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RESUMO:

Os fungos sdo microrganismos que podem representar risco durante a producgédo de
medicamentos nas industrias farmacéuticas. A correta identificacdo desses contaminantes
é de grande importancia para auxiliar na andlise de riscos e na tomada de acOes
preventivas e corretivas durante a cadeia produtiva. O objetivo deste estudo foi realizar
uma revisao integrativa da literatura referente a ocorréncia de fungos filamentosos em
industrias farmacéuticas e das metodologias utilizadas para sua identificacdo. Os géneros
mais ocorrentes identificados foram: Aspergillus, Cladosporium, Penicillium e Fusarium,
sendo relatados em trabalhos de trés paises. As metodologias de identificacdo encontradas
foram: métodos morfologicos (avaliacdo dos aspectos macroscopicos e microscopicos),
caracterizacdo fenotipica, analise protedmica por MALDI-TOF MS e andlise de
sequencias de DNA das regides ITS e D1/D2 do DNA ribossomal. Poucos estudos
relativos a identificacdo de fungos filamentosos e a sua diversidade em industrias
farmacéuticas foram identificados na literatura consultada, indicando que este tema
precisa ser mais explorado.

Palavras-Chave: Fungos filamentosos. Industria farmacéutica. ldentificacdo de contaminantes.

RESUMEN:

Los hongos son microorganismos que pueden representar un riesgo durante la
produccién de medicamentos en las industrias farmacéuticas. La correcta identificacion
de estos contaminantes es de gran importancia para ayudar en el analisis de riesgos y en
la toma de acciones preventivas y correctivas durante la cadena de produccion. El objetivo
de este estudio fue realizar una revision integradora de la literatura sobre la ocurrencia de
hongos filamentosos en las industrias farmacéuticas y las metodologias utilizadas para su
identificacion. Los géneros mas comunes identificados fueron: Aspergillus,
Cladosporium, Penicillium y Fusarium, siendo reportados en estudios de tres paises. Las
metodologias de identificacion encontradas fueron: métodos morfologicos (evaluacion de
aspectos macroscopicos y microscopicos), caracterizacion fenotipica, anélisis protedmico
por MALDI-TOF MS y analisis de secuencias de DNA de las regiones ITSy D1/ D2 del
DNA ribosémico. En la literatura consultada se identificaron pocos estudios sobre la
identificacion de hongos filamentosos y su diversidad en las industrias farmacéuticas, lo
que indica que este tema necesita ser explorado mas a fondo.

Palavras Clave: Hongos filamentosos. Industria farmacéutica. Identificacion de contaminantes.

ABSTRACT:

Fungi are microorganisms that can represent a high risk during the production of drugs
in pharmaceutical industries. The correct identification of this contaminant has a great
importance to assist in risk analysis and in taking preventive and corrective actions during
the production chain. The aim of this study was to accomplish an integrative literature
review regarding the occurrence of filamentous fungi in pharmaceutical industries and
the methodologies used for their identification. The most common genera identified were:
Aspergillus, Cladosporium, Penicillium and Fusarium, being reported in studies from
three countries. The identification methodologies found were: morphological methods
(evaluation of macroscopic and microscopic aspects), phenotypic characterization,
proteomic analysis by MALDI-TOF MS and analysis of DNA sequences from the ITS
and D1/D2 regions of the ribosomal DNA. Few studies related to the identification of
filamentous fungi and their diversity in pharmaceutical industries were identified in the
consulted literature, indicating that this topic needs to be further explored.

Keywords: Filamentous fungi. Pharmaceutical industry. Identification of contaminants.
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1 INTRODUCAO

O desenvolvimento de produtos em uma industria farmacéutica exige o
cumprimento de a¢des regulatdrias que envolvam todas as etapas do processo produtivo,
desde a materia prima, instalacdes e equipamentos, até o treinamento e higiene pessoal
dos funcionérios (WHO, 2011). No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) é o 6rgdo com autonomia juridica responsavel pela regulamentacéo, controle e
fiscalizagdo dos produtos, garantindo a seguranca e zelando pela qualidade de vida da
populagédo (BRASIL, 1999).

As diretrizes que visam reduzir os riscos inerentes a producdo farmacéutica e
garantir os requisitos basicos para controle dos padrdes de qualidade sdo determinadas
pela Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC) n° 301/2019, que dispbe sobre as Boas
Préticas de Fabricacdo (BPF) de Medicamentos. Os principais riscos abordados pelas BPF
referem-se a contaminacdo de natureza quimica ou microbioldgica, contaminacao
cruzada e troca ou mistura de insumos (BRASIL, 2019b).

Os fungos estdo entre os principais grupos de microrganismos que podem ser
encontrados em areas de producgdo farmacéutica. A contaminacdo flngica pode alterar as
caracteristicas de produtos farmacéuticos, tanto devido a metabolizacdo de compostos
e/ou producdo de substancias que podem alterar sua composicdo ou estabilidade
(SANDLE, 2021).

Além disso, determinados géneros e espécies sdo produtores de micotoxinas
(PITT & MILLER. 2017), que podem representar um perigo para a saude do paciente,
caso estas ndo sejam eliminadas ou reduzidas a niveis aceitaveis, ao longo da cadeia
produtiva (BAIN et al., 2015). O risco de contaminagdo requer gque 0S Processos
produtivos sejam realizados em areas com condigdes ambientais e de limpeza controladas
como forma de minimizar a introdugéo, geracdo e retencdo de contaminantes em seu
interior. Essas areas sdo projetadas minuciosamente para a reducdo das fontes de
contaminacéo, levando em consideragdo o fluxo de pessoal e material, sistema de
tratamento de ar, utilidades e qualificacdo de operadores (FDA, 2004; WHO, 2011; EMA,
2020; 1S0, 2015; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019).

O Controle de Qualidade (CQ) é parte essencial para garantia das BPF na
producédo farmacéutica. O CQ tem como atribui¢Oes a coleta de amostras, a defini¢éo de
especificacdes, a execucdo de ensaios, e a confec¢do da documentacdo e procedimentos

de liberacdo, de modo a assegurar que 0s ensaios relevantes e necessarios sejam
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executados e que o0s materiais e produtos ndo sejam liberados para uso e/ou
comercializagdo ou distribuicdo, até que a sua qualidade tenha sido considerada
satisfatéria (BRASIL, 2019b). Como parte dessas atividades, se encontra o controle
microbioldgico, que exerce um papel fundamental no monitoramento da biocarga dos
ambientes controlados, operadores, insumos, produtos intermediarios e finais.

As agéncias regulatorias exigem que produtos e insumos farmacéuticos de todos
os tipos sejam adequadamente controlados em relacdo ao potencial de contaminacéo
microbiana, sendo essa questdo cada vez mais estudada e aprimorada dentro das BPF
(EMA, 2020).

As agéncias reguladoras estabelecem a necessidade de investigagéo, e de medidas
que auxiliem no controle de contaminantes microbianos, principalmente quando se
excede o nivel recomendado de alerta e acdo (BRASIL, 2019b; FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2019; USP, 2021). De acordo com a Farmacopeia Americana (USP,
2021), a identificacdo microbiana € necessaria em processos assépticos, sendo exigida em
testes positivos de esterilidade e na avaliacdo de contaminantes recuperados em processos
de simulagdo asséptica.

Diferentes tipos de microrganismos sdo encontrados em uma area industrial,
principalmente bactérias e fungos, e o conhecimento sobre a microbiota é fundamental na
avaliacdo do perfil e rastreabilidade dos contaminantes (COSTA et al., 2021a; LAGE et
al, 2021; VASCONCELOS et al, 2021).

Os fungos s@o organismos eucariotos pertencentes ao reino Fungi, que alberga
tanto microrganismos unicelulares (leveduras) quanto multicelulares (fungos
filamentosos), e sua identificacdo até o nivel de espécie ainda € um desafio, devido a
escassez de estudos taxonémicos quando comparado aos trabalhos envolvendo espécies
bacterianas. Os fungos filamentosos podem contaminar diversas areas devido a facilidade
de dispersédo dos esporos e a possibilidade de crescimento em diferentes tipos de substrato
(SANDLE, 2021). A identificacdo desses microrganismos, quando provenientes de
ambientes de producdo farmacéutica, se torna necessaria para a elaboracéo de estratégias
para reducdo de perdas na produtividade, desvios da qualidade, e reprovacao de lotes,
além da melhora do tempo de resposta em planos de ac¢bes (LEITE et al., 2020).

O objetivo deste estudo foi realizar uma revisao integrativa da literatura sobre as
metodologias e a prevaléncia de espécies de fungos filamentosos em industrias

farmacéuticas.
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2 METODOLOGIA

A pesquisa bibliografica foi realizada a partir da analise de documentos que
abordassem o tema escolhido para estudo no periodo de 2000 até 2021, nos idiomas
portugués e inglés.

Foram consultadas farmacopeias nacionais e internacionais, publicacdes das
Agéncias de Saude Nacionais e Internacionais, instituicdes reconhecidas na area de
qualidade de produtos imunobioldgicos, associa¢Oes, bases de dados e na Literatura
Latino-Americana e do Caribe em Ciéncias da Saude (LILACS) pela interface do Portal
Capes (Quadro 1).

As palavras utilizadas como estratégia de busca foram: indastria farmacéutica,
fungos filamentosos, fungos, industria de medicamentos, medicamentos, area limpa, sala
limpa, biocarga, contaminagdo microbiana. Foram incluidos artigos completos

disponiveis, resumos, teses, dissertacdes e trabalhos em anais de congressos.

Quadro 1 — Fontes de pesquisa bibliografica.

Pesquisa Bibliografica Fonte de Consulta

Farmacopeias nacionais e | Farmacopeia Brasileira (62 edi¢do)

internacionais The United States Pharmacopeia (USP)

Agéncias de Saude Nacionais | World Health Organization (WHO)

e Internacionais Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa)
International Organization for Standardization (ISO)
Food and Drug Administration (FDA)

European Medicines Agency (EMA)

Instituicbes Parenteral Drug Association (PDA)

Instituto de Tecnologia em Imunobiolégicos (Bio-
manguinhos)

Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde
(INCQS)

Bases de dados National Center for Biotechnology Information
(NCBI)

Scientific Electronic Library Online (SCIELO)
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Literatura Latino-Americana | Biblioteca Virtual em Saude (BVS)
e do Caribe em Ciéncias da | Scopus
Saude (LILACS) Web of Science

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Ocorréncia de fungos filamentosos em industrias farmacéuticas

Na Tabela 1, estdo apresentados os principais géneros de fungos filamentosos
identificados na literatura consultada. Os géneros mais ocorrentes foram: Aspergillus,
Cladosporium, Penicillium e Fusarium.

Os fungos isolados em salas limpas de industrias farmacéuticas podem ser
originarios de diferentes fontes, incluindo o corpo humano e/ou animal, &reas internas e
externas, demonstrando a importancia de um robusto programa de monitoramento que
contemple os procedimentos de paramentacdo, monitoramento ambiental e disciplina
comportamental em areas controladas (COSTA et al, 2021a).

No Brasil, foram identificadas apenas trés publicagdes na literatura consultada
(Tabela 1). No trabalho realizado por Utescher e colaboradores (2007), o género
Penicillium representou 84,58% das 201 cepas identificadas no programa de
monitoramento ambiental de areas classificadas do Instituto Butantan; enquanto no
trabalho realizado por Cruz (2015), os géneros Aspergillus, Penicillium e Cladosporium
representaram 95,05% das 385 cepas isoladas a partir de amostras de monitoramento
ambiental, monitoramento de &gua, validacdo e testes de esterilidade do Instituto de
Tecnologia em Imunobioldgicos (Bio-Manguinhos/Fiocruz).

A pesquisa de Leite e colaboradores (2020), realizada em uma indudstria
farmacéutica localizada em Minas Gerais, identificou 12 espécies de fungos filamentosos
de amostras provenientes de monitoramento ambiental e superficies de areas controladas,

sendo as maiores ocorréncias dos géneros Aspergillus e Penicillium (55,55%).
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Tabela 1 — Géneros de fungos filamentosos presentes em areas limpas, suas possiveis origens e ocorréncia na industria farmacéutica.

Género

Nicho primario

Possiveis origens

Referéncias

Ocorréncia em estudos

Pais

Autores

Aspergillus

Cladosporium

Fusarium

Penicillium

Solo, vegetais e alimentos.
Paredes imidas (como mofo),
areas quentes (por exemplo,
banheiros). Cresce em
condi¢des de poucos
nutrientes

Material vegetal vivo e morto,
abundante no ar externo,
encontrado em edificios

Umidos

Solo, vegetais e alimentos

Solo, vegetacdo, ar, poeira e
alimentos. Cresce
preferencialmente em locais
com climas frios e moderados

Ambiente interno e
externo: ar, superficies,
paredes, pisos e dgua

Ambiente interno e
externo: ar, superficies,
paredes, pisos e agua

Ambiente externo: ar e
superficies

Ambiente interno e
externo: ar, superficies,
paredes, pisos e agua

SALES, 2009; MAGRINE et al.,
2011; PITT & MILLER, 2017;
ANDRADE JUNIOR et al.,
2019; BEN TAHEUR et al.,
2019; KOEHLER et al., 2021;
YUNES et al., 2020; SANDLE,
2021 VIJAYAKUMAR et al.,
2015

BATRA et al., 2019; SANDLE,
2021; VUAYAKUMAR et al.,
2015

PITT & MILLER, 2017,
SANDLE, 2021,
VIUAYAKUMAR et al., 2015

PITT & MILLER, 2017;
SANDLE, 2021,
VIJAYAKUMAR et al., 2015

n=95 (51.40%)
n=136 (35.32%)
n=3 (33.33%)
n=10 (8.62%)
n=8 (3.98%)
n=108 (28.05%)
n=51 (27.57%)
n=30 (25.86%)
n=12 (5.97%)
n=24 (20,68%)
n=95 (51.40%)
n=4 (1.99%)
n=4 (1.04%)
n=170 (84.58%)
n=95 (51.40%)
n=122 (31.68%)
n=32 (27,58%)

n=2 (22.22%)

india
Brasil
Brasil
Inglaterra
Brasil
Brasil
india
Inglaterra
Brasil
Inglaterra
india
Brasil
Brasil
Brasil
india
Brasil
Inglaterra

Brasil

VIJAYAKUMAR, 2015
CRUZ, 2015
LEITE etal., 2020
SANDLE, 2021
UTESCHER et al., 2007
CRUZ, 2015
VIJAYAKUMAR, 2015
SANDLE, 2021
UTESCHER et al., 2007
SANDLE, 2021
VIJAYAKUMAR, 2015
UTESCHER et al., 2007
CRUZ, 2015
UTESCHER et al., 2007
VIJAYAKUMAR, 2015
CRUZ, 2015
SANDLE, 2021

LEITE et al., 2020
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3.2 Métodos de identificacdo de fungos filamentosos

A identificacdo de fungos filamentosos, tradicionalmente, é realizada através de
procedimentos fenotipicos (analise do perfil metabdlico) associado a avaliacdo dos
aspectos macroscopicos e microscépicos das colénias (VIJAYAKUMAR et al, 2012).
Contudo, essas metodologias sdo demoradas, muitas vezes subjetivas, e requerem
expertise dos microbiologistas. Dessa forma, métodos automatizados e rapidos tém sido
desenvolvidos e avaliados para atender a demanda desta area (LEITE et al, 2020).

A identificacdo de fungos filamentosos na micologia € tradicionalmente baseada
em: 1) caracterizacdo da cultura (morfologia da coldnia, coloracdo, tamanho e produgéo
de pigmentos); 2) caracterizagdo morfoldgica (morfologia celular, tamanho da célula e
técnicas de coloracdo (ex.: Gram, azul de algoddo, entre outras); 3) caracteriza¢ao
fisioldgica (tolerancia ao oxigénio e salinidade, pH e temperatura de crescimento); 4)
perfil bioquimico (padrdo enzimatico, oxidacdo ou fermentagdo de carboidratos, entre
outros); 5) caracteristicas de inibicdo (tolerancia a sais biliares, suscetibilidade a
antibioticos e toleréncia a corantes); 6) testes sorologicos (aglutinacdo) e; 7) aspectos
quimiotaxondmico (perfil de &cidos graxos e producdo de toxinas) (SUTTON &
CUNDELL, 2004).

O método convencionalmente utilizado na identificacdo de isolados fangicos em
industrias farmacéuticas baseia-se nas caracteristicas da cultura e nas estruturas de
reproducdo. Os fungos filamentosos possuem como elemento constituinte basico a hifa,
uma estrutura prolongada que da origem aos conideos, também chamados de esporos, que
sdo os responsaveis pela reproducdo dos fungos. As variacbes desses elementos entre as
espécies, como presenca de septo ou ndo na hifa, cor, arranjo e formacéo dos conideos,
sdo utilizadas para a identificacdo morfolégica de fungos filamentosos (PINTO et al.,
2012).

Os aspectos bioldgicos sdo complexos, pois muitos fungos séo nutricionalmente
exigentes e/ou de crescimento lento. Além disso, a interpretacdo dos resultados baseados
em observagdes micro e macroscopicas pode ser subjetiva ou inconclusiva, e requerem
tempo e expertise dos analistas (SIMOES et al., 2013).

Outro fator importante que limita a identificagdo de fungos morfologicamente é o
surgimento comum de espécies cripticas, que sao espécies que divergiram recentemente,
isto é, ainda sdo morfologicamente idénticas, mas sdo diferentes geneticamente
(MATUTE et al., 2006; GAUTIER et al., 2016).
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Além disso, os microrganismos isolados de amostras ambientais, como areas
limpas farmacéuticas, sdo submetidos a estresse ambiental, 0 que gera uma extensa
variabilidade fenotipica entre representantes da mesma espécie, podendo provocar
resultados equivocados (PINTO et al., 2010). Consequentemente, esses métodos
requerem técnicas complementares mais robustas para diferenciacdo e identificacdo dos
isolados. Nos Ultimos anos, varios métodos baseados em espectrometria de massa (MS)
para a identificacdo de microrganismos foram desenvolvidos (CASSAGNE et al, 2016;
HYDE et al, 2016; USP, 2021; LEITE et al, 2020).

A analise do proteoma microbiano pela técnica de ionizacéo por dessorcéo a laser
assistida por matriz seguida pela deteccdo em um analisador do tipo tempo de voo
(MALDI-TOF MS, do inglés Matrix Assisted Lazer Desorption lonization - Time of
flight) tem sido frequentemente utilizada na micologia clinica para a identificacdo rapida
de fungos, sendo um passo crucial para determinacdo da terapia antifingica que sera
aplicada ao paciente (DELAVY, 2019).

Ja na industria farmacéutica, 0 MALDI-TOF MS ¢ utilizado para o controle e
monitoramento dos produtos e das areas produtivas (CASSAGNE et al, 2016; HYDE et
al, 2016; KHOT & FARRANCE, 2016; LEITE et al, 2020; USP, 2021).

MALDI-TOF MS tem se mostrado uma ferramenta confiavel, rapida e precisa na
identificacdo de determinados grupos microbianos (COSTA et al., 2019; MEDEIROS,
2015). Trata-se de método fenotipico e molecular que se baseia na diferenciacao de perfis
proteicos para a identificacdo e caracterizacdo de microrganismos (LOONEN et al., 2012;
VAM VEEN;2010).

Para a identificacdo do microrganismo por esse método, a amostra preparada é
bombardeada por feixes de laser ultravioleta (UV) em um determinado comprimento de
onda, 0 que promove a ionizacdo das proteinas presentes por excitacao.

Apds essa etapa, uma matriz é adicionada a amostra e absorve a energia do laser,
promovendo a ionizacdo e dessorcdo do analito, de forma que os ions resultantes
apresentem carga positiva, mesmo com massas diferentes. Os ions gerados séo orientados
por meio de um campo elétrico e ejetados através de um tubo de voo até o detector, onde
as amostras serdo separadas por massa/carga segundo o tempo de voo.

Assim, os ions mais leves alcancam o detector primeiro em relacdo aos ions mais
pesados. Cada particula ionizada gera um espectro e o conjunto de particulas detectadas
é convertido em um perfil de espectros (Figura 1) (CROXATTO et al., 2012).
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Figura 1 Espectrometria de massas por ionizacao e dessor¢édo a laser assistida
por matriz por tempo de voo (MALDI-TOF MS).
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Fonte: Adaptado de CROXATTO et al., 2012.

Diferente das bactérias, os fungos possuem células maiores e uma parede celular
mais rigida, composta basicamente por glucanos e quitina (GOW et al., 2017). Levando
isso em consideracdo, diversos autores desenvolveram adaptacfes nos protocolos de
preparacdo de amostras para otimizar a extragdo de proteinas e melhorar a capacidade de
identificacdo do método, conforme apresentado na Tabela 2.

Leite e colaboradores (2020) utilizaram 0 MALDI-TOF MS para identificacdo de
fungos isolados a partir de monitoramento ambiental e superficies de areas de producgéo
de medicamentos de uma inddstria farmacéutica num periodo de um ano. Todos 0s
isolados de fungos filamentosos foram identificados em nivel de género, sendo 0s mais
frequentes: Aspergillus (33,33%) e Penicillium (22,22%).

Apesar dos resultados, apenas 68,42% das linhagens foram identificadas em nivel
de espécie, sugerindo que o banco de dados comercializado ndo seria suficiente para

identificar espécies fungicas de origem ambiental (RAHI et al., 2016).

133



MOREIRA, F. M ; LAGE, R. V. S; COSTA, L. V; BRANDAO, M. L. L. Identificacdo de Fungos Filamentosos
em Industrias Farmacéuticas: uma revisdo integrativa da literatura. R. Cientifica UBM - Barra Mansa (R]), ano XXVII,
v.24,n. 46, 1. Sem. 2022 p.124-144.
ISSN 1516-4071

Tabela 2 — Protocolos de preparo de amostras para identificacdo de fungos filamentosos por MALDI TOF MS.

Géneros avaliados Origem Plataforma Protocolo proposto

Principais resultados

Referéncia

Aspergillus (n=136), Penicillium (n=122), Cladosporium 385 isolados  BioMérieux 1) Extracéo com acido Trifluoracético

(n=108), Curvularia (n=8), Fusarium (n=4), da industria (TFA), &cido alfa-ciano-4-
Paecilomyces (n=2), Pitomyces (n=1), Rhinocladiella farmacéutica hidroxicindmico (CHCA), com ou sem
(n=1), Scopulariopsis (n=1), Trichoderma pérolas de vidro;
(n=1),Tritirachium (n=1) 2) Extragdo TFA, &cido 2,5

dihidroxibenzéico (DHB), com ou sem
pérolas de vidro;
3) Extragdo com maceracgdo e DHB.

Aspergillus (n=3), Penicillium (n=2), Chaetomium (n=1), 9 isolados Bruker Extracdo com etanol 75%, &cido
Moniliella (n=1), Paecilomyces (n=1), Scopulariopsis da industria férmico 70% e acetonitrila
(n=1) farmacéutica
Aspergillus (n=466), Penicillium (n=77), Scedosporium 625 cepas de Bruker Extragdo com écido formico e
(n=19), Fusarium (n=16), Alternaria (n=10), Eurotium origem acetonitrila.
(n=7), Emericella (n=4), Rhizopus (n=4), Paecillomyces clinica

(n=3), Trichoderma (n=3), Tillietiopsis (n=2),
Brachycladium (n=1), Cladosporium (n=1), Hamigera
(n=1), Gibberella (n=1), Acrophialophora (n=1),
Epicoccum (n=1), Exophiala (n=1), Phaeoacremonium
(n=1), Scopulariopsis (n=1), Lichtheimia (n=1), Mucor
(n=1), Fomitopsis (n=1), Geotrichum (n=1), Radulidium

(n=1)

Aspergillus (n=14), Alternaria (n=9) e Penicillium (n=4) 27 isolados Bruker Extracdo com etanol 75%, acido
de produtos férmico 70% e acetonitrila
alimenticios

Aspergillus (n=53), Scedosporium (n=12), Fusarium 106 cepas de Bruker Extragdo com TFA 2,5% saturado com
(n=8), Penicillium (n=7), Irpex (n=4), Cladosporium origem CHCA e acetonitrila 50%.
(n=3), Coccidioides (n=2), Basidiomycete ndo clinica

identificado (n=2), Arthrographis (n=2), Rhizopus (n=2),
Verruconis (n=2), Curvularia (n=2), Alternaria (n=1),

Scopulariopsis (n=1), Microsporum (n=1), Trichophyton
(n=1), Mucor (n=1), Eutypella (n=1), Volvariella (n=1)

Identificou 3,89% (n=15) dos 385
isolados, todas as identificacdes foram
com o uso da metodologia de TFA com
CHCA.
A utilizagdo de pérolas de vidro ndo
apresentou variagdo nos resultados.

Foi identificado 100% das cepas em
nivel de género e 68,42% em nivel de
espécie.

Identificacdo correta de 556 (89%) das
cepas em nivel de espécie.
Melhora na taxa de identificagdo em até
61%.

Identificou corretamente 88,88% dos
isolados (23/27) em nivel de espécie.

Pontuagdo de identificacdo aceitavel em
nivel de género ou espécie foi alcancada
para até 63,0% dos isolados em
comparagao aos 52,8% obtido com o
protocolo de rotina.

CRUZ, 2015

LEITE etal., 2020

RANQUE etal.,
2013

ELBEHIRY etal.,
2017

LUETHY etal,,
2018
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Os softwares atuais para andlise de dados de MALDI-TOF MS permitem a
insercdo de novos espectros para expansdo e personalizacdo dos bancos de dados,
permitindo um aprimoramento de sua eficicia na identificacdo de microrganismos
(PIERRE et al., 2014; VELOO et al., 2018; PATEL, 2019; COSTA et al., 2021b).

Os espectros adicionados devem ser criados a partir de isolados preparados,
dispondo da mesma metodologia utilizada para a sua identificagdo. 1sso porque as
proteinas ribossomais utilizadas como biomarcadores para a analise sofrem modificacGes
pos-traducionais especificas que as tornam distinguiveis.

Mudancas na condicéo de crescimento do microrganismo podem levar a diferentes
modificag¢bes ribossomais, comprometendo a identificagdo da espécie (REICH et al.,
2013). O banco de dados desenvolvido deve ser validado para atender aos requisitos das
agéncias regulatérias (CFR11, 2003; BRASIL, 2019a). Entretanto, cada fabricante utiliza
algoritmos especificos, tornando os dados numéricos gerados muitas vezes nao
comparaveis entre si (FLAUDROPS, 2017).

Outra limitacdo do sistema MALDI-TOF MS é que, apesar de muito utilizado,
ainda existe uma escassez de dados divulgados na literatura cientifica relacionados a
identificacdo de fungos filamentosos ambientais em industrias farmacéuticas, impedindo
a comparacdo de resultados para um melhor entendimento da microbiota de areas
produtivas e avancos no aprimoramento dos métodos de identificacdo até o nivel de
espécie (ANDRADE et al., 2018; LEITE et al., 2020). A auséncia de um banco de dados
publico para MALDI, como é o caso de técnicas como o multilocus sequence typing
(MLST) disponiveis no pubMLST (https://pubmlist.org/databases/) e o Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) para analises de sequencias de DNA, também dificulta
a comparacao e compartilhamento de dados por esta técnica (FLAUDROPS, 2017).

Como alternativa para essas linhagens ndo identificadas por MALDI-TOF MS, os
métodos genotipicos baseados na anélise de sequéncias de acidos nucleicos tém sido
utilizados. Estes sdo considerados mais sensiveis e especificos que as técnicas
bioquimicas tradicionais e outros métodos fenotipicos, tornando-se uma importante
ferramenta na identificagdo de fungos (SCHOCH et al., 2012).

Os métodos moleculares permitem a analise de polimorfismo em organismos,
apresentando a vantagem de serem menos subjetivos por ndo sofrerem variagdes em
funcdo de fatores ambientais, o que ocorre com os métodos fenotipicos (JOLLEY et al.,
2018). A implementagdo de métodos moleculares na rotina de identificacdo de fungos em

uma industria farmacéutica necessita que aspectos regulatorios sejam levados em
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consideracéo, incluindo a necessidade de demonstracdo da aplicabilidade equivalente ou
superior aos métodos compendiais e a validagdo do método no laboratério (CRF11; USP,
2021). Além disso, estas metodologias sdo mais laboriosas e dispendiosas, necessitando
de uma andlise de custo-beneficio antes da utilizagdo na rotina (TURCHETTO-ZOLET
etal., 2017).

As regies internas espagadoras (ITS, do inglés Internal Transcribed Spacer) e do
dominio D1/D2 do acido desoxirribonucleico ribossomal (rDNA) sdo frequentemente
utilizadas em analises moleculares e filogenéticas de fungos, uma vez que acumularam
mais mutacdes quando comparadas as regides codificadoras, 0 que permite estimar o
tempo de divergéncia entre os tdxons (LEITE et al., 2020).

A analise dessas sequéncias vem sendo empregado na identificacéo, classificacdo
taxondmica e caracterizagdo intra e interespecifica de espécies flngicas, pois possuem
alto nivel de variabilidade e de cdpias no genoma, servindo de referéncia como codigo de
barras (barcode) na diferenciacéo das espécies (SCHOCH et al., 2012).

O rDNA dos fungos é formado pelos genes 18S, 5.8S e 26S ou 28S que séo
altamente conservados, possuindo papel fundamental na tradu¢cdo do RNA em proteinas.
Os dominios D1/D2 apresentam entre 300 e 800 pares de base (pb), fazendo parte do gene
26 ou 28S, enquanto as regides ITS1 e ITS2 possuem entre 400 e 800 pb e sdo flanqueadas
pelos genes 18S, 5.8S e 26 ou 28S (Figura 2) (REISS et al., 2011; KWIATKOWSKI et
al., 2012; KIDD et al., 2016; WICKES & WIEDERHOLD, 2018).

00—
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’,/ 400a800pb H— NG
; i } i Regiio D1/D2

" | rs1 | sas |irs2 1681 | s | 1682
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Unidade de transcrigdo do rDNA

l Regides conservadas para primers

Figura 2 — Diagrama esquematico do gene fangico rDNA.
Fonte: adaptado de KIDD et. al. (2016).

A regido ITS e o dominio D2 normalmente apresentam resultados satisfatorios na
identificacdo de tdxons superiores (género, familia e ordem) e em nivel de espécie. A

disponibilidade de um sistema comercial, como o kit de sequenciamento de fungos
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MicroSEQ™ D2 rDNA, comercializado pela Applied Biosystems, possibilita uma
otimizacao das etapas de amplificacdo e sequenciamento do dominio D2, fornecendo uma
solucdo rapida para a identificacdo de espécies fungicas através da comparacdo e da
analise filogenética com um banco de dados (ROZYNEKA et al., 2004).

Uma das limitagdes do sequenciamento e das analises moleculares é a presenca
de espécies de microrganismos estreitamente relacionadas, ou seja, que possuem genes
de interesse filogenético idéntico ou muito semelhante (SAMSON et. al., 2004).

Um estudo realizado por Hinrikson e colaboradores (2005) demonstrou que a
sequéncia do dominio D2 ¢ idéntica para diferentes espécies do género Aspergillus,
inclusive para a cepa de referéncia recomendada na Farmacopeia Brasileira
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019) Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, que ja
pertenceu ao complexo A. niger e posteriormente foi reclassificada como A. brasiliensis.
Essa limitacdo pode ser sanada com o sequenciamento de um ndmero maior de genes,
como a técnica conhecida como analise de multiplos locus (MLSA, do inglés Multilocus
sequence analysis), de forma a obter uma identificacdo segura, visto que, para fungos
filamentosos, ndo é possivel a diferenciacdo de sequéncias nos casos em que a identidade
for superior a 99,6% para a regidao ITS e 99,8% para 0 dominio D2 (GROENEWALD et.
al., 2019).

A presenca de sequéncias depositadas em banco de dados com anotacdo
inadequada ou incompleta pode levar a imprecisdes e provocar erros de identificagcdo em
estudos que consideram apenas a comparacao simples de sequéncias com bancos de dados
utilizando a ferramenta BLAST sem a realizacdo de analises filogenéticas mais
detalhadas (PERTSEMLIDIS & FONDON, 2001; XU, 2016).

Apesar disso, a disponibilidade de bibliotecas validadas com sequéncias de
referéncia para genes de interesse, incluindo a biblioteca de genes de fungos MicroSEQ
ID comercializada pela Applied Biosystems, tem permitido a comparacédo e identificacéo
segura de espécies desconhecidas (HALL et al., 2003). Alguns autores utilizaram este kit
para identificacdo de fungos filamentosos de origem clinica, mas este ndo foi capaz de
identificar todas as linhagens até o nivel de género e/ou espécie (ARBEFEVILLE et al.,
2017; HALL et al., 2020).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

Foram identificados poucos trabalhos na literatura referentes a identificagdo de
fungos filamentosos em industrias farmacéuticas, sendo trés realizados no Brasil. Os
géneros mais ocorrentes relatados na literatura consultada foram: Aspergillus,
Cladosporium, Penicillium e Fusarium. Estudos nessa area devem ser encorajados € seus
resultados devem ser publicados e disponibilizados para comunidade cientifica, de forma
a permitir a comparacdo entre as microbiotas das areas produtivas e aprimoramento das
metodologias para identificagéo de fungos filamentosos.

Das metodologias de analise identificadas na literatura, os métodos proteotipicos
e moleculares foram os mais utilizados e parecem ser os mais confiaveis para a
identificacdo de fungos filamentosos em inddstrias farmacéuticas. Contudo, a
implementacdo destas técnicas dependera da disponibilidade de equipamentos, insumos,
de uma equipe especializada, além da estratégia adotada na analise de risco durante os

processos e produtos envolvidos.
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