficiéncia respiratoria e piora da funcgéo
imunologica, acarretando em uma progressao mais rapida da doenca (ARASTEHFAR et al.,
2020; MARR et al., 2021). Estudos ao redor do mundo demonstram que a CAPA ocorre em
18 a 39% dos pacientes com covid-19, e tem uma taxa de mortalidade superior a 50% nesses
pacientes (ALANIO et al., 2020; GANGNEUX et al., 2020; KOEHLER et al., 2020; NASIR et
al., 2020).

Em hospital quaternario no estado de Sao Paulo no Brasil, a CAPA foi evidenciada em
0.4% (31/6.746) dos pacientes internados com covid-19 grave (CRUZ; MAGRI, 2020). No
Amazonas foi realizado um estudo de autdpsia de 50 casos de covid-19, sendo a CAPA
evidenciada em 4% dos casos com comprovacao de invasdo tecidual (FARIAS et al., 2022). Ja,
em outro estudo retrospectivo realizado em um hospital de referéncia em S&o Paulo, a
prevaléncia de CAPA nos pacientes internados em UTI foi de 16% (14/87), com mortalidade
de 71,4% (ALMEIDA et al. 2021).

2.3.2 Diagnostico

O diagndstico da API pode ser considerado um desafio pela dificuldade de interpretacao
dos resultados, principalmente associada a ubiquidade do fungo, e a possibilidade de
colonizacdo de vias aéreas (CADENA; THOMPSON; PATTERSON, 2016; LATGE;
CHAMILOS, 2019). Varios testes diagnosticos podem ser realizados para confirmacéo de casos
de aspergilose, incluindo histopatologia, exame micolégico direto, cultivo, imunoensaios para
deteccdo de antigeno ou anticorpo e deteccdo de DNA por reacdo em cadeia da polimerase.

A histopatologia com evidéncia de invasao tecidual de hifas estreitas septadas (3-12 um
de largura), hialinas e ramificadas em angulo agudo de 45°, sugestivas de Aspergillus spp. no
tecido pulmonar ¢é considerado o “padrdao ouro” para o diagndstico de aspergilose provada
(MCCLENY, 2005; GUARNER; BRANDT, 2011). Porém, a definicdo patognomoénica da
doenca se d& quando ha cabeca das vesiculas do fungo nesses exames, mas esse achado é de
rara ocorréncia no tecido, sendo associado principalmente a lesdes pulmonares cavitarias
(LANZARIN et al., 2015).

O exame micolégico direto em amostras respiratorias € indicativo de aspergilose em
caso de presenca de hifas septadas e hialinas bifurcadas em angulo agudo (GUARNER,;
BRANDT, 2011). A visualizacdo de hifas determina com alta especificidade a presenca de
infeccdo por fungo filamentoso hialino nas vias aéreas, porem ndo € patognémico para

Aspergillus spp. e possui baixa sensibilidade. O cultivo de amostras respiratdrias possui
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sensibilidade diagnostica que varia de 30 a 60%, e é realizado a partir da semeadura das
amostras clinicas em meio de cultivo para fungos, sendo observado o crescimento de espécies
de Aspergillus entre 2 a5 dias de incubacdo a 25°C (GUARNER; BRANDT, 2011; SCHELENZ
et al., 2015). Nesses casos, o0 crescimento de Aspergillus spp. pode indicar colonizacdo, doenca
ou até mesmo contaminagdo da amostra (durante a coleta ou no processamento), ndo sendo um
marcador diagnostico especifico, porém, esse exame € um indicativo para o inicio de umabusca
direcionada para Aspergillus spp., utilizando métodos diagnosticos complementares (CONTOU
etal., 2016; HAGE et al., 2019).

Testes soroldgicos que detectam anticorpos, como ensaio de imunoabsorcdoenzimatica
(ELISA) e imunodifusao radial dupla em gel de &gar, sdo disponibilizados para o diagndéstico
de aspergilose pulmonar, principalmente cronica. Porém, a busca por anticorpos em casos
suspeitos de API ndo é indicada como primeira opc¢éo, devido a frequéncia de ndo formacéo de
resposta imunoldgica robusta em pacientes dos grupos derisco para desenvolvimento dessa
condigdo, o que limita a quantidade de anticorpos circulantes para deteccdo. Sendo
preferencialmente utilizados para pacientes com suspeita de API, testes para a deteccdo de
antigenos circulantes de Aspergillus spp.. (LATGE; CHAMILOS, 2019).

Nessa linha, o principal biomarcador antigénico é a galactomanana (GM), um
polissacarideo presente na parede celular de Aspergillus spp., que é liberado quando ha
germinacao de conidios e crescimento de hifas (JENKS; NAM; HOENIGL, 2021). A detec¢édo
de GM pode ser realizada a partir do teste de ELISA (MARR et al., 2004; PFEIFFER; FINE;
SAFDAR, 2006; PASQUALOTTO et al., 2010; XAVIER et al., 2013). Comercialmente, é
disponibilizado o ELISA sanduiche Platelia™ Aspergillus EIA (Bio-Rad Laboratories, Marnes-
la-Coquette, France), o qual utiliza a sensibilizacdo dos pocgos da placa com anticorpos
monoclonais EBA-2 de rato para deteccdo da GM na amostra clinica. A leitura do teste é
realizada a partir da densidade Optica observada, e é considerada positiva quando >0,5 no soro,
¢ >1,0 no lavado broncoalveolar (LBA). O diagnéstico de aspergilose a partir do ELISA de GM
pode resultar em falsos-positivos em pacientes em uso de antibioticos de origem flngica,
principalmente B-lactdmicos, e também podem ocorrer reagdes cruzadas com outras infecgdes
fangicas (AQUINO; GOLDANI; PASQUALOTTO, 2007; XAVIER et al., 2009;
BOONSARNGSUK et al., 2010).

Em atualizagdo do ELISA, testes mais recentes, conhecidos como point of care,
imunocromatograficos, que sdo de simples aplicagdo na rotina, ndo necessitando de
equipamentos laboratoriais avancados e com resultados disponiveis em menos de uma hora,

utilizam como alvo antigénico a GM (MERCIER et al., 2020). Esses testes rapidospara a



23

aspergilose estdo disponiveis como o ensaio de fluxo lateral (LFA) e o dispositivode fluxo
lateral (LFD) (JENKS et al., 2019). ). Um dos kits comercialmente disponiveis associado a LFA
€ 0 sona Aspergillus galactomannan LFA (IMMY, Norman, OK, USA), sendo construido com
anticorpos especificos para GM, conjugados com ouro coloidal, permitindo que o antigeno
presente na amostra, a medida que a mesma € absorvida pela tira do teste por fluxo capilar,
resulte na ligagdo antigeno-anticorpo e em linha de teste visivel quando positivo. O teste de
LFA possui um sensibilidade e especificidade de 85% e 80%, respectivamente em amostras
respiratorias de pacientes em UTI (MERCIER et al. 2020). Para o LFD é disponibilizado o kit
comercial AspLFD (OLM Diagnostics, Newcastle Upon Tyne, UK), que utiliza anticorpos
monoclonais conjugados com esferas de nitrocelulose que detectam a GM nas amostras dos
pacientes, nesse teste,a amostra € absorvida pela tira teste, e quando entra em contato com o
anticorpo forma o complexo que delineam a linha de positividade. A sensibilidade e
especificidade relacionada a UTI em amostras respiratdrias é de 65% e 85%, respectivamente
(JENKS et al., 2021).

Outro potencial biomarcador circulante para deteccdo de aspergilose é a deteccdo de
1,3-B-D-glucano, polissacarideo presente na parede celular de diversos fungos patogénicos
(PATTERSON et al., 2016). Porém, a presenca desse antigeno indica a presenca de invasdo
fungica, mas ndo tem especificidade para Aspergillus spp., podendo estar associada a outras
doengas como candidiase, fusariose, pneumonia por Pneumocystis jirovecii (OSTROSKY -
ZEICHNER et al., 2005; LAMOTH et al., 2012). Além disso, pode apresentar resultados falso-
positivos associado a interacdo com antibidticos que contém glucana (MARTY et al., 2006;
LISS et al., 2016).

A pesquisa de DNA de Aspergillus spp. para o diagnéstico é realizada
principalmente utilizando a reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (QPCR), comos
marcadores moleculares dos genes 18s do RNA ribossomal (rRNA), regido doespacador
transcrito interno do rRNA e 0o DNA mitocondrial (BOCH et al., 2016). Até omomento, 0 gPCR
ndo foi amplamente adotada na rotina clinica de diagnostico, devido a dificuldade de
padronizacéo e validagdo, porém, diferentes estudos tem demonstrado o seu alto potencial em
aumentar a sensibilidade e especificidade para o diagnostico de aspergilose, em colaboracéo ao
diagndstico realizado utilizando biomarcadores, como a GM (CADENA; THOMPSON;
PATTERSON, 2016, 2021). Existem Kkits comercialmente disponiveis de gPCR para
diagnostico de aspergilose, capazes de diagnosticar as principais espécies patogénicas de
Aspergillus spp., e identificar a presenca de genes de resisténcia antifingica, porém nédo séo de

facil aquisi¢éo devido aoseu alto custo, e ainda ndo sdo liberados para uso no diagnostico clinico
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no Brasil (LASS- FLORL, 2019; SABINO; SIMOES; VERISSIMO, 2020).

Além dos testes diagndsticos supracitados, os achados de imagem a partir de radiografia
de térax e tomografia computadorizada sdo testes complementares no diagnostico da
aspergilose. Em pacientes neutropénicos, a APl apresenta-se como nddulos pulmonares com
infiltrados ao redor, sendo chamados de sinal do halo, podendo ocorrer cavitagcdo produzindo o
chamado “sinal do crescente aéreo” (GREENE, 2005). Porém, esses sinais mais tipicos da API
dificilmente sdo observados em pacientes ndo neutropénicos, nessespacientes os achados
radiolégicos mais frequentes sdo inespecificos, incluindo infiltrados, opacidades e
consolidacdes (BLOT et al., 2012).

2.3.3 Definicéo de Aspergilose em UTI

O diagndstico provado da API so é possivel com evidéncia de hifas de Aspergillus spp.
invadindo tecido na histopatologia associada ao isolamento de Aspergillus spp. em cultura.
Dado as contraindicagdes de realizacdo de procedimento invasivo para coleta de tecido
pulmonar em pacientes em estado critico, algoritmos baseados principalmente em sinais e
sintomas, achados micoldgicos e radiologicos permitem inferir o diagndstico provavel ou
possivel da aspergilose para inicio do manejo correto do paciente.

O principal algoritmo para diagnostico da aspergilose provavel foi definido pelo Grupo
Cooperativo da Organizacdo Europeia para Pesquisa e Tratamento de Cancer e Infecgdes
Fungicas Invasivas e do Grupo de Estudo de Micoses do Instituto Nacional de Alergia e
Doencas Infecciosas (EORTC/MSG) (DE PAUW et al., 2008), e baseia-se em trés critérios
obrigatdrios, sendo esses:

(1) Fatores do hospedeiro (pelo menos um)

a. Historia recente de neutropenia (500 neutréfilos/mm?) por 110 dias;
b. Recebimento de transplante halogénico de células tronco;
c. Uso prolongado de corticosteroides em um dose minima de 0,3mg/kg/dia
por 13 semanas;
d. Tratamento com outros imunossupressores de células T reconhecidos;
e. Imunodeficiéncia grave hereditaria;
(2) Clinica caracteristica de aspergilose em tomografia computadorizada (TC) (pelo
menos um)
a. LesOes densas bem circunscritas com ou sem sinal de halo;
b. Sinal crescente aéreo;

c. Cavidade;
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(3) Critério micologico (pelo menos um)

a. Exame direto (microscopia direta, citologia ou cultura) no escarro, LBA ou

escovado bronquico;

b. Exames indiretos (deteccdo de antigeno ou constituintes da parede celular).

Porém, esse algoritmo é direcionado para pacientes neutropénicos, com malignidade

hematologica, receptores de transplante de 6rgdos solidos ou que apresentem outra

imunossupressao grave. Sendo assim, esses critérios nao abrangem os pacientes internados em

UTI devido a outros fatores, portanto, novos algoritmos clinicos para esse grupo de pacientes

tém sido descritos na literatura. Nessa linha, Blot e colaboradores (2012) realizaram o projeto

AspICU multicéntrico internacional, que culminou com a sugestéo de adaptacdo do algoritmo

da EORTC/MSG para abrangéncia de pacientes da populacdo geral internada em UTI. Os

autores denominaram como aspergilose provavel aqueles pacientes em que se encontravam 0s

seguintes critérios:

(1) Cultivo de trato respiratdrio inferior positivo para Aspergillus spp.;

(2) Sinais e sintomas compativeis (pelo menos um)

a.

e.

f.

Febre refrataria ha pelo menos trés dias de tratamento antibacteriano e sem
nenhuma outra causa aparente;

Dor pleuritica no peito;

Rubor pleuritico;

Dispneia;

Hemoptise;

Insuficiéncia respiratdria apesar do uso de antibioticos e suporte ventilatorio;

(3) Exames de imagem anormais por radiografia de térax ou TC dos pulmdes;

(4) Pelo menos um dos itens 42 ou 4°

42 Fatores de risco do hospedeiro (pelo menos um)

a.

Neutropenia (contagem absoluta de neutrdfilos 500/mm?®) antes ou no
momento da admisséo na UTI;

Malignidade hematol6gica ou oncoldgica tratada com agentes citotdxicos;
Tratamento com glicocorticosterdides (0,20mg/dia);

Imunodeficiéncia congénita ou adquirida;

Doencas subjacentes (DPOC, doenca hepatica, alcoolismo, diabetes, doenca

renal, entre outras);

4° Cultura semiquantitativa positiva para Aspergillus spp. de LBA, sem

crescimento bacteriano, juntamente com esfregaco citoldgico positivo
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mostrando hifas ramificadas.

Assim, foi concluido que um algoritmo clinico simples possui facil operacionalidade na
rotina clinica, principalmente quando associada a uma doenca que pode ser letal se ndo tratada,
e quando comparado aos critérios EORTC/MSG abrange outros grupos de risco para a APl em
pacientes UTI (BLOT et al. 2012; BLOT et al 2019).

Em 2021, Hamam e colaboradores fizeram uma alteracdo no AsplCU, incluindo os
biomarcadores para Aspergillus spp. como critério micologico adicional ao cultivo, incluindo
no critério micoldgico amostras positivas para testes de antigeno GM (amostras respiratorias e
soro), assim como qPCR (HAMAM et al. 2021). Esse critério foi projetado para ser aplicado a
qualquer paciente que precise de internacdo em UTI por problemas respiratorios, independente
dos fatores de risco, utilizando os mesmos critérios de entrada, de hospedeiro e radiologicos do
AspICU (HAMAM et al. 2021).

Estudos adicionais tem sugerido que a positividade do teste de GM em LBA como
critério de entrada ao invés do cultivo positivo para Aspergillus spp. apresenta maior
sensibilidade para posterior avaliacdo dos critérios do hospedeiro (BASSETTI et al., 2019;
JENKS; NAM; HOENIGL, 2021). Atualmente, os critérios para definicdo internacional e
aprimorada da aspergilose em UTI ainda estdo sendo aprimorados, porém, é necessaria a
avaliacdo da disponibilidade de testes do local em que seré aplicado o algoritmo para a melhor
escolha (BASSETTI et al., 2019, 2021).

Séo sugeridos algoritmos aplicaveis para definir provavel IAPA em UT], os quais fazem
algumas modificag¢bes no critério AsplCU para que 0s critérios se encaixem a esse grupo de
risco especifico. Nesse caso, como critério de entrada ha o paciente com sintomas respiratorios
semelhantes a Influenza, com posterior confirmacéo, depois avaliagdo de presenca de exames
radiologicos de pulméao com infiltrados pulmonares, adicionalmente a pelo menos um fator do
hospedeiro e critério clinico (semelhante AspICU), e pelo menos dois critérios micolégicos,
podendo ser cultura positiva de amostra trato respiratorio, ou biomarcador GM positivo de
amostra respiratoria ou soro (SCHAUWVLIEGHE et al., 2018; VERWEL et al., 2020).

Para o diagnostico de provavel CAPA também foram descritos algoritmos
clinicos/laboratoriais, sendo o critério de entrada a suspeita ou positividade para SARS-CoV-2
e posterior preenchimento dos fatores de hospedeiro, alteracbes radiologicas e critério
micoldgico (KOEHLER et al., 2021; WHITE et al., 2021).

Para o diagndstico de provavel CAPA, White e colaboradores (2020) sugerem que
guando existe critério radioldgico sugestivo de aspergilose, como aqueles sugeridos no

EORTC/MSG, apenas um critério micologico é suficiente, porém, se a evidéncia radioldgica
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se caracteriza como infiltrados ou opacidades inespecificas, sdo necessarios dois exames
micoldgicos. E Koehler e colaboradores (2021) sugerem que apenas um critério micolégico é
necessario no caso de deteccdo de Aspergillus spp. em LBA (microscopia ou cultivo), GM
sérica e de LBA e PCR de LBA positivo; e sugere dois testes positivos quando o critério clinico

for PCR positivo em plasma, soro ou sangue.

2.3.4 Tratamento

O tratamento da aspergilose nos pacientes criticos segue a indicagdo que abrange
também outros grupos de pacientes, porém possui algumas limitacfes relacionadas as
interacdes medicamentosas principalmente dado ser uma populacdo polimedicada (BASSETTI;
PEGHIN; VENA, 2018). Além disso, a escolha e dosagem dos antiflngicos disponiveis deve
ser realizada de acordo com a fisiopatologia dos pacientes, e se possivel com realizacdo de
monitoramento terapéutico dos medicamentos (VENA et al., 2020).

Dentre as classes de antifungicos disponiveis para tratamento da aspergilose destacam-
se a anfotericina B e os triazois, que atuam como fungicida e fungistatico, respectivamente.
Ambas classes atuam no ergosterol (componente da membrana celular flngica), sendo que os
az0is atuam na inibicdo da sintese dessa molécula e a anfotericina B na ligac&o direta. Como o
ergosterol € um dos principais constituintes da membrana celular fungica, essas acdes levam a
desestabilidade dessa estrutura e consequente inibi¢do ou morte fangica (ASHLEY et al., 2006).
O ergosterol ¢ uma molécula similar ao colesterol da membrana celular humana, sendo um dos
principais motivos da toxicidade dos antifingicos (CHOWDHARY et al., 2014).

Os triazois sdo o tratamento de primeira escolha para aspergilose, sendo o voriconazol
a terapia primaria recomendada para os pacientes com API, com dose recomendada de 6mg/kg
12/12h por via endovenosa (V). Quanto a efeitos colaterais sua composicao pode acumular-se
em pacientes com insuficiéncia renal, e sofrer acdes de interagdes medicamentosas (LUONG
et al., 2016). O itraconazol é administrado principalmente por via oral, e ndo é recomendado
para os pacientes com infecgdes graves e com risco de vida, sendo mais associado a terapia de
manutengédo, com doses de 200mg 12/12h de 6 a 12 semanas (PATTERSON et al., 2016). O
isavuconazol tem demonstrado eficacia promissora, com reducéo de toxicidade e de interagdes
medicamentosas, sendo juntamente ao voriconazol, primeira escolha de tratamento para API,
porém, sua eficacia no grupo de pacientes criticos ainda ndo foi pontualmente avaliada
(MAERTENS et al., 2016).

A anfotericina B (AMB) desoxicolato por muito tempo foi considerado como o
antifangico de escolha para a API, porém essa formulacdo apresenta alta taxa de efeitos



28

colaterais graves, como febre, calafrios, mialgias, broncoespasmos, nduseas e vomitos,
juntamente com toxicidade renal (hipocalemia, acidose tubular renal, etc.), sendo seu uso
associado a elevada mortalidade (~50%) (BATES et al., 2001; HAMILL, 2013). Sendo assim,
0 uso de AMB s6 é recomendado em casos que ndo haja outras alternativas antifingicas. Frente
a isso, foram desenvolvidas novas formulagdes de AMB, como AMB lipossomal (3-5mg/kg
por dia, 1IV) e AMB complexo lipidico (5mg/kg por dia, 1V), as quais apresentam
nefrotoxicidade reduzida, e séo indicadas quando o uso de azois € contra indicado, devido a
interacdo medicamentosa, ou intolerancia do paciente (PATTERSON et al., 2016).

As equinocandinas sdo uma nova classe de antifungicos que inibem a sintese da 1,3-p-
glucana, um polissacarideo presente na parede celular de muitos fungos patogénicos, reduzindo
a toxicidade para as células humanas, considerando que estas ndo possuem parede celular. Para
a aspergilose, as equinocandinas (50-70mg por dia) sdo consideradas como tratamento
secundario em caso de limitagdes para o uso dos az6is (PATTERSON et al., 2016).

A duracédo do tratamento antifungico para API ndo é uma questdo claramente definida,
sendo recomendado um tratamento continuado sempre considerando a condicdo e a resposta

clinica do paciente ao tratamento.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar dados clinico-epidemioldgicos e exames laboratoriais de diagnéstico de

aspergilose em pacientes criticos com e sem covid-19 em uma UTI no extremo sul do pais.

3.2 Objetivos Especificos

Descrever dados clinico-epidemiolégicos da populagédo do estudo;

Definir a taxa de isolamento de Aspergillus spp. de amostra respiratoria dos pacientes
na UTI,

Avaliar o desempenho dos biomarcadores para o diagndstico da doenga;

Determinar a prevaléncia de aspergilose provavel em pacientes covid-19 (pCAPA) e
nédo-covid-19 (pIPA) na UTI;

Determinar a incidéncia de aspergilose na UTI no periodo do estudo.
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Abstract

The impact of invasive pulmonary aspergillosis (IPA) in severe Covid-19 patients and innon-
neutropenic critically ill patients in intensive care units (ICU) has been demonstratedin the last
decades. However, there are still scarce epidemiological data in distinct regions.We evaluated
the prevalence and clinical-epidemiological data of IPA in patients with and without Covid-19
on mechanical ventilation in the ICU of a tertiary hospital in the southern region of Brazil.
Eighty-seven patients admitted between June 2020 and August2022 were included, of which 31
had severe Covid-19. For the diagnosis of aspergillosis,we used algorithms that considers host
factors and mycological findings, including culture, immunoassay for galactomannan detection
and gPCR. In both groups, probable/putative aspergillosis occurred 16% of the patients (5/31 in
covid-19 group; 9/56in critical ill patients without Covid-19). The overall incidence of
aspergillosis in the hospital ICU was 78 cases/1000 hospitalizations, highlighting the necessity
of physiciansto be aware of the disease, as well as the necessity to improve the access of patients
to these more sensitive and robust diagnostic tests.

Key-words: Covid-19 associated pulmonary aspergillosis; diagnosis; galactomannan; gPCR;
intensive care unit.



31

INTRODUCTION

For the first time, in 2022 the World Health Organization (WHO) listed the main fungal
pathogens that require attention for research, development, and public health actions (1).
Aspergillus fumigatus is in the critical group, mainly due to its impact as a cause of invasive
fungal diseases in immunosuppressed patients.

Invasive pulmonary aspergillosis (IPA) is lethal in immunocompromised patients,
including those with hematopoietic stem cells or solid organ recipients, those receiving
Immunosuppressive drugs and patients with prolonged neutropenia (2). Furthermore, in recent
decades, the impact of IPA on critically ill patients in intensive care units (ICU) has been
demonstrated (3-5). In this patient group, Aspergillus spp. infection can result in a mortality
rate of up to 67% (4,6-9), mostly due to lack of clinical suspicion and late diagnosis.

Risk factors for IPA in ICU patients include chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), kidney disease and cirrhosis, viral respiratory diseases, HIV infection, and diabetes
mellitus (DM). IPA is the fungal infection highly associated with the necessity for ventilatory
support (3,9,10). Regarding viral respiratory diseases, influenza-associated pulmonary
aspergillosis (IAPA), and Covid-19-associated pulmonary aspergillosis (CAPA) are newly
emphasized (11,12). Approximately 20% of patients admitted to the ICU with influenza
develop IAPA (13,14), and since the beginning of the Covid-19 pandemic, studies have shown
CAPA prevalence of up to 35% in patients with Covid-19, with a higher mortality rate than
Covid-19 patients without fungal infection (15-18).

An early diagnosis and a correct management of aspergillosis in ICU patients decreases
the high mortality rates and the length of hospital stay; however, the diagnosis of aspergillosis
is a challenge. Distinct algorithms based on patient risk factors have been proposed to achieve
more standardized classification. The European Organization for Research and Treatment of
Cancer and the Mycoses Study Group (EORTC/MSG) proposed one of the main algorithms for
classifying aspergillosis as proven, probable, or possible in neutropenic patients (19). More
recently other algorithms directed to critically ill patients, IAPA and CAPA, were published
considering the specificities of each group of risk (10,11,17,20,21). These algorithms include
mycological criteria, risk factors, clinical signs, and thoracic imaging signals, allowing for the
classification of aspergillosis as probable, possible, or putative. Histopathological evidence of
fungal tissue invasion is necessary to classify a proven aspergillosis case.

Since aspergillosis is not a notifiable disease, there is a lack of knowledge regarding its
epidemiology in different regions, including South America (22). Southern Brazil is one of the

regions with a paucity of research regarding aspergillosis in critically ill patients. Therefore, we
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evaluated the prevalence and clinical-epidemiological data of IPA and CAPA in patients with
and without Covid-19 who received mechanical ventilation in the ICU at a tertiary hospital in
the south region of Rio Grande do Sul, the southern state of the country.
MATERIAL AND METHODS
Study design

A cross-sectional and retrospective study was conducted, including data and clinical
samples of patients admitted between June 2020 and August 2022 to the adult ICU of a hospital
in southern Brazil, University Hospital Dr. Miguel Riet Correa Jr. from the Federal University
of Rio Grande, Brazil. This is a tertiary hospital with 248 beds, 10 Covid-19 adult ICU, and six

adult ICU, which serves as a regional reference service for HIV/AIDS patients.
Inclusion criteria

All patients >18 years of age who were admitted to the ICU of our hospital between
June 2020 and August 2022 and met the criteria of mechanical ventilation (MV) support, and
tracheal aspirate (TA) samples and/or blood collection to investigate a respiratory fungal
infection were included. Patients whose data regarding mycological test results were not

available were excluded.
Data collection

Clinical-epidemiological data were evaluated from online medical records, including
age, sex, underlying diseases (including Covid-19, tuberculosis, HIV, COPD, diabetes,
hypertension, alcoholism, smoking, drug use, heart failure, kidney disease, obesity), use of
corticosteroids and antifungal drugs, length of stay in ICU and MV, thoracic imaging exams,
as well as the outcome (dead, alive) after 90 days of ICU discharge. Mycological test results
were obtained from the database of the Mycology Laboratory of the Faculty of Medicine
(FAMED/FURG). The results of TA culture were classified as positive or negative for
Aspergillus sp. isolation, and the results of the Aspergillus galactomannan lateral flow assay
(GM-LFA) (IMMY, Norman, OK, USA), which is routinely performed in all critically ill
patients with Aspergillus spp. isolated in culture from a TA sample at the ICU of our hospital,
were classified according to the galactomannan index determined by the test kit reader, with an

index >2 or >0.7 considered positive in TA and serum samples, respectively (23,24)
Molecular tests

Respiratory (TA) and serum samples from the patients included in the study, previously
stored in the biorepository (Ethics Committee of FURG CEP 284/2018), were prospectively
analyzed by real-time PCR (gPCR) for the detection of the 18s rRNA subunit of the Aspergillus.
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DNA was extracted using the High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Mannheim,
Germany) following the manufacturer’s recommendations. Then, qPCR was performed using
the GoTag® gPCR Master Mix (Promega, Corporation, Wisconsin, USA), the primers forward
3’ TTGGTGGAGTGATTTGTCTGCT 5%) and reverse 3
TCTAAGGGCATCACAGACCTG 5’) in a final concentration of 0.3 pM, and the probe FAM
(3> TCGGCCCTTAAATAGCCCGGTCCGC 5’) in a final concentration of 0.2 pM. In
addition, an internal control of the DNA extraction was performed to detect human RNA
polymerase, using the forward primer (5-AGATTTGGACCTGCGAGCG-3') and reverse
primer (5-GAGCGGCTGTCTCCACAAGT-3') with a final concentration of 0.4 uM, and the
probe (5'-VIC-TTCTGACCTGAAGGCTCTGCGCG -QSY-3') with a final concentration of
0.2 uM. The cycling conditions were as follows: initial denaturation at 50 °C for 2 min and
95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 min and 60°C for 1 min for annealing
and extension. The test was performed with a positive control, using DNA from an Aspergillus
sp. clinical isolate, and DNA from a human clinical sample, and a sterility control using RNAse
and DNase-free water. The tests were run on the Step-One Plus Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Foster City, CA, US). To evaluate a broad range, the Applied Biosystems
7500 Real Time PCR Instrument Software was used, and the reaction was considered positive
when the cycle threshold (CT) was <36 (25,26).
Case definition

Putative CAPA (pCAPA) was defined according to the White et al. (2020) algorithm
(20). In summary, patients with pCAPA were those with all the following: (a) a positive culture
of a TA sample for Aspergillus spp, (b) at least one risk factor and/or one relevant clinical sign,
(c) abnormal thoracic imaging, (d) at least one biomarker positive (Figure 1). In critically ill
patients without Covid-19, probable invasive pulmonary aspergillosis (pIPA) was defined
according to the BM-Asp-ICU algorithm (21). In summary, pIPA cases included patients with
all the following: (a) a positive culture for Aspergillus spp. from TA, (b) at least one risk factor,
(c) at least one relevant clinical sign, (d) abnormal clinical imaging, (5) a positive biomarker
(Figure 1).
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In both groups of patients, with and without Covid-19, colonization was defined as a
positive culture for Aspergillus spp. from a TA sample that did not meet at least one of the
criteria (b), (c), (d) for pPCAPA and (b), (c), (d), (e) for pIPA.
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Figure 1: Flowchart used for the diagnosis of putative CAPA and probable IPA in ICU patients.
Legend: TA: tracheal aspirate; CAPA: Covid-19-associated pulmonary aspergillosis; MV:
mechanical ventilation; COPD: chronic obstructive pulmonary disease; CKD: chronic kidney
disease; DM: diabetes mellitus; LFA: lateral flow assay; AGM: Aspergillus galactomanannan;
gPCR: real-time polymerase chain reaction; CT: cycle threshold; IPA: invasive pulmonary
aspergillosis.
Ethical aspects

The study was approved by the Research Ethics Committee in the Health Area of the
Federal University of Rio Grande (CEP/FURG), process 23116.006049-2018-10.
Statistical analyses

Data were analyzed by descriptive and frequency tests. The Mann-Whitney test was
used to analyze non-parametric data from independent groups, such factors associated with
aspergillosis, Chi-square test to compare sex, and the outcome of these patients, and Kruskal-
Wallis test to compare the age of these patients, between groups with and without pCAPA and
pIPA. Overall incidence rate of aspergillosis was calculated per one-thousand hospitalizations
of patients admitted in ICU at UH-FURG/Ebserh in the period of study. All tests were
performed using SPSS 20.0 statistical program (IBM, Chicago, IL, US).
RESULTS
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Eighty- seven patients were included in the study, of whom 16% were consideredto
have pIPA (9/56) or pCAPA (5/31). Of the total patients, 48.3% (42/87) were men, with a
median age of 54 years (range: 20-88 years). The median length of stay in the ICUand MV was
15 days (ranging from 2 to 82 and from 2 to 80, respectively). The most common underlying
disease was hypertension in 38% of patients (n=33), followed by chronic kidney disease (CDK)
in 27.5% (n=24), COPD in 25.3% (n=22), DM in 24.1% (n=21), HIV infection in 23% (n=20),
and/or TB in 10.3% (n=9). A total of 31 severe Covid-19 patients (35.6%) were diagnosed with
SARS-CoV-2 DNA detection by gPCR on nasopharyngeal swabs or TA. Overall mortality rate
in 90 days was 64.3% (n = 56/87).

Table 1: Clinical-epidemiological data of patients, according to the group evaluated for CAPA
or IPA.

g:;[iaelniz Covid-19 Non-covid-19 vaITue

(n=87) (n=31) (n=56)
Demographics
Median of age in years 54 (20-88) 52 (22-75) 56 (20-88) 0.148
Male % (n) 48.2 (42)  48.4 (15) 48.2 (27) 0.988
Risk Factors % (n)
Hypertension 37.9 (33) 42 (13) 35.7 (20) 0.863
Diabetes mellitus 24.1 (21) 29 (9) 21.4 (12) 0.260
CKD 27.5 (24) 22.5(7) 30.3 (17) 0.249
COPD 25.3 (22) 16.1 (5) 30.3 (17) 0.144
Obesity 15 (13) 29 (9) 7.1(4) 0.006
Kidney transplant 2.3(2) 7.7 (2) 0
Co-infections % (n)
HIV 23 (20) 3.8(1) 40 (19) 0.001
B 10.3 (9) 3.8(1) 14.2 (8) 0.107
Thoracic Imaging % (n) 0.076
Suggestive for aspergillosis*  26.4 (23) 19.4 (6) 30.3 (17)
Non-specific** 48.3 (42) 64.5 (20) 39.3 (22)
Missing 25.3 (22) 16.1 (5) 30.4 (17)
ICU median
Days in ICU, days, median 15 (2-82) 17 (4-82) 13.5 (2-58) 0.011
Days in MV, days, median 15 (2-80) 19 (7-68) 9.5 (2-80) <0.001
Corticosteroid therapy in ICU 77 (67) 87.1(27) 71.4 (40) 0.243
Outcome % (n) 0.297
Dead 64.3% (56) 64.5% (20) 64.3% (36)
Alive 28.7% (25) 22.5% (7) 34% (19)
Missing 7% (6) 13% (4) 1.7% (1)

Legend: COPD: chronic obstructive pulmonary disease; TB: tuberculosis; ICU: intensive care
unit; MV: mechanical ventilation; CKD: chronic kidney disease; *cavity and/or nodule and/or
tree-in-bud; **nonspecific infiltrates and consolidation, diffuse reticular and alveolar opacities,
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pleural fluid.

Mycological Culture, Thoracic Imaging and Biomarkers results

Results of fungal culture of 109 TA from 87 patients were available. Aspergillus spp. was
detected in at least one TA sample from 22 patients (25.3%) (Figure 2).
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Figure 2: Results of sections on Aspergillus spp. culture in the group with Covid-19 and
non-Covid-19.

Thoracic imaging was available for 66 patients, including all patients with TA
cultures positive for Aspergillus spp. (n=22). Of these, 26 patients with severe Covid-19, and
them four (15.4%) showed lesions compatible with aspergillosis, including cavity and
nodules. Moreover, non-Covid-19 patients included 19 (47.5%) patients with lesions
compatibles with aspergillosis including cavity, nodules, and/or tree-in-bud. Ground-glass
patterns, calcification, reticular opacities, bronchiectasis, bronchial thickening, and pleural
fluid were the other non-specific findings.

The results of GM of TA were available for 20/22 patients with positive culture of
Aspergillus spp., and qPCR of TA were available for all these patients. The GM of serum
was available for 14/22 patients, and the gPCR of serum was available for 16/22 patients

who had positive culture for Aspergillus spp. (Figure 3)
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Figure 3: Positivity on Aspergillus culture and biomarkers in combination in the group
Covid-19 and non-Covid-19.

Putative CAPA diagnosis

Among the 31 severe Covid-19 patients included, Aspergillus sp. was recovered in the
culture of respiratory samples from eight (25.8%). Of these, three patients were classified as
colonizing and five were diagnosed with putative CAPA, representing a rate of 16.1% cuture
positivity of CAPA (5/31) (Table 2). The median age of these patients was 63 years (range, 22—
68 years), and 60% (3/5) were men. The median total length of stay in the ICU, from admission
to outcome, was 25 days (range, 9-58 days), and that on MV was 49 days (range, 9-58 days).
The diagnosis of pCAPA was made after a median of 13 days (range, 7-38 days) of the patient
admission to the ICU and MV.

Sixty percent (3/5) of pCAPA patients died during the study, at a median of 10 days
(range, 2-18 days) after the diagnosis of pCAPA. Two of these patients were also diagnosed
with septicemia caused by Klebsiella spp. and/or Acinetobacter spp.. Regarding the two
pCAPA patients discharged alive from the ICU, one was admitted to the hospital with a lowered
level of consciousness, dyspnea, and pneumothorax, and the diagnosis of CAPA occurred after
four days in the ICU. A positive culture of a TA sample for Aspergillus section Nigri plus a
positive serum GM (index of 1.84), and a positive TA GM (index of 2.16) defined the diagnosis.
Antifungal therapy with amphotericin B deoxycholate (AMBd) (50 mg, IV, 1x/day for 51 days)
was prescribed, and the patient was discharged after 51 days, with oral itraconazole (ITZ) (200
mg, PO bid) as a maintenance therapy. The other survivor was admitted in the ICU with dyspnea
and acute renal failure, required hemodialysis and after 14 days in MV, had a positive culture
of a TA sample for Aspergillus section Terrei and a positive TA GM (index of 5.59). The patient
had atelectasis of the left lung and after a thoracic drainage of a pyosanguinous fluid showed
significant clinical improvement. Data regarding the prescription of an antifungal therapy was
not available. The mortality rate was similar among pCAPA and non-CAPA covid-19 patients
(60% and 80%, respectively) (p>0.05).
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Table 2: Clinical-epidemiological and laboratory data of patients diagnosed with putative “Covid-19 associated with pulmonary aspergillosis”.
According to White et al. 2020.

Risk

. Biomarkers
Patient AT . Factors/ . Dz_ay Dz_ay Antifungal Corticosteroid Outcom
number  mycologic Comorbi Imaging sin-sin- L tent thera e after
Age/sex  al culture diti ICU MV by 90 days
Ities CT CT
GM GM
AT  serum aPCR qPCR
TA  serum
AMBd
. (50mg IV
copp,  Pronchiect 1x/day/51 .
A. section severe asts, dats) and Prednisone (40 :
5936 55/M N nodule, 2.16 1.84 neg 29.92 58 58 mg PO alive
Nigri heart ITZ (200
) pleural 1x/day/1 day)
failure thickenin mg PO 2
g x/day/4
months)
. ground- Hydrocortison
6889 22/M A Section - PE, glass 559 neg neg neg 49 49 NA e(100mg IV alive
Terrei obesity pattern

1x/day/6 days)




hypertens ground- AMBd
A section ion, glass (75mg IV Dexamethason
5987 68/F I kidney pattern, 4.22 1.11 e(6mglv1
Fumigati ) . . 1x/day/5
disease, interstitial days) x/day/2 days)
stroke infiltrate y
hypertens grciund- AMBd (50 | _
A section ion, glass mg IV 1 Hydrocortison
6274 63/M . kidney pattern, ND neg e (100 mg v 3
Fumigati . x/day/21
disease, pleural days) x/day/3 days)
DM fluid y
ground- Dexamethason
glass AMBd (50 7 d(6 /ni% :jv L
A. section pattern mglV 1 xiaay ays)
6499 64/F . DM o 19.57 ND and
Flavi cavity, x/day/3 .
calcificati days) Hydrocortison
on e (100 mgIv 3
x/day/3 days)

Legend: M: male; F: female; COPD: chronic obstructive pulmonary disease; DM: diabetes mellitus; PE: pulmonary embolism; CT: cycle

threshold; TB: tuberculosis; GM: Aspergillus galactomannan; TA: tracheal aspirate; ICU: intensive care unit; MV: mechanical ventilation;

NA: not available; ND: not done; neg: negative; AMBd: amphotericin B deoxycholate; ITZ: itraconazole, 1V: intravenous; PO: oral.
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Probable aspergillosis diagnosis in non-Covid ICU patients

Of the 56 critically ill non-Covid-19 patients included, Aspergillus spp. were recovered
in culture from at least one respiratory sample in 14 (25%). Five of them were classified as
Aspergillus colonization, and nine as pIPA, corresponding to a rate of 16% of this fungal disease
in critically ill non-Covid-19 patients from our ICU (9/56) (Table 3). The median age of pIPA
patients was 52 (ranging from 40 to 84), 55.5% (5/9) were men, and the diagnosis of pIPA
occurred after a median of 9 days (ranging from 7-22) of the admission in the ICU.

A total of 66.7% (6/9) patients with pIPA died, with a median of 16 days (range, 073
days) after diagnosis (Table 4). Three of these patients (50%) were HIV positive, with a low
CD4 count (<200 cells) and co-infections, such as bacterial meningitis and neurotoxoplasmosis.
Of the three patients alive, all had a positive culture for Aspergillus section Fumigati in TA.
One diagnosis occurred together with the biomarker serum GM (index of 1.1) after 12 days in
the ICU. Another patient was admitted to the ICU with high viral load of HIV (>100000 cells),
cachexia, and respiratory symptoms and had a positive serum biomarker (GM index of 3.31)
after 9 days in the ICU. The other patient was admitted because of worsening renal function
and was undergoing hemodialysis. The biomarker positive was GM-TA (index of 13.37), and
he experienced several complications including acute renal failure, septic shock caused by
Klebsiella spp., and a thoracic drain, but survived. Patients were treated with AMBd and ITZ,
and discharged from the hospital after a median number of 89 days (range-50-115) from the
diagnosis. Mortality rates were similar between the group with pIPA and critically ill patients
without fungal infection, 66.7% (6/9) and 65.2% (30/46), respectively (p>0.05).



Table 3: Critically ill non-covid-19 patients diagnosed with probable aspergillosis. According to Hamam et al. 2021.
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e S S semarkers oa 02 o
mycolog Factors/ Clinical Imaging GM  GM qP PCR in in Antifungal  Corticostero me
Agelse ical Comorbiditi signs TA  serum CR gerum IC M treatment id therapy after
culture es TA 90 days
X U V
ground- Methylpredni
fever, and glass AMBd (50mg solone (60mg
A COPD worsening pattern, IV 1x/day/21 IV 1x/day/38
6098 section hypertension of diffuse neg 1.1 neg neg 58 8 days) and days) and alive
60/F Fumigati DM ' respiratory  thickening ' ITZ (200mg Prednisone
symptoms, of the PO 2x/day/4 (20mg PO
dyspnea bronchial months) 3x/day/26
walls days)
Dexamethaso
fever, and ground- AMBd (30mg  ne (6mg IV
A worsening glass IV 1x/day/14 1x/day/3
A?(:))’/Afl\d/fl l:sect_ion_ HIV and TB respic;;tory pattern, ND 331 neg neg 10 7 d?%/(s)é;ngd;'cl')z H33¥§)c§p[?so alive
umigati nodules,
symptoms, calcification 2x/day/4 ne (100mg
dyspnea months) IV 3x/day/29

days)
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fever, and
6213 h CKD’. worsefnlng alveolar 13.3 did not l
45/M ypertension, 0 opacities 7 receive alive
DM respiratory
symptoms
\]:\?gr(?sre’nairr]\g Prednisone
5959 obesity and . (40mg/20mg
77/F endocarditis .Of pleural fluid - ND PO 1x/day/17 dead
respiratory
days)
symptoms
Hydrocortiso
fever, and pleural ne (100mg
worsening fluid, IV 2x/day/8
6018 of parenchyma days) and
84/M CKD, smoker respiratory I neg Prednisone dead
symptoms,  consolidatio (30/20mg PO
hemoptyses ns 1x/day/5

days)
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fever, and Hydrocortiso
A. worsening . ne (100mg
6108 section CKD’. of scarfing 882 neg neg neg 6 3 None IV 3x/day/2 dead
63/M . alcoholic . striae
Fumigati respiratory days)
symptoms
fever, and ground-
. glass
6173 A.' worsening pattern
section  TB, drug user of . ’ neg 167 neg 2934 15 8 None None dead
42/M L . reticulonod
Fumigati respiratory ular
symptoms infiltrate
Prednisone
(40/10mg PO
. fever, a_nd 2x/day/22
6230 A_. obe3|ty_, worsening ground- days). and
section  hypertension, of glass ND neg neg 2782 16 16 None " dead
57/F . . Hydrocortiso
Fumigati DM respiratory pattern
SUmMotoms ne (100mg
ymp IV 2x/day/7

days)
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HIV, hard
A palate
7967 . sarcoma,
48/F section neurotoxopla
Flavi .
Smosis,

venous ulcer

fever, and ground- Hydrocortiso
worsening glass AMBd (50mg ne (100mg
of pattern, neg ND neg 2911 26 24 IV 1X/day/5 IV 1x/day/6 dead
respiratory  cavity, tree- days) days)
in-bud ¥

symptoms

Legend: M: male; F: female; COPD: chronic obstructive pulmonary disease; DM: diabetes mellitus; TB: tuberculosis; GM: Aspergillus
galactomannan; TA: tracheal aspirate ICU: intensive care unit;MV: mechanical ventilation; NA: not available; ND: not done; neg: negative; AMBd:

amphotericin B deoxycholate; ITZ: itraconazole, 1V: intravenous; PO: oral.
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During the period of the study, our hospital experienced a median of 72 (range, 30—77)

hospitalizations per year in the ICU. The overall incidence of aspergillosis, including pCAPA

and plIPA together, was 78 cases/1,000 hospitalizations in the ICU. Clinical-epidemiological

data were similar between the patients with pCAPA and pIPA with the non-pCAPA and non-

PIPA, respectively (Table 4).

Table 4: Clinical-epidemiological data comparison between CAPA and non-CAPA group, and

IPA and non-IPA group.

Covid-19 (n=31)

Critical ill non-
Covid-19 (n= 56)

Putative Non- p Probable p
CAPA%  pCAPA % IPA % J)(')O(r?:":%
(n=5) (n=26) (n=9)

Demographics
Age, years, median 63 (22-68) 51 (22-75) 0170 o7 (g% 55 (gg; 0.663
Male 60 (3) 46 (12) 0.570 555(5) 47(22) 0.630
Comorbidities % (n)
Hypertension 20 (1) 46 (12) 0.278 33.3(3) 36.1(17) 0.652
Diabetes mellitus 40 (2) 27(7) 0147 333(3) 19.1(9) 0.325
Kidney disease 40 (2) 19.2(5) 0309 22.2(2) 32 (15) 0.624
COPD 20 (1) 153(4) 0.797 11.1(1) 34(16) 0.170
Kidney transplant 0 7.7(22) 0.521 0 0 -
Obesity 20 (1) 30.7(8) 0.627 222(2) 4.2 (2) 0.055
Co-infections % (n)
HIV 0 3.8(1) 0.656 555(5) 29.7(14) 0.175
B 0 3.8(1) 0.656 1.1(1) 14.8(7) 0.766
Medical Imaging % (n) 0.318 0.479
Suggestive for
asr?e%gi"osis* 40(2) 154 (4) 333(3) 29.8(14)
Non-specific** 60 (3) 65.4(17) 66.7 (6) 34 (16)
Missing 0 19.2 (5) 0 36.2(17)
ICU
Days in ICU, days, median 25(9-58) 17 (4-82) 0.519 16 (6-58) 12 (2-50) 0.241
Daysin MV, days, median 49 (9-58) Lo ég) 0360 g 327y 10(2-80) 0031
IC(;JLrJtlcostermd therapy in 100 (5)  84.6 (22) 0.706 77.8(7) 702 (33) 0.901
Outcome % (n) 0.921 0.933
Dead 60 (3) 65.4(17) 66.7 (6) 63.8 (30)
Alive 40 (2) 19.2 (5) 33.3(3) 34.1(16)
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Missing 0 15.4 (4) 0 2.1(1)

Legend: pCAPA: putative Covid-19 associated pulmonary aspergillosis; pIPA: probable
invasive pulmonary aspergillosis; COPD: chronic obstructive pulmonary disease; TB:
tuberculosis; ICU: intensive care unit; MV: mechanical ventilation; CKD: chronic kidney
disease; *cavitation, nodule and/or tree-in-bud; ** nonspecific infiltrates and consolidation,
diffuse reticular and alveolar opacities, pleural fluid.

DISCUSSION

The importance of aspergillosis in ICU patients has been highlighted in the last decades
in critical ill patients (4,7,18,27). Knowledge of the local epidemiology of this disease is the
first step to improving the diagnosis and correct treatment of the patients. Our study showed,
for the first time, a high incidence of pulmonary aspergillosis in the ICU of a tertiary hospital
in Southern Brazil, with an overall rate of 78 cases/1,000 hospitalizations.

The diagnosis of aspergillosis is a challenge, a “puzzle” that needs different tests to be
made (10,21). A positive culture for Aspergillus spp. in a respiratory sample is not strong
evidence allowing the beginning of antifungal treatment (28). In our study, 36% of the patients
with Aspergillus spp. isolated from TA were considered colonization, which is in accordance
with the colonization in 1ICUs rates of up to 60% described in the literature (4,29,30). On the
other hand, Aspergillus spp. isolated from respiratory samples of critically ill patients also
cannot be ignored or directly interpreted as a contamination. Since the diagnosis of aspergillosis
demands a combination of tests, a positive culture is a possible predictor of the necessity to
require a specific investigation for aspergillosis in that patient (21). Newer diagnostic tools are
on the horizon.

To be classified as a proven aspergillosis case, hyaline and septate hyphae must be
observed on histopathological examination. Given that lung biopsy is an invasive procedure not
routinely performed in most tertiary hospitals, particularly in critically ill patients (19,28),
biomarker detection is an important ally, allowing the classification of the disease in probable
and/or putative cases (21,31). In our study, we used a combination of tests to detect and quantify
the Aspergillus antigen galactomannan and it DNA in respiratory and/or serum samples. This
combination of tests is a good strategy to a more accurate diagnosis of IPA in critically ill
patients in centers where lung biopsies are not routine (21,28).

To date, gPCR has not been widely adopted in the clinical diagnostic routine because of
the difficulty of standardization and validation; however, different studies have demonstrated
its high potential in increasing the sensitivity and specificity for the diagnosis of aspergillosis

in collaboration with the diagnosis using biomarkers such as GM (32,33). In this study, we
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demonstrated the importance of having more than one biomarker method available, because
using only one biomarker would result in missing diagnosed patients. If only one was chosen
for Covid-19 patients we would lose 3% of the diagnosed patients (16% to 13%). In the non-
Covid-19 group, 6% would be lost if we used only GM (10% to 16%), and 9% if we used only
gPCR (7% to 16%).

The importance of Aspergillus spp. lung infection in Covid-19 patients needs
recognition due to the increase of the pulmonary damage caused by this fungal infection (32).
Incidence of CAPA has been described worldwide with a range from 4% to 40% (27,33,34). In
our center pPCAPA was diagnosed in 16% of the patients with severe Covid-19 at the ICU. The
wide discrepancy in the rates of CAPA between studies around the world may be associated
with epidemiological differences in the locations, different exposures to Aspergillus, the access
to diagnostic methods, and the other risk factors of the patients from the studies, and another
definitions of CAPA (30,35,36).

Regarding critically ill non-Covid-19 patients, the prevalence of 16% of probable
aspergillosis showed in our study is at the median of that seen in other centers (range 7-36%)
(4,9,30,37). The underlying diseases associated with aspergillosis in our study were similar to
those well known as risk factors, such as hypertension, diabetes mellitus, HIV, CDK, and
obesity (4,30,38). Like; given the fact that our center does not provide tertiary treatment for
hematologic diseases, whereas it is a reference for the treatment of people living with HIV in
the region, the frequency of patients with HIV in our ICU was slightly higher than expected.

Our study has some limitations. Firstly, given the retrospective nature of the study, we
had some missing results and data regarding patient examinations and epidemiology. Moreover,
the lack of qPCR tests for the influenza diagnoses in our hospital did not allow us to fully
evaluate the rate of influenza associated IPA in our patients.

To the best of our knowledge, this is the first study to report epidemiological data on
aspergillosis in critically ill patients admitted to the ICU of a tertiary hospital in southern Brazil.
The high prevalence of the disease, corresponding to more than 15% in both groups of patients
evaluated, emphasizes the need for physicians to be aware of this complication and for greater
investments to improve the access of patients to specific diagnostic tests which are not easily
accessible to many public and tertiary hospitals in Brazil (39).
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5. CONCLUSOES

o A populacdo do estudo caracterizou-se por uma homogeinidade entre homens e
mulheres, e idade média de aproximadamente 55 anos. As principais doencas subjacentes dos
pacientes criticos da UTI foram hipertensdo, doenca renal crénica, diabetes mellitus, DPOC e
HIV;

o Aspergillus spp. foi isolado de amostras respiratorias em 25,3% dos pacientes internados
na UTI;
o Os métodos diagndsticos tiveram desempenho semelhante, porém o biomarcador de

galactomanana (11,5%) apresentou maior positividade quando relacionado ao qPCR (9,2%), e
a combinacdo de ambos mostrou-se superior ao seu uso de forma isolada;

o Aspergilose provavel ocorreu em 16% dos pacientes, tanto no grupo covid-19, quanto
no grupo ndo covid-19;

o Uma alta incidéncia de APl na UTI no HU-FURG/EBSERH durante o periodo de estudo
foi demonstrada, correspondendo a 78 casos a cada mil internagdes.
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6. CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

O estudo demonstrou pela primeira vez a incidéncia da aspergilose em pacientes criticos
de UTI do HU-FURG/EBSERH. Além disso, ao nosso conhecimento, este é o primeiro estudo
realizado no Sul do Brasil com esse enfoque, agregando conhecimento quanto a epidemiologia
da da doenca na regido e no pais, assim como reforcando a importancia da suspeicéo clinica e
do apoio laboratorial de testes micoldgicos para confirmacdo diagnostica.

A principal comorbidade da populagéo geral da UTI foi a hipertensdo, seguida por
diabetes melitus e obesidade nos pacientes covid-19, e infec¢do pelo HIV no grupo ndo covid-
19. A obesidade j& € considerada um fator de risco no desenvolvimento da covid-19 grave, em
contraponto com o HIV, que acaba sendo um “fator de prote¢ao”, pelo ndo desenvolvimento da
“tempestade de citocinas” que culmina em uma maior gravidade clinica da covid-19.

Nos pacientes com isolamento de Aspergillus spp. em cultivo (22/87) a principal seccao
encontrada foi a Fumigati, de acordo com o descrito na literatura. Aspergilose provavel foi
diagnosticada em 14 dos 87 pacientes, representando uma prevalencia de 16% tanto no grupo
covid-19 quanto ndo covid-19. As principais comorbidades associadas foram hipertenséo,
diabetes melitus, e doenca renal crbénica, e somente no grupo ndo covid-19 também a co-
infeccdo por HIV.

Os biomarcadores, LFA-GM e @PCR, utilizados como testes complementares
micoldgicos de diagnostico, junto ao cultivo, foram similares em seu desempenho, detectando
0 patdégeno em 10/87 e 8/87 dos pacientes, respectivamente. Porém, quando em associacao, 0s
dois testes detectaram 14/87 pacientes. Evidenciando que a disponibilidade de diferentes
ferramentas, principalmente testes micoldgicos, sdo pegas chave na montagem do “quebra-
cabeca” que ¢ o diagndstico da aspergilose.

Como perspectivas futuras tem-se realizar a identificacdo das espécies cripticas isoladas
dos pacientes da UTI, assim como avaliacdo do seu perfil de suscetibilidade aos antifungicos
em parceria com o Laboratorio de Micologia do Instituto Nacional de Infectologia da Fundacgéo
Oswaldo Cruz (INI-Fiocruz), no intuito de contribuir com a vigilancia epidemiolégica no
ambito da aspergilose. Em adigéo, os resultados encontrados serdo apresentados e discutidos
com a equipe de profissionais da satde atuantes na UTI do HU-FURG/EBSERH e demais
interessados, buscando fomentar a educagédo continuada e discutir fluxograma para instituir o

diagnostico da aspergilose, beneficiando diretamente os usuarios do nosso Hospital.
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Abstract

Aspergillosis is an uncommon disease in horses, but it can be fatal. We report two cases of
systemic aspergillosis in foals that occurred in a short period in the same region of southern
Brazil. In addition, a literature review of similar cases was also performed. Risk factors were
attributed to an immunodepression by primary enterocolitis and corticosteroid treatment, the
damage in the epithelium, and multiple antibacterial treatments, which allowed local fungal
proliferation, tissue invasion and spread of infection, leading to death. Since the antemortem
diagnosis of aspergillosis in foals is difficult, our report alerts equine veterinarians regarding
the importance of suspecting and investigating fungal co-infections in complicated cases of
enterocolitis.

Keywords: disseminated aspergillosis; fungal infection; opportunistic diseases; Aspergillus
fumigatus



65

Introduction
Enterocolitis is one of the most common clinical disorders in equines, with high rates of

mortality [1] . This inflammatory condition is associated with a systemic immunosuppression
due to local leukocyte migration, and leads to disruptive damage in the gastrointestinal mucosa
[2-4], allowing opportunistic infections. In these conditions, Aspergillus spp., a fungal
opportunistic pathogen present in the equine environment and the equine gastrointestinal
microbiome, can translocate to the bloodstream and cause systemic aspergillosis [2,4] .

Aspergillosis is reported as an uncommon disease in horses [5], and Aspergillus spp. is
mainly associated with guttural pouch infections. Aspergillus spp. are a recognized cause of
equine recurrent airway obstruction [6]. However, Aspergillus can infect lungs, particularly if
prior colonization of the respiratory tract or pulmonary fibrosis is pre-existing [7,8], and it can
cause a systemic disease which is often fatal [9]. This condition is difficult to confirm,
frequently being diagnosed only in post-mortem examinations [10,11], and we suspect that
many fatal cases are not investigated at all. Since few data regarding systemic aspergillosis in
horses are available in the scientific literature, we describe two fatal cases of enterocolitis
associated with systemic aspergillosis in foals diagnosed at a university veterinary hospital in
southern Brazil over a period of six months (January and July of 2019). A bibliographic review
to search for similar cases is also included.
Case Report 1

A Thoroughbred, eight months old, from a private farm in Bagé city, Rio Grande do
Sul, Brazil, was admitted to the veterinary clinical hospital of the Federal University of Pelotas
(HCV/UFPEL), with profuse diarrhea, abdominal pain, tachycardia (60 beats per minute), fever
(38.9°C), congested mucous membranes and capillary perfusion time of 4 seconds. Total blood
count showed hematocrit increase (59.3%), total plasma protein decrease (1.8 mg/dL) and
neutrophilic leukocytosis (16,405 cells/pL). Abdominal ultrasound revealed distention of small
intestinal loops with fluid content, hypomotility and thickening wall, indicating an acute
enterocolitis. The foal received fluid therapy and dexamethasone (0.1 mg/kg, 1V) for three days
and a non-steroid anti-inflammatory drug (flunixin meglumine 1.1 mg/kg, 1V, q12h) for the
entire treatment period. In addition, aggressive antibiotic therapy with erythromycin (25 mg/kg,
PO, g6h) and rifampicin (10 mg/kg, PO, q12h) was given. The foal was unresponsive to the
treatment, dying 12 days after admission.

Necropsy showed necrosis in intestinal villi crypts, and dissemination of several whitish
nodules with a dense and friable cystic wall in the myocardium, brain, and particularly in the

lungs (Figure 1). Histopathology of the myocardium, frontal cortex of brain and lung tissues
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showed hyaline septate-branching fungal hyphae (Figure 2). Lung and fecal samples were
collected for microbiological exams. Aspergillus section Fumigati was isolated from lung tissue
and Salmonella spp. from a fecal sample. Tissues of the brain were sent for virologic
examination, and identified the presence of Herpes types 1 and 4 through polymerase chain
reaction (PCR).

Figure 1. Organs of a thoroughbred foal with enterocolitis associated with systemic
aspergillosis showing whitish nodules with a dense and friable cystic wall in the lungs (A),

liver (B and C), and myocardium (D).

Figure 2. Histopathology of the myocardium, frontal cortex of brain and lung tissues with

hyaline septate-branching fungal hyphae stained with eosin hematoxylin.

Case Report 2
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A Criollo, eight months old, from another private farm was admitted to the veterinary
clinical hospital HCV/UFPEL, with signs of apathy, gastrointestinal hypomotility, tachycardia
(84 bmp), congested mucous membrane and capillary perfusion time of 2 seconds. Total blood
count showed neutrophilic leukocytosis (35,900 cells/uL) and hyperfibrinogenemia (600
mg/dL). Abdominal ultrasound showed distention of small intestinal loops with fluid content.
On the second day after admission, the foal showed abnormal respiratory signs such as dyspnea
and tachypnea. Thoracic ultrasound showed the presence of discrete hyperechoic reverberation
artifacts arising from the pleural line, commonly called “comet tails”, and areas of lung
consolidation.

Treatment with procaine penicillin (22,000 1U/kg, IM, g24h, 5 days), metronidazole (15
mg/kg, PO, q8h, 5 days), gentamicin (6.6 mg/kg, 1V, gq24h), non-steroidal anti-inflammatory
agent (flunixin meglumine 1.1 mg/kg, 1V, q12h, during 14 days), dimethylsulfoxide (10%, q12
h, IV, 5 days), and omeprazole (4 mg/kg, q24 h, PO) was initiated. After 5 days of treatment,
the antibiotic therapy was changed to ceftriaxone (25 mg/kg, 1V, g24h). Despite the extensive
treatment, without clinical improvement the patient deteriorated and was euthanized.

Necropsy investigation showed hemorrhagic areas with necrosis, and dark disseminated
nodules with a yellowish center in the lungs, liver, and intestines (Figure 3). Hyaline septate-
branching fungal hyphae were detected at histopathologic examination, and Aspergillus section

Fumigati was isolated from the lung tissue.

LW ‘\N‘: {".\ sv

Figure 3: Hemorrhagic areas with necrosis, and dark disseminated nodules with a yellowish

center, in lungs.
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Aspergillus section Fumigati isolates from both foals were submitted to species
identification by polymerase chain reaction (PCR) of the calmodulin gene and then sequenced
by ACTGene Analises Moleculares Ltd. (Center for Biotechnology, UFRGS, Porto Alegre, RS,
Brazil) [12]. The analysis of the sequences was performed using MEGA software version 10.0.5
and the GenBank database (Bethesda, MD, USA), showing 99% of homology with Aspergillus
fumigatus sensu stricto.

Discussion

Disseminated aspergillosis is a rare condition in equine clinics, and mainly occurs via
inhalation of conidia from the environment [2—4,13,14]. However, we present data from two
foals that developed this invasive fungal infection probably through translocation of fungal
propagules from the intestinal tract to the bloodstream. These cases occurred in a short period
of time in the same geographic region.

Pulmonary aspergillosis in equines has been associated with primary or secondary loss
of integrity in the gastrointestinal tract [4,15]. In agreement, the two foals from our report were
primarily diagnosed with acute and severe enterocolitis and received aggressive therapy, with
prolonged antimicrobials and corticosteroids. These predisposing conditions are defined as
known risk factors for an invasive opportunistic infection, including systemic aspergillosis
[11,16]. Furthermore, the thoroughbred was diagnosed with Herpes virus types 1 and 4,
contributing to the immunosuppression of the patient.

A. fumigatus sensu stricto, identified as the etiological agent of both of our cases, is the
most common species associated with mammalian aspergillosis [9,10,17]. Aspergillosis can be
a fatal disease with rapid progression and dissemination in horses, without typical clinical signs,
which makes antemortem diagnosis difficult [4,11]. Given the ubiquitous and saprophytic
characteristics of Aspergillus species, to confirm a diagnosis of aspergillosis it is necessary that
an Aspergillus isolation in culture be associated with a positive serology, positive specific
biomarker, and/or a histological evidence of tissue invasion [11].

A bibliographic review was made in the database PubMed with the descriptors
(“HORSE” or “EQUINE” or “FOAL” and “ASPERGILLOSIS”), limited to articles in English
and excluding those that were not indexed. The search resulted in 96 articles, with 24 selected
by title and abstract. Only two of them described cases of disseminated aspergillosis in horses
with more than one internal organ infected [16,18]. The majority reported focal aspergillosis
cases, including pulmonary infection (n=10) [2,4,13-15,19-23], guttural pouch infection (n=5)
[24-28], mycotic aneurysm [29], brain infection [30], mycetoma [31] and keratomycosis
[17,32,33].
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Similar to our cases, a pulmonary and endocarditis aspergillosis case, with
histopathological evidence of thrombosis of pulmonary blood vessels and fungal structures in
lungs and heart tissues, and Aspergillus spp. cultured from the lungs, was described in a horse
previously submitted to surgery for transverse colon impaction [18], also suggesting fungal
infection via Gl translocation. On the other hand, Headley et al. (2014) described a case of a
horse receiving prolonged treatment with antimicrobials and corticosteroids, that died suddenly
after neurological manifestations, showing Aspergillus spp. structures in the lungs, brain,
myocardium, and kidneys on histopathologic examination, without gastrointestinal
abnormalities, suggesting inhalation as the route of the fungal infection [16].

Our report contributes to the few studies in the literature describing a fatal systemic
fungal disease in horses. We highlight the necessity for equine veterinary clinicians to be aware
of the occurrence of opportunistic aspergillosis in foals. It would be desirable to have studies
of Aspergillus biomarkers, in blood, urine, tracheal wash and bronchoalveolar lavage,
antemortem in suspected cases, and reports on efficacious antifungal regimens. The lack of
recent studies of fungal systemic diseases in horses draws attention to the impact of these
diseases on equine health, and we hope will promote future studies, particularly with
prospective investigations.
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