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RESUMO

Aspergillus spp. sdo fungos saprofitos distribuidos mundialmente,
sendo agentes de aspergilose, micose causada por via aérea. Em meio
ambiente agricola, fungos podem estar expostos a compostos azolicos
usados como agrotoxicos e sofrerem pressdo seletiva para surgimento de
cepas resistentes. Se inaladas, principalmente, por individuos
imunosuprimidos, tais cepas podem desencadear infeccdo refrataria a
tratamentos com farmacos da mesma classe quimica, como itraconazol e
voriconazol. A busca da resisténcia ambiental contribui para o
desvendamento da epidemiologia molecular da aspergilose. O objetivo deste
estudo foi identificar as espécies de Aspergillus e determinar os respectivos
perfis de sensibilidade a azéis, farmacos e fungicidas agricolas, de amostras
de regibes de cinco estados do Brasil. Foram estudados 128 isolados de
Aspergillus spp., provenientes de 114 amostras de ar atmosférico. Os
isolados foram classificados em secdes e sequenciados para identificacéo
da espécie. As sec¢des mais frequentes foram: Nigri (50,8%), Flavi (29,7%),
Circumdati (9,3%), além de Fumigati, Clavati, Terrei, Restricti e Nidulantes.
Valores altos de concentracdo inibitéria minima (MIC), situados acima dos
pontos de corte epidemioldgicos (ECOFF) que caracterizam isolados néo-
selvagens para itraconazol e posaconazol, foram observados para um
isolado da secg&o Nigri, identificado como Aspergillus welwitschiae. Para
secao Restricti (n=2), apesar de nédo haver ECOFF, os valores de MIC foram
mais elevados para posaconazol, voriconazol, itraconazol, anfotericina B e
para o fungicida agricola difenoconazol, quando comparados as demais
secbes. Para isolados das secOes Flavi, Circumdati e Clavati, foram
encontrados valores altos de MIC dos agrotoxicos tebuconazol e
metconazol. Nao foi constatada ocorréncia de resisténcia cruzada a mais de
um farmaco azolico. Conclui-se que no ar atmosférico das cidades de Itu,

Séo Paulo, Azenha e Porto Alegre existem isolados ndo selvagens, com



provavel mecanismo de resisténcia subjacewnte. Estudos complementares a
este, utilizando métodos de sequenciamento génico sdo necessarios para
elucidar possiveis mecanismos de resisténcia. Este € o primeiro estudo no
Brasil a demonstrar isolados de ar atmosférico urbano ndo selvagens a

azois, com possiveis mecanismos de resisténcia ambiental.

Palavras-chaves: Aspergillus spp.; Resisténcia cruzada; Testes de

sensibilidade aos antifungicos; identificacdo molecular; Ar atmosférico



ABSTRACT

Aspergillus spp. are saprophytic fungi distributed worldwide, being
agents of aspergillosis, a mycosis caused by the airborne route. In an
agricultural environment, fungi may be exposed to azole compounds used as
pesticides and undergo selective pressure for the emergence of resistant
strains. If inhaled, mainly by immunosuppressed individuals, these strains
can trigger an infection that is refractory to treatments with drugs of the same
chemical class, such as itraconazole and voriconazole. The search for
environmental resistance contributes to the unveiling of the molecular
epidemiology of aspergillosis. The aim of this study was to identify
Aspergillus species and determine the respective profiles of sensitivity to
azoles, pharmaceuticals and agricultural fungicides, from samples isolated
from regions of five states of Brazil A total of 128 Aspergillus spp. isolates
from 114 atmospheric air samples were studied. The isolates were classified
into sections and sequenced to identify the species. The most frequent
sections were Nigri (50.8%), Flavi (29.7%), Circumdati (9.3%), in addition to
Fumigati, Clavati, Terrei, Restricti and Nidulantes. High values of minimum
inhibitory concentration (MIC) above the epidemiological cut-off points
(ECOFF), characterizing non-wild isolates, for itraconazole and
posaconazole, were observed for an isolate from the Nigri section, identified
as Aspergillus welwitschiae. For the Restricti section (n=2), despite the
absence of ECOFF, the MIC were higher for posaconazole, voriconazole,
itraconazole, amphotericin B and for agricultural fungicide difenoconazole,
when compared to the other sections. For isolates from Flavi, Circumdati,
and Clavati sections, high MIC values of the pesticides tebuconazole and
metconazole were found. Cross-resistance to more than one azole drug was
not found. It is concluded that in the atmospheric air of the cities of Itu, Sao
Paulo, Azenha, and Porto Alegre there are non-wild isolates with the
possibility of presenting resistance mechanisms. Complementary studies to
this one, using gene sequencing methods, are necessary to elucidate the

underlying possible resistance mechanism of mutation. This is the first study



in Brazil to demonstrate non-wild isolates from urban atmospheric air,

harboring possible mechanisms of environmental resistance

Keywords: Aspergillus spp.; Cross-resistance; Antifungal sensitivity tests;

molecular identification; atmospheric air
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1. Introducéo

Aspergillus € um fungo pertencente a familia Aspergillaceae, ordem
Eurotiales, classe Eurotiomycetes e filo Ascomycota (Houbraken et al. 2014;
Kocsubé et al., 2016). O género é dividido em seis subgéneros: Circumdati,
Nidulantes, Fumigati, Aspergillus, Cremei e Polypaecilum, que englobam 27
secoes e 446 espécies (Houbraken et al., 2020).

As espécies possuem diversas propriedades fisiol6gicas diferentes e
sdo, predominantemente, saproéfitas, ou seja, degradam matéria organica.
Aspergillus pode ser encontrado em diversos locais, como observado em um
trabalho realizado na Holanda por Schoustra et al. (2019) que demonstraram
recuperacdo de Aspergillus fumigatus, a partir de materiais diversos, como:
milho, trigo, lascas de madeira, bulbos de flores, lixo doméstico, resto de
frutas, restos de folhas e grama. Esses materiais apresentavam-se
contaminados com fungicidas triazélicos agricolas e provinham de distintas
localizacBes. Aspergillus fumigatus destaca-se como patégeno oportunista,
podendo causar formas clinicas de aspergilose em seres humanos,
imunocomprometidos ou ndo, e em outros animais (Abarca et al. 2004,
Frisvad et al., 2019; Houbraken et al. 2014).

Godeau et al. (2019) isolaram Aspergillus spp. de diversos vasos de
plantas, situados dentro de um hospital, assim como, canteiros de flores
externos, ar interno de corredores e poeira de equipamentos da unidade de
terapia intensiva do servico de hematologia. O estudo demonstrou que
pacientes convivem, rotineiramente, com esporos desse género, desde que,
as estruturas de disperséo e reproducéo assexuada, os conidios, podem ser
encontrados em hospitais, no ar interno e nas proximidades (Abad et al.
2010; Tekaia & Latgé, 2005; Bhabhra et al. 2005; Houbraken et al. 2014).

As espécies de Aspergillus estdo distribuidas, mundialmente, e
apresentam grande impacto econémico e social (Houbraken et al. 2020).
Algumas espécies sdo termotolerantes como, por exemplo, Aspergillus
fumigatus que pode crescer até 53° Celsius, e outras sdo psicrotolerantes,

resistindo a baixas temperaturas. Essas caracteristicas, dentre outras, fazem
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com que determinadas espécies possuam grande importancia
biotecnoldgica, na industria de alimentos. Aspergillus oryzae e Aspergillus
sojae, por exemplo, sdo utilizados na industria alimenticia para a producéo
de molho shoyu, saqué e outros produtos. Aspergillus terreus é utilizado na
industria farmacéutica para a producdo de Lovastatina, um medicamento
que auxilia na reducdo de colesterol LDL (Low Density Lipoprotein).
Aspergillus da secado Nigri sdo conhecidos como decompositores de
alimentos, produtores de acidos organicos e algumas espécies sao
produtoras de ocratoxina A e outros metabdlitos com potencial toxigénico,
assim como, espécies de Aspergillus da secdo Flavi que produzem
micotoxinas, como as aflatoxinas (Bhabhra et al. 2005; Houbraken et al.
2014).

1.1 Taxonomia de Aspergillus: secles, séries e espécies

7

Aspergillus é caracterizado pelo rapido crescimento em meios de
cultura, ndo possuindo nenhuma exigéncia especifica para se reproduzir. As
colénias variam quanto a textura, dependendo da espécie, podendo ser
pulverulenta ou algodonosa e apresentar cores diversas em tons de verde,
amarelo, marrom, cinza e preto (Figura 1). As hifas séao hialinas e septadas e
a morfologia do conidi6foro € bem caracteristica com uma vesicula apical
rodeada de células conidiogénicas denominadas fidlides (Figura 2). Em
algumas espécies, ha uma camada de células, métulas, antes das fialides.
Vesiculas que apresentam métulas (Figura 2,3) sdo denominadas
bisseriadas (de Hoog et al. 2000; Klich 2002; Klich 2006; de Moraes et al.
2009).

15



Figura 1. Macromorfologia de colbnias de Aspergillus spp. em agar batata
(7d/30°C)

A- Cor preta e textura pulverulenta, B- cor preta e textura algodonosa, C- cor verde

escura e textura pulverulenta, D- cor verde claro e textura algodonosa, E- cor verde
claro e textura algodonosa, com estruturas globosas escuras de reprodugéo
sexuada (cleistotécios), F- cor amarela e textura algodonosa.

Fonte: Acervo pessoal

16



Figura 2. Aspectos microscopicos de Aspergillus spp. em agar batata (7d/

30°C)

A- Vesiculas coradas com lactofenol azul de algodéo, B- Vesiculas bisseriadas sem
coloragéo e com pigmentagéo castanha devido a presenca de melanina (x400)
Fonte: Acervo pessoal

Devido & semelhanca das estruturas microscépicas que algumas
espécies compartilham entre si, foram propostos agrupamentos de espécies
com as mesmas caracteristicas em conjuntos denominados sec¢des (Klich
2006). As secbes de Aspergillus sdo: Restricti, Aspergillus, Aenei, Bispori,
Cavernicolarum, Ochraceorosei, Nidulantes, Raperorum, Silvatici, Sparsi,
Usti, Candidi, Circumdati, Flavi, Flavipedes, Janorum, Nigri, Petersoniorum,
Robusti, Tannerorum, Terrei, Cervini, Clavati, Fumigati, Cremei,
Polypaecilum e Vargarum (Figura 4). Cada secdo, ainda, pode ser dividida
em 75 Series (Houbraken et al. 2020).

As secdes sdo formadas segundo as caracteristicas morfoldgicas
das espécies, enquanto as séries sdo determinadas pelas suas propriedades
fisiologicas. Assim, as séries agrupam as espécies de acordo com seus
caracteres funcionais, sendo uteis quando a identificacdo tem como base
fendtipos com caracteristicas, como: velocidade de crescimento, producéo
de exsudatos, expressdo de proteinas, producdo de enzimas, entre outras
(Houbraken et al. 2020).

17



Vesiculas
Fialide

Métulas

Estipes

Figura 3. Estruturas reprodutivas assexuadas de Aspergillus, no apice de

conidi6foros.

A- Vesicula em forma clavada e fialides unisseriadas; B- Vesicula em forma oval,
métulas e fialides (x 400)
Fonte: Acervo pessoal, adaptado de Klich 2002
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1.2 Técnicas moleculares

A identificacdo fenotipica e morfologica de Aspergillus, ainda que
seja adequada, assim como ocorre para outros fungos, para classificar o
género, e de modo presuntivo a secdo, nao € suficiente para determinar a
espécie.

Para classificacdo da espécie utiliza-se técnicas moleculares, como
sequenciamento genético, para o qual, no caso de Aspergillus, os genes
mais utilizados e com os melhores graus de identificagcdo sdo: B-tubulina,
calmodulina e RPB2 (RNA polimerase Il). Usa-se, também, combinacédo de
dois, ou mais genes, para identificacdo mais precisa (Houbraken et al 2014;
Samson et al. 2011). Com o sequenciamento de mais de um gene, também
€ possivel a elaboracdo de uma arvore filogenética para ajudar a
compreender a relacdo entre um grupo de isolados (Steenwyk et al. 2019;
Houbraken et al. 2014; Houbraken et al., 2020).

Métodos com base em andlise protebmica sdo, também, aplicados
para determinacdo de espécies. Em particular, Matrix-Assisted Laser
Desorption lonization—Time of Flight Mass Spectrometry (MALDI-TOF MS)
esta sendo utilizado, com 6timos resultados, para identificacdo de espécies

em bibliotecas customizadas (Moloney et al. 2016; Teutschbein et al. 2010).
1.3 A doenca: aspergilose

A ampla dissemina¢do ambiental de conidios de Aspergillus, tanto
em ar ambiente externo como interno, expde individuos a inalagdo desses
propagulos, frequentemente. O isolamento de Aspergillus spp., a partir de
amostras de trato respiratorio de individuos imunocompetentes, deve ser
considerado, em regra, uma colonizacdo. A exposicao aérea diaria ocorre
em concentracdes entre 1 a 100 conidios por m3, porém, esses valores
podem chegar a concentra¢des altissimas, de 108 conidios por m3 em alguns
locais. Um fato relevante € o didametro dos conidios, os quais dependem da

espécie, mas que pode ser de tamanho suficiente para penetrar até os
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alvéolos (2,5 pm) ou apenas atingir os brénquios (10 pm). Ainda assim,
apenas uma minoria de individuos expostos ird desenvolver a doenca e as
formas invasivas ocorrem em pacientes com o0 sistema imunoldgico,
extremamente fragilizado (Kosmidis & Denning, 2015; Latgé & Chamilos,
2020). As espécies mais comumente reportadas em descritas em casos de
aspergilose humana sao: A. fumigatus, A. flavus, A. terreus e A. niger e,
também, sdo as espécies mais frequentemente encontradas em na
natureza, seguidas de A. nidulans, A. ustus e A. restrictus (Klich 2006;
Paulussen et al. 2017; Mousavi et al. 2016)

A aspergilose é uma das doencas flngicas oportunistas mais
frequentes, no mundo inteiro. Fatores como viruléncia da linhagem fungica,
volume de conidios inalados, estado imune do hospedeiro e sua funcao
pulmonar, definem como a doenca ird se manifestar, variando desde
reacoes alérgicas até infeccdes invasivas (Paulussen et al. 2017). As
manifestacdes clinicas podem ser resumidas em: reacdes alérgicas leves,
como rinite e sinusite, asma bronquica grave e letal, aspergilose
broncopulmonar alérgica, aspergilose pulmonar crénica e fibrotica,
aspergiloma e aspergilose pulmonar invasiva (Sales 2009; Denning et al.
2016; Latgé & Chamilos, 2020; Mousavi et al. 2016).

Fatores como transplantes de células tronco hematopoiéticas
(TCTH) alogénicas, ou transplantes de érgéos sélidos (figado, rim, pancreas,
coracdo, pulmao, intestinos), doencas pulmonares prévias ou subjacentes
sdo fatores criticos para o desenvolvimento de formas graves da
aspergilose. Aspergilose pode se tornar invasiva em pacientes com o
sistema imunolégico extremamente fragilizado. Os fatores de risco para
aspergilose pulmonar crénica e aspergilose invasiva sdo diversos, mas se
destacam aqueles que diminuem a acdo do sistema imunolégico, como
neutropenia prolongada, imunodeficiéncias herdadas ou adquiridas e uso de
corticosteroides sistémicos (Baddley, 2011; Patterson et al. 2016; Takazono
et al. 2018).

Em cenéarios com pacientes com infeccoes graves pelo virus

influenza, a progressédo da aspergilose nos pulmdes comprometidos ocorre
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rapidamente, podendo evoluir, inclusive, naqueles imunocompetentes
(Crum-Ciafone et al. 2016). O efeito imunomodulatério que o virus causa no
paciente € semelhante ao da doenca granulomatosa crbnica que, por si so,
estd associada a invasdo pulmonar e desenvolvimento de aspergilose
(Verweij et al. 2020).

A pandemia de 2019 ocasionada pelo coronavirus SARS-CoV-2
(covid-19) causou extrema preocupacdo no mundo sobre as possiveis
coinfec¢cdes com outros microrganismos, como fungos. A coinfeccdo com
Aspergillus spp. pode gerar rapida progressao de aspergilose pulmonar para
invasdo tecidual em casos de covid-19 com sindrome respiratéria aguda
grave (Arastehfar et al. 2020; Verweij et al. 2020). O dano ao epitélio
pulmonar, assim como, o processo inflamatoério resultante da infeccéao viral,
sao fatores predisponentes ao desenvolvimento da aspergilose e, ainda, o
uso de corticosterdides no tratamento da covid-19 também favorece a
coinfeccao (Verweij et al. 2020).

A doenca pode apresentar varias manifestacdes clinicas acometendo
tanto o trato respiratério, variando de rinites e sinusites a uma infeccao
cronica aguda grave podendo evoluir para invasao tecidual. Aspergillus spp.
pode, raramente, causar infecgcOes cutaneas, osteomielite, endocardite e
otomicose (Richardson & Warnock, 2003).

Aspergilose broncopulmonar alérgica € uma forma de aspergilose
decorrente da hipersensibilidade aos conidios dos Aspergillus spp.,
principalmente conidios Aspergillus fumigatus. Pacientes com asma ou
fibrose cistica podem apresentar complicacdes derivadas dessa forma de
aspergilose (Agarwal et al. 2013).

A aspergilose pulmonar crbnica assim como a colonizacdo de
cavidade pulmonar pode ocorrer em pacientes sem nenhuma
imunodeficiéncia aparente, mas com comprometimento pulmonar subjacente
decorrente de outra doencga, como tuberculose, doenca pulmonar obstrutiva
cronica ou infeccdo por micobactérias ndo tuberculosas. O enovelamento de

hifas, fibrina e matriz celular pode resultar em um conglomerado redondo
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denominado aspergiloma, também conhecido como, “bola fungica” (Kosmidis
& Dennig, 2015).

A aspergilose invasiva acomete principalmente pacientes que
apresentam imunodeficiéncias como neutropenia prolongada, doencas
hematolégicas e comorbidade como: diabetes, disfuncéo renal ou hepatica,
e, pacientes transplantados, ou estdo em uso de medicamentos esteroidais,
inibidores de TNF-a ou em tratamento com algum quimioterapico (Baddley,
2011; Sales, 2009). A doenca é de rapida progressao e disseminacao pelas
vias hematogénicas podendo causar infarto, trombose, necrose e
hemorragias (Richardson & Warnock, 2003). Dentre as espécies do género,
Aspergillus fumigatus é a espécie mais frequentemente isolada e associada
com aspergilose invasiva. O tamanho dos conidios contribui para que isto
seja possivel, uma vez que seu diametro varia de 2 a 3 ym, permitindo que
alcancem os alvéolos pulmonares (Latgé 1999; Mousavi et al. 2016).

O tratamento da aspergilose deve ser realizado o mais,
precocemente, possivel devido ao rapido potencial de progressdo da
doenca. Para o tratamento das formas clinicas de aspergilose usa-se
farmacos antifungicos que agem na membrana ou na parede celular dos
conidios e hifas (Sales, 2009)

1.4 Mecanismo de acao dos principais antifungicos e ocorréncia de

resisténcia

Os antifungicos mais utilizados, mundialmente, para o tratamento de
infeccbes fungicas invasivas pertencem a trés classes quimicas: poliénicos,
triazdis e equinocandinas. No entanto, a todos ja foram descritos casos de
faléncia terapéutica, sendo muitos deles causados por cepas que
apresentaram resisténcia in vitro. A resisténcia € demonstrada por testes
gue avaliam diversas concentracdes de cada farmaco frente a um inéculo
padronizado da cepa infectante. O resultado € fornecido em termos de

concentragdo inibitdria minima (minimal inhibitory concentration- MIC) do
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farmaco e a metodologia de referéncia € por microdiluicdo em meio liquido
(Alcazar-Fuoli & Mellado, 2013; Arendrup et al. 2020).

1.4.1 Poliénicos

Os antifangicos poliénicos representam a classe mais antiga de
antifangicos, introduzida em 1950, e € amplamente utilizada até os dias
atuais como antifingicos de uso tépico, como nistatina, ou uso sistémico,
contra infec¢des flngicas progressivas e potencialmente fatais (Gallis et al.
1990; Cavassin et al. 2021). O antifungico sistémico mais caracteristico
dessa classe é a anfotericina B (Figura 5). Os mecanismos de acdo da
anfotericina B sdo constantemente estudados e revisados, entretanto, ha um
amplo consenso através das evidéncias, que sdo dois mecanismos: I. a
formacéo de poros na membrana citoplasmatica do fungo, através da ligacéo
da porcdo hidrofilica da molécula do antifingico com o ergosterol. A
formacao de poros desestabiliza o equilibrio de ions no interior da célula,
com o extravasamento de eletrélitos, levando a morte celular (Holz, 1974;
Cavassin et al. 2021). Devido a semelhanca entre a molécula de ergosterol,
presente nas células fungicas, e a de colesterol, presente nas células de
mamiferos, o antifingico pode se ligar ao colesterol, apresentando forte
toxicidade para as células humanas. Para minimizar esses efeitos,
formulac@es lipidicas menos téxicas foram criadas (Cavassin et al. 2021,
Galis et al. 1990). Il. Dano oxidativo. A anfotericina B produz um estresse
oxidativo produzindo forte dano, levando a morte celular, por mecanismos
nao totalmente desvendados.

A aquisicdo de resisténcia a antifangicos poliénicos € baixa, mas
pode, eventualmente, ocorrer devido a alguns fatores, como: modificagédo do
posicionamento do ergosterol na membrana dificultando o encontro do
farmaco com o alvo, mudangas conformacionais no ergosterol diminuindo a
afinidade dos polienos ou, ainda, alteracdes na relacdo esterol/fosfolipideos.
Isolados clinicos de leveduras resistentes a anfotericina B apresentam

mutacdes nos genes erg2 e erg3, ligados a modificacbes na qualidade e
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quantidade de lipidios da membrana fungica (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2013;
Galis et al. 1990; Cavassin et al. 2021).

HoW OH
mH sz

Figura 5. Estrutura molecular da anfotericina B.

Fonte: http://www.chemspider.com

1.4.2 Equinocandinas

As equinocandinas sao antifingicos que possuem um alvo terapéutico
diferente do ergosterol. S&o inibidores da enzima responsavel pela sintese
do polissacarideo (1,3) -B-D-glucana, composto essencial na estrutura da
parede celular. (Fera et al. 2009, Deresinski & Stevens, 2003).

Estes farmacos promovem efeito fungistatico em cepas de Aspergillus
e acao fungicida para algumas espécies de Candida. Estédo licenciadas no
Brasil: caspofungina, micafungina e anidulafungina (Figura 6). Micafungina
ou caspofungina sao utilizadas em terapias de resgate em casos de
aspergilose (Sales 2009; Fera et al. 2009).

A resisténcia as equinocandinas pode estar associada a mutacdes no
gene FKS1 e FKS2 em espécies do género Candida, que codifica a enzima
glucano sintetase para formacdo do polissacarideo. A delecdo do gene
FKS1 ocasiona a diminui¢do de (1,3) -B-D-glucana e o aumento de quitina e
manana na parede celular. J& a delecdo do FKS2 ndo gera defeito na
parede celular, porém a delecdo dos dois genes ndo é viavel (Fera et al.
2009).
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Figura 6. Estrutura molecular de trés equinocandinas em uso no Brasil

A- Caspofungina; B- Anidulafungina; C- Micafungina.

Fonte: http://www.chemspider.com

1.4.3 Triaz6is

Os farmacos triazdis sdo compostos sintéticos que apresentam trés
atomos de nitrogénio e dois de carbono no anel triazdlico. Atuam no
processo de biosintese do ergosterol, composto presente na membrana
fungica. Ao bloquear a enzima 14-a-demetilase, o0 ergosterol ndo é
sintetizado e os precursores intermediarios se acumulam na superficie
celular fungica, resultando na diminuigdo do crescimento do fungo. Os genes
homologos que codificam essa enzima no género de Aspergillus spp. sao
Cyp51A e Cyp51B, ja nas leveduras o gene € ERG11 (Alcazar-Fuoli &
Mellado, 2013; Fera et al. 2009). Esses farmacos sdo menos toxicos do que
0s polienos, porém, com maior possibilidade de enfrentarem resisténcia
fungica. Voriconazol é o farmaco de primeira escolha para casos de
aspergilose, podendo ser administrado tanto via oral, quanto intravenosa.
Em casos graves, principalmente, da forma invasiva da doenca é utilizada a

anfotericina B (Sales, 2009; Kosmidis & Denning, 2015). Em casos de
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intolerancia ou refratariedade se utiliza o posaconazol, ou itraconazol, ou
mesmo formulacdes lipidicas de anfotericina B (Figura 7).

A duracao do tratamento ainda ndo € definida (pode variar de 6-12
semanas) e deve ser realizado o constante monitoramento dos sinais e
sintomas da doenca. Em casos de aspergiloma (bola flungica), a cirurgia
deve ser considerada e avaliada (Walsh et al. 2008). O tratamento primario
de infeccbes causadas por A. terreus deve ser com um composto triazolico,
devido a resisténcia intrinseca que essa espécie pode apresentar a
anfotericina B (Sales, 2009).

A ( B

Q

X OO0

Figura 7. Estrutura molecular dos principais triazois de uso clinico
A- Itraconazol; B- Voriconazol; C- Posaconazol.

Fonte: http://www.chemspider.com

Os mecanismos de resisténcia a triazois sédo variados e incluem
modificacdbes no gene Cyp51, que codifica a enzima 14-a-demetilase.
Pacientes com um isolado que apresenta uma mutacdo no gene Cyp51
apresentam uma alta probabilidade de falha terapéutica (Schoustra et al.
2019). As mutacBes observadas em isolados clinicos de Aspergillus spp.
resistentes aos azois podem ser em pela troca de aminoacidos especificos
ou a insercao de repeticbes na regidao promotora do gene cyp51A (Latgé
1999; Alastruey-lzquierdo et al. 2015; Jeanvoine et al. 2020; Lestrade et al.
2019; Lockhart et al. 2020). Ainda, a superexpressao do gene Cyp51A com
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ou sem mutacbes Unicas na regido promotora constitui um segundo
mecanismo importante na aquisicao de resisténcia aos antifungicos azolicos
(Jeanvoine et al. 2020). Ainda, ha relatos de cepas resistentes pela presenca
de uma via alternativa para biossintese do ergosterol ou superexpressao de
bombas de efluxo do farmaco intracitoplasmatico (Alcazar-Fuoli & Mellado,
2013; Lestrade et al. 2018; Lestrade et al. 2019; Lockhart et al. 2020).

As mutacdes mais relevantes em Aspergillus, sob o ponto de vista
clinico, sdo aquelas que induzem resisténcia aos farmacos triazélicos. Como
a classe de farmacos tem o mesmo mecanismo de acdo, em regra, uma
cepa que desenvolveu resisténcia a um triazol, serd também resistente a
outros, fendmeno denominado resisténcia cruzada. De outro modo, sdo mais
raros 0s casos de multirresisténcia, em que uma cepa € insensivel a mais de
uma classe de farmacos. A resisténcia cruzada tendo sido demonstrada, in
vitro e in vivo, entre os antifingicos triazéis de uso clinico e de uso agricola,
gue sdo estruturalmente semelhantes (Qiao et al. 2008; Verweij et al. 2009;
Ishida 2015; Beer et al. 2018). Pode haver processo de selecdo de cepas
resistentes a fungicidas triazolicos que pertencem a classe dos farmacos e,
caso tais cepas sejam inaladas e produzam infec¢do, h& o risco de micose
refrataria a tratamentos de primeira escolha, como voriconazol (Brauer et al.
2019; Azevedo et al. 2015).

1.5 Antifingicos triazélicos como fungicidas de uso agricola

Compostos triazolicos sdo, amplamente, utilizados também, como
fungicidas em plantacbes para eliminagdo de fungos fitopatdogenos e
preservacdo da qualidade de produtos agricolas. No Brasil, difenoconazol,
metconazol e tebuconazol (Figura 8) sdo os fungicidas sistémicos
majoritarios no comeércio. O amplo emprego de tais agrotoxicos, em culturas
de hortalicas entre outras, resulta em aumento de produgéo, mas pode gerar
impacto ambiental, desde que, sua pulverizagdo pode se difundir no
ambiente, contaminando plantas, solos e ar com particulas que atingem

fungos nao fitopatdgenos, que habitam o solo, como os do género
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Aspergillus. Conidios e hifas presentes no solo exposto a fungicidas
triazolicos podem expressar os mecanismos de resisténcia, como descrito

anteriormente (Azevedo et al. 2015).
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Figura 8. Estrutura molecular de trés fungicidas triazélicos
A-Difenoconazol; B-Metconazol; C-Tebuconazol.

Fonte: http://www.chemspider.com

Conforme descrito, conidios de Aspergillus sdo inalados, diariamente,
por individuos que podem apresentar uma, ou mais, condicdes
predisponentes para desenvolvimento de aspergilose. As cepas ambientais,
pertencentes as distintas espécies, possuem resisténcia a antifingicos em
graus distintos, em decorréncia de sua heranca genética que reflete a
histéria de exposicdo prévia a antifungicos, dentre os principais fatores
(Azevedo et al. 2015).

No Brasil sdo poucos o0s estudos que descrevem as espécies
prevalentes em amostras de ar atmosférico exterior (Tavora et al. 2003;
Mezzari et al. 2002; Mezzari et al. 2003; Xavier et al. 2007) e nenhum deles

apresenta os resultados com base em metodologia molecular ou protedmica.
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Ainda, nenhum dado existe sobre a ocorréncia de resisténcia em
isolados do ar, empregando métodos de referéncia para essa determinacao.
Portanto, h& véarias lacunas sobre a frequéncia de fenotipos resistentes aos
antifingicos e suas espécies em regides brasileiras, como no estado de S&o
Paulo. Tal conhecimento pode contribuir para a compreensédo da dinamica
de transmissdo da aspergilose e levantar hipoteses sobre a dimenséo e
origem da resisténcia antifingica em casos da doenca.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

Identificar as espécies e avaliar o perfil de suceptibilidade a antifingicos de
agentes de aspergilose, dispersos em meio ambiente, em regides de 5

estados do Brasil, contribuindo para a epidemiologia do agente.

2.2 Objetivos especificos
e Investigar presenca de Aspergillus em amostras de ar atmosférico;
e Determinar frequéncia de espécies cripticas de Aspergillus, e

e Avaliar ocorréncia de fenoticos de resisténcia a compostos triazolicos,

seu uso clinico e agricola, e a anfotericina B.
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3. Material e Métodos

3.1 Isolados

Cento e vinte e oito isolados de Aspergillus spp., provenientes de
empresa especializada no ramo de analise ambiental (Controlbio Assessoria
Técnica Microbiologica, Brasil) foram objeto do estudo. Os isolados foram
obtidos em placas de Petri contendo agar Sabouraud com cloranfenicol (7
dias/ 30°C), por impactacdo de 20 L, de ar atmosférico de ambientes
internos e externos, no equipamento Andersen (E-6 Impactador Bioaerosol
Tipo Andersen, Brasil), no periodo de janeiro a marco de 2020. Os isolados
foram obtidos de 114 amostras de ar de 5 estados: Minas Gerais, S&o Paulo,
Rio de Janeiro, Bahia e Rio Grande do Sul (Figura 9), sendo a maioria de
ambientes internos (89%; 102/114).

Os isolados foram recebidos no Nucleo de Micologia, do Centro de
Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz, para purificacdo das
colénias de Aspergillus spp., identificacdo fenotipica, teste de sensibilidade a
compostos triazélicos e extracdo de DNA das colonias de Aspergillus para

posterior identificacdo molecular da espécie.
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Cidades
Rio das Ostras
Viamao

Mogi das Cruzes

Jacarei

Ribeirdo Preto

Barueri

Diadema

Louveira

Sao Bernardo do Campo

Aruja

Guarulhos

Suzano

Valinhos

Maua

Santo André

Itu

Bauru

Campinas

S&o José dos Campos

Sorocaba

Pogos de Caldas

Sio Sebastido do Paraiso Locais das Coletas
Belo Horizonte [ Bahia

Rio de Janeiro [l S3o Paulo

Sdo Paulo [ Rio de Janeiro
Salvador [ Rio Grande do Sul
Porto Alegre

I3 Minas Gerais
250 500 km

Figura 9. Cidades e estados de origem dos 128 isolados de Aspergillus spp.

3.2 Isolamento e purificacdo

Cada coldnia com caracteristicas morfologicas de Aspergillus spp. foi
retirada da placa e identificada por andalise micromorfolégica, sob
microscoépio 6tico comum, aumento de 400x, com corante de lactofenol azul
de algoddo. As colbnias com caracteristicas de Aspergillus spp. foram
repicadas para placas contendo agar batata (Acumedia/Neogen, EUA) a
30°C por 7 dias e, posteriormente, analisadas macroscopicamente e
microscopicamente, e quando necessario foram repicadas novamente até
obtencdo de coldnias puras. Assim que as amostras foram purificadas,
seguiu-se com as identificacdes taxondmicas e identificacdo molecular.

3.3 Taxonomia e preservacgao

A taxonomia foi realizada de acordo com o livro “ldentification of
common Aspergillus species - Maren A. Klich, 2002”, sendo o livro mais
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completo disponivel com dados morfolégicos das colonias, do crescimento,
das estruturas microscopicas em diferentes temperaturas e varios meios de
cultura.

Para essa analise, foram utilizados dois meios de cultura principais,
agar Czapek e agar Malte. Com o crescimento, foram observadas as
estruturas a olho nu e no microscopio, sendo as seguintes caracteristicas
analisadas: Cor do conidio, das vesiculas. Diametro da colénia (ap6s 7 dias
de crescimento) inoculada a 3 pontos equidistantes na placa de petri com
agar, cor do micélio, producdo de exsudatos, producdo de cleistotécios, ja
microscopicamente, foram analisados o grau de camadas de células entre a
vesicula e as fialides (unisseriados e bisseriados), formato da vesicula,
formato do conidio, cor e textura, assim como cor e textura da estipe e
células de hille. A chave de identificacdo dicotdbmica de acordo com Kilich,
2002 foi utilizada para a definicdo de secdo e ndo espécie, segue um

exemplo na Figura 10.

|1. Predominante DiSSEriaton. ... .o e veeeiueieet ettt et 2 |
1. Predominante UNISSErIAd0 ... cc.ceuieeeierieeiiieieiee et ee et et te e etee e e e e sae e ermbe e e e s ansenaseeneens 43

|2. Didmetro da colonia maior que 45 mm em 3gar Malte ........ccovevieivie s 3 |
2. Diametro da col6nia menor que 45 mm em 3gar Malte ......coovvviiveeviiccie e eees 22
IB. Tons de verde a verde azulado de conidios em czapek .......ccovvvieeiivice s e 4 |
3. Conidios de outros tons (ndo verde) @M CZaPeK ......c.cooeeueeeieie e 11
|4. A maior Vesicula menor que 20 um de largura, estipes marrom com o tempo................. 5 |
4. A maior Vesicula maior que 25 um de largura, estipes continuam sem coloragdo ............ 7

|5. Diametro da colonia menor que 35 mm em czapek a 37°C, sem cleistotécio-> A. caespitosusl

5. Diametro da colonia maior que 50 mm em czapek a 37°C, cleistotécio presente............. 6

* Atualmente, a definicdo de espécie necessita sequenciamento entdo ja que Aspergillus
caespitosus é da segdo Nidulantes, foi considerado apenas a segao.

Figura 10. Exemplo da chave de identificacdo taxonOmica utilizada para
identificacdo da sec¢éo de Aspergillus.
Fonte: Adaptado de Klich 2002
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A seguir, foram armazenadas sob temperatura ambiente em agua
destilada (método de Castellani) e congelada em glicerol 10% em freezer -
20, e repicadas em tubos contendo agar Sabouraud sem cloranfenicol para a
determinacdo de MIC dos compostos triazolicos clinicos e fungicidas
agricolas. Também, foram enviadas para o ndcleo de colecdo de
microrganismos do Instituto Adolfo Lutz, para serem liofilizadas e

depositadas na biblioteca do Instituto.

3.4 ldentificacdo Molecular

A identificagcdo de espécie de cada colénia foi realizada no
Laboratério de Epidemiologia Molecular e Doencgas Infecciosas
(LEMDI) da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Estadual de
Campinas (FCM-UNICAMP) ap0s a extracgdo de DNA no Nucleo de
Micologia, do Centro de Parasitologia e Micologia do Instituto Adolfo Lutz.

3.4.1 Extracdo de DNA

Coldnias desenvolvidas em agar malte, com crescimento de 48 horas,
para Aspergillus spp. da secao Nigri, e crescimento de 3 a 5 dias, para as
demais secdes foram submetidas a extracdo de DNA. A remocdo dos
conidios foi feita com raspagem da superficie de cada coldnia, utilizando-se
swab estéril, os quais foram suspensos em 2 mL de solug&o salina 0,85%
estéril com beads de vidro estéreis contidos em criotubo. Cada criotubo foi
homogeneizado por 2 minutos em vortex e depois processado com o kit
Biogene (Bioclin, Brasil) de extragdo de DNA/RNA. As instru¢bes do
fabricante foram seguidas, com pequenas modificacdes, quanto a:
quantidade de proteinase K (Kit Biogene, Bioclin) (20 uL/ amostra) e ao

tempo de incubagé&o (1 hora a 56°C).

3.4.2 Amplificacdo do DNA
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Amplificacdo do DNA extraido foi realizada por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) convencional, utilizando-se os primers especificos para o
gene da B-tubulina e para o gene da calmodulina, quando o resultado do
sequenciamento nédo foi satisfatério.

As sequéncias de bases dos iniciadores foram para B-tubulina bt2a:
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTT e para B-tubulina bt2b:
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC (Glass et al. 1995).

Para o sequenciamento do gene da calmodulina, os primers utilizados
foram cmd5: CCGAGTACAAGGAGGCCTT e cmd6:
GGCTATCTCCAGTATTGCACC (Hong et al. 2006).

As PCRs foram realizadas em tubos de 200 uL, contendo 12,5 uL de
PCR Master Mix (Gotag® Green Master Mix, Promega), 1,25 uL de cada
primer a 10 nM, 8 pL de agua milli-Q e 2 yL de DNA, para um volume final
de 25uL. A solucdo do mix contém Taqg DNA polimerase, dNTPs, MgCl, e
tampdes em concentracdes Otimas para amplificagdo do DNA por PCR. A
solucdo contém, ainda, dois corantes que permitem monitorar o curso da
eletroforese e possui densidade suficiente para que o produto da PCR seja
aplicado, diretamente, no gel. Em seguida, foi realizada reacéo de PCR, com
sistema comercial (Invitrogen, Califérnia, EUA) utilizando os primers da 3-
tubulina: bt2a e bt2b e da calmodulina: cmd5 e cmd6, no seguinte protocolo:

1 X 95°C 2 minutos

40 X 95°C 30 segundos

40 X 58°C 30 segundos

40 X 72°C 1 segundos

1 X 72°C 1 minuto

4°C Infinito

3.4.3 Reacao de sequenciamento
Apds o PCR foi feito um gel de agarose a 1,5%, com 4 mm de

espessura, com 0,5 uL de loading juice com 5 uL de amostra e 4 uL de

escala 1 Kb Plus (Invitrogen, EUA) para observacao de bandas de DNA.

36



Os amplicons foram purificados com EXoSAP-IT Express
(ThermoFisher Scientific, EUA), seguindo o seguinte protocolo:

ExoSAP-IT Express 2uL

Amostra (PCR) 5uL

e processados no termociclador, conforme segue:

1 X 37°C 4 minutos

1 X 80°C 60 segundos

4°C Infinito

Os produtos da PCR foram sequenciados utilizando-se o BigDye TM
Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA), de acordo com
as instrucbes do fabricante. Para o sequenciamento, foram preparadas
solugdes para cada primer forward ou reverse, em tubos diferentes:

Agua 5,0 pL

Big Dye® 1,0 yL

Tampao 1 uL

Primers 1,6 yM 1,0 uL

Amostra 2 uL

As amostras foram precipitadas e lavadas com etanol, em duas
etapas. Na primeira etapa, em cada amostra, foram adicionados 2,5 yL de
EDTA (125mM) e 30 uL de etanol 70% e segunda etapa com etanol a 100%
As amostras foram centrifugadas a 4000 rotacdes por minuto (rpm), a
temperatura de 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi descartado e, em
seguida, foram adicionados 30 pL de etanol 70% ao sedimento que foram
ressuspensos e, entao, centrifugados novamente a 4000 rpm, em 4°C por 15
minutos. O sobrenadante foi descartado e as amostras passaram por
secagem a vacuo. ApoOs a precipitacdo e lavagem com etanol, foram
acrescentados 10 pL de formamida HI-DI as amostras, que foram incubadas
em banho seco a 95°C por 2 minutos. Em seguida, colocadas em gelo

durante 2 minutos e aplicadas na placa de sequenciamento e levadas ao

37



sequenciador SeqStudio  Genetic  Analyzer (Applied Biosystems,
ThermoFisher Scientific, EUA).

As sequéncias foram observadas no programa Chromas 2.6.6 e
editadas usando o programa BioEdit 7.2.5. Os dados foram analisados em
dois bancos de dados, o National Center for Biotechnology Information
(NCBI) com a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST)
pertencente ao Genbank (disponivel em:
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e o CBS-KNAW (Fungal Biodiversity

Center, Utrecht, The Netherlands) - MycoBank (Disponivel em:
http://www.mycobank.org/).

3.5 Teste de sensibilidade

3.5.1 Procedimentos

A base para a realizacdo do teste de sensibilidade a antifungicos foi o
documento da European Committee on Antibiotic Susceptibility Testing
(EUCAST): EUCAST antifungal MIC method for moulds E. Def 9.3.2, para
estabelecer o MIC dos antifungicos (Disponivel em www.eucast.org).

Placas de 96 orificios, fundo reto e com tampa, foram usadas para o
método de microdiluicdo em caldo, para avaliacdo dos fungicidas:
tebuconazol, metconazol e difenoconazol (Dr. Ehrenstorfer GmbH,
Alemanha) e dos antifiingicos clinicos: itraconazol (Merck, EUA), voriconazol
(Sigma, EUA), Posaconazol (Sigma, EUA) e anfotericina B (Sigma, EUA).
Cada placa foi preenchida com 100 uL de cada uma de 10 concentragcdes de
cada antifungico, (0,015 mg/L a 8 mg/L), sendo uma em cada coluna.

Cada isolado foi repicado em agar Sabouraud sem cloranfenicol,
incubado a 30°C por 2 a 5 dias, até esporulagéo, para preparo de suspensao
de conidios em 5mL de agua esterilizada contendo 0,1% de Tween 20. O
indculo foi ajustado para conter entre 2-5 x 10° ufc/mL, com auxilio de uma
camara de Neubauer.

O indculo foi, entédo, diluido a 1: 10 em meio liguido RPMI 1640

(Sigma, EUA) com L-glutamina, indicador de pH e sem bicarbonato, glicose
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a 2% e pH 7,0. Cem microlitros de cada inoculo foi adicionado a uma linha
da placa contendo antifungico. Em cada placa foram analisados 6 in6culos.
Para controle de qualidade da diluicdo dos antifingicos, em cada placa
foram adicionados inoculos, preparados conforme descrito, de 2 cepas
padrao em todas as placas: Candida krusei ATCC 6258 e Candida
parapsilosis ATCC 22019. As cepas sdo preconizadas como controle de
qualidade pelo documento E.Def. 9.3.2. Uma coluna foi destinada ao
controle positivo de crescimento (isenta de antifingico) e outra serviu como
controle negativo, ou de esterilidade do meio liquido (sem adicao de indculo
e de antifungico). Um esquema do fluxo de trabalho, empreendido para
preparo do inéculo e adi¢do a placa contendo antifingico para realizacédo do
teste de sensibilidade, consta na Figura 11.

A incubacédo da placa foi de 24 horas a 48 horas sob 30°C. A leitura
da inibicho do crescimento de cada isolado, revelada por analise da
auséncia de turbidez frente a cada concentracdo de antifiingico, indicou o
resultado de MIC. A inibicdo completa (100%) do crescimento fungico foi

feita em comparacdo aos controles positivo e negativo.

39



Suspenséo
fungica em
agua destilada
esteéril

Ajustar a concentracdo
da suspensdo de
conidios com
contagem em camera
de Neubauer (2 a5x10°

conidio/mL)
Ny
Colénia com
crescimento de 2 100 uL
a 5 dias em agar inéeculo
Sabouraud sem v
cloranfenicol
fE—
1234567 89101112
N E +
B IIIIOOPOOYOYYMD
c IIIIIOOOPOOYOYYMD
o} i\ EEEREEEEEDE D]
E IO
F IIIIOIOPOOYOYYMD
G IIIAIIIIIIAIIIIND
H 3323320902y

100 L em cada orificio dalinha
do2ao0 11, sendoo 1 ocontrole
negativo e o 12 o controle positivo.
Cada linha, uma amostra.
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RPMI 1640 + suspensdo fungica
Concentragao final: 1-2,5 x 10° conidio/mL

Figura 11. Esquema de fluxograma empregado para preparo de um inéculo
(isolado A) e sua adicdo a uma placa contendo antifiUngico para o teste de
sensibilidade a antifungicos.

Fonte: produzido com imagens do site https://smart.servier.com

3.5.2 Interpretacéo dos resultados de MIC

A interpretacdo dos resultados de TSA foi realizada de acordo com os
pontos de corte clinicos (breakpoints), disponiveis no documento do
EUCAST para algumas espécies de Aspergillus. Em caso de inexisténcia de
breakpoints, foram aplicados pontos de corte epidemiologicos
(epidemiological cutoff value, ou ECOFF) para interpretagéo dos valores de
MIC.

3.5.2.1 Classificagéo segundo pontos de corte clinico-breakpoint
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Para avaliar a sensibilidade de Aspergillus spp. foram utilizados os
breakpoints existentes no site do EUCAST para algumas espécies conforme
a Tabela 1. Isolados de Aspergillus fumigatus para os quais o MIC de
voriconazol apresentou valor >1 mg/L e itraconazol apresentou valor >2
mg/L foram, entdo, classificados como resistentes para esses antifingicos.
Assim como, os isolados de Aspergillus flavus que apresentaram MIC >2
mg/L foram classificados como resistentes para esse antifungico. Dessa
forma, para Aspergillus terreus frente ao itraconazol e posaconazol,
Aspergillus nidulans frente ao itraconazol e voriconazol também é possivel

classifica-los de sensiveis a resistentes.

Tabela 1. Breakpoints (MIC, em mg/L) disponiveis para 5 espécies de
Aspergillus, segundo EUCAST

A. flavus A. fumigatus A. niger A. terreus A. nidulans
miC sc R> ATU g¢ R> ATU g R> ATU gc R> ATU g< R> ATU
(mg/L)

ITZ 1 2 2 1 2 2 - - - 1 1 2 1 1 2
vVCz - - 1 1 2 - - - - - - 1 1 2
PSZ - - - 012 0, 025 - - - 0,12 025 0,25

25
AMB - - - 1 1 - 1 - -

EUCAST, VCZ:Voriconazol; ITZ:ltraconazol; PSZ:Posaconazol; DFZ:Difenoconazol;
MTZ:Metconazol; TBZ: Tebuconazol; AMB: Anfotericina B; ATU: Area of Technical
Uncertaint (area de incerteza técnica)

Fonte: adaptado do site:

https://www.eucast.org/fileadmin/src/media/PDFS/EUCAST files/AEST/Clinical brea
kpoints/AFST BP v10.0 200204 updatd links 200924.pdf

3.5.2.2 Classificacdo segundo pontos de corte epidemiolégicos-ECOFF
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Para as demais espécies/secdes e antifungicos, frente a auséncia de
breakpoints, foram usados os valores de ECOFF. A classificacdo, conforme
notas técnicas disponiveis do documento EUCAST, permitiu a classificacdo
dos isolados em selvagens (wild-types), que apresentam o valor de MIC até
o ECOFF, ou néo selvagens (non wild-types), que apresentam valor de MIC

acima do ECOFF, para alguns isolados conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Pontos de corte epidemiolégicos - ECOFF disponiveis para 5
espécies de Aspergillus, segundo EUCAST

Antifingicos e valores de MIC (mg/L)

Espécies VCZ ITZ PSz AMB
A. fumigatus 1 1 0,5 1

A. flavus 2 1 0,5 4

A. nidulans 1 1 0,5 ND
A. niger 2 4 0,5 1

A. terreus 2 1 0,25 4
EUCAST,

VCZ:Voriconazol; ITZ:ltraconazol; PSZ:Posaconazol; AMB: Anfotericina B; ND: Not
determined (ndo determinado)

Fonte: adaptado de notas técnicas, Hope et al. 2013; Arendrup et al. 2012; Guinea
et al. 2020.

3.5.2.3 Outra classificacéo

Para valores de MIC obtidos de testes com espécies e farmacos para
0s quais ndo ha breakpoint ou ECOFF determinados, a interpretacéo foi
realizada por comparacdo a dados existentes na literatura. Para esse fim, foi
realizada revisao narrativa de artigos pertinentes e analisados os resultados
de MIC frente aos obtidos neste estudo. Para a revisdo da literatura em

lingua inglesa, nos ultimos 20 anos, foi realizada busca na base de dados
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PubMed/Medline, utilizando os descritores: nome da espécie OU nome da
secdo + antifungal susceptibility testing OU epidemiological cutoff value OU
“ECOFF” ou “EUCAST”.

3.6 Anélise estatistica

Os resultados de MIC foram analisados estatisticamente pela
comparacao de valores absolutos e das medianas através dos seguintes
testes: Teste de Variancia, teste de Shapiro-Wilk e teste T pareado, teste de
Wilcoxon, Teste de Friedman. Foram considerados relevantes valores de
p<0,05.
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4. Resultados

As colbnias de 128 Aspergillus foram recuperadas de 114 placas de
Petri, nas quais foram impactados 20 L de ar atmosférico de cidades
diversas. Do total de placas, 72% (82/114) apresentaram colGnias de
Aspergillus spp., sendo oriundas de 27 cidades: Sao Paulo (n=27),
Guarulhos (n=15), Suzano (n=6), Valinhos (n=3), Itu (n=3), Santo André
(n=2), Barueri (n=2), Sdo José dos campos (n=2), Aruja (n=1), Sorocaba
(n=1), de acordo com a tabela 3. Em 27% (22/82) das placas houve
crescimento de colbnias diversas, em cores e texturas, indicando presenca
de vérias secoes (Figura 12).

O numero médio de colbnias de Aspergillus, por placa foi de 1,6,
sendo que 61% (50/82) das placas continham uma coldnia de Aspergillus
spp., 22% (18/82) continham duas colonias, 13,4% (11/82) continham trés
colénias, 2,4% (2/82) apresentaram quatro colonias e em 1,2% (1/82) foram

observadas cinco colonias.

Tabela 3. Origem e numero de placas de Petri positivas para colonias de
Aspergillus spp.

Estado Cidade Numero Bairro
de placas

Jurubatuba, Lapa, Butantd, Indiandpolis,

Sao Paulo 27 Mooca, Vila Morumbi, Pinheiros, Vila
(27/82; 32,9%) Pirituba, Bela Vista, Aclimacéo, Sdo Miguel
Paulista.
Guarulhos
Sao Paulo (18,3%) w "
0,
(71/82; Su;ano (7,3%) 6 NI
86,6%) Valinhos (3,6%) 3 NI
Itu (3,6%) 3 Sao Luiz/Cruz das almas
Santo André
(2,4%) 2 Jacatuba
Séao José dos 5 NI
Campos (2,4%)
Barueri (2,4%) 2 NI
Sorocaba .
(1,2%) 1 Praca Pio XIlI
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Maué (1,2%) 1 Jardim Oratorio
Bauru (1,2%) 1 Distrito Industrial 1l
Aruja (1,2%) 1 Centro Industrial
Jacarei (1,2%) 1 NI
Séo Bernardo
do Campo 1 NI
(1,2%)
Mogi das
Cruzes (1,2%) 1 NI
Diadema (1,2%) 1 NI
Campinas
(1,2%) 1 NI
Louveira (1,2%) 1 NI
Ribeirdo Preto . L
(1,2%) 1 Jardim América
Belo horizonte
(1.29%) 1 NI
Minas Gerais Pogcg gcoa/oc):alda 1 NI
. 0 k)
e S S&o0 Sebastiao
do Paraiso 1 NI
(1,2%)
Rio de Rio de Janeiro 2 Vila Isabel
0 .
Janeiro (4/82; . (3,6%) 1 Madureira
4,9%) Rio das Ostras 1 NI
(1,2%)
Rio Grande Viamao (1,2%) 1 NI
do Sul (3/82;  Porto Alegre
3,6%) (2.4%) 2 Azenha
Bahia (1/82; 0
1,20) Salvador (1,2%) 1 NI

NI: Nao Informado
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Figura 12. Placas contendo colbnias fangicas em &gar Sabouraud,
incubadas a 30°C por 7 dias. Flechas indicam coldénias com caracteristicas
de sec¢0Oes diversas de Aspergillus

Fonte: Acervo pessoal

4.1 SecgOes e espécies

Cada colbnia de Aspergillus foi considerada, para fins deste estudo,
como um isolado, totalizando 130, dos quais dois (1,5%) nao foram
recuperados e, portanto, excluidos da analise.

Os 128 isolados de Aspergillus spp. foram separados em 8 secoes,
incluindo: Nigri (50,8%; 65/128), 29,7% (38/128) pertencente a secdo Flavi,
9,3% (12/128) pertencente a sec¢do Circumdati; 4,6% (6/128) pertencente a
secdo Fumigati; 1,6% (2/128) pertencente a secdo Restricti; 1,6% (2/128)
pertencente a secao Clavati, 1,6% (2/128) pertencente a secao Terrei, 0,8%

(1/128) pertencente a secdo Nidulantes (Figura 13).
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Figura 13. Secdes de 128 isolados de Aspergillus obtidos de ar atmosférico

de 27 cidades de 5 estados Brasileiros, 2020

As espécies de 75% (96/128) isolados puderam ser definidas por
sequenciamento dos genes da B-tubulina e da calmodulina avaliados de
acordo com o banco de dados do BLAST, pertencentes ao Genbank, e estdo
retratadas na Tabela 4 e Figura 14.

Para 20 sequenciamentos, a consulta a dois bancos de dados,
BLAST (Genbank) e Mycobank (CBS-KNAW), gerou resultados conflitantes,
desde que indicaram espécies distintas (Tabela 5). Para todos estes casos,
considerou-se a espécie de acordo com o resultado do Genbank.

Para os demais isolados (25%; 32/128) os resultados de identificacédo
de espécie foram inconclusivos, ap0s sequenciamento génico (37,5%;
12/32) ou nédo foram obtidos por problemas técnicos na fase de extragdo de

DNA (62,5%; 20/32), impedindo o sequenciamento posterior (Tabela 6).
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Tabela 4. Espécies de 96 isolados de Aspergillus obtidos de ar atmosférico

de 23 cidades em 5 estados do Brasil, em 2020.

Espécie

Gene Sequenciado

Secao

Aspergillus flavus (n= 20)
Aspergillus bombycis (n= 6)

Aspergillus tamarii (n= 4)

Aspergillus sojae (n=1)

Aspergillus parasiticus (n= 1)
Aspergillus arachidicola (n= 1)
Aspergillus niger (n=19)
Aspergillus neoniger (n= 1)
Aspergillus welwitschiae (n=11)
Aspergillus awamori (n=7)
Aspergillus luchuensis (n=2)
Aspergillus tubingensis (n= 6)
Aspergillus steynii (n=4)

Aspergillus ochraceus (n= 2)

Aspergillus persii (n= 1)

Aspergillus fumigatus (n= 6)
Aspergillus allahabadii (n= 2)

Aspergillus clavatus (n= 2)

B-tubulina
B-tubulina/Calmodulina
B-tubulina/Calmodulina
B-tubulina
B-tubulina
B-tubulina
B-tubulina/Calmodulina
B-tubulina/Calmodulina
B-tubulina/Calmodulina
B-tubulina/Calmodulina
B-tubulina/Calmodulina
B-tubulina/Calmodulina
B-tubulina
B-tubulina
B-tubulina
B-tubulina
B-tubulina

B-tubulina

Flavi

Flavi

Flavi

Flavi

Flavi

Flavi

Nigri

Nigri

Nigri

Nigri

Nigri

Nigri
Circumdati
Circumdati
Circumdati
Fumigati
Terrei

Clavati
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Flavi Nigri Circumdati Fumigati Clavati Terrei
B Aspergillus flavus W Aspergillus bombycis W Aspergillus tamarii Aspergillus sojae Aspergillus parasiticus Aspergillus arachidicola
[ ] Aspergillus niger W Aspergillus welwitschiae Aspergillus awamori Aspergillus tubingensis Aspergillus luchuensis
Aspergillus neoniger B Aspergillus steynii Aspergillus ochraceus Aspergillus persii B Aspergillus fumigatus Aspergillus clavatus

B Aspergillus allahabadii

Figura 14. Espécies de 96 isolados de Aspergillus, de acordo com a sec¢édo, obtidos de ar atmosférico de 23 cidades de 5

estados do Brasil, em 2020.
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Tabela 5. Resultados divergentes na identificacdo de espécie de

isolados, segundo dois bancos de dados utilizados (BLAST e Mycobank)

20

Mycobank

BLAST

Secao

Aspergillus oryzae
S:86.36% 0:94.57%

Aspergillus parasiticus
S:90.49% 0:85.61%

Aspergillus arachidicola
S:99.43% O: 99.81%

Aspergillus arachidicola
S:99.44% O: 99.81%

Aspergillus parasiticus
S:99.43% O: 99.81%

Aspergillus latus
Aspergillus quadrilineatus
Emericella nidulans
S:100% 0:94.25%

Aspergillus lacticoffeatus
S:98.38 % 0:96.21%

Aspergillus lacticoffeatus
S:99.42 % 0:85.95%

Aspergillus lacticoffeatus
S:99.56 % 0:92.78%

Aspergillus lacticoffeatus
S:99.62 % 0:88.44%

Aspergillus tubingensis
S:86.93 % 0:88.09%

Aspergillus welwitschiae
S: 98.88% O: 90.83%

Aspergillus welwitschiae
S: 99.82% O: 92.50%

Aspergillus welwitschiae
S:99.81% O: 98.88%

Aspergillus welwitschiae

Aspergillus flavus
QC:99% PI:92.74%

Aspergillus flavus
QC:100% PI:93.29%

Aspergillus parasiticus
QC:100% PI:99.43%

Aspergillus sojae
QC:100% PI:99.06%

Aspergillus arachidicola
QC:99% PI:99.43%

Emericella nidulans
Emericella parvathecia
Aspergillus latus
QC:99% PI:99.72%

Aspergillus niger
QC: 99% PI: 98.65%

Aspergillus niger
QC: 99 PI: 99.83%

Aspergillus niger
QC: 99% PI: 99.38%

Aspergillus niger
QC: 100% PI: 99.83%

Aspergillus neoniger
QC: 97% PI: 91%

Aspergillus awamori
QC: 99% PI: 99.64%

Aspergillus awamori
QC: 100% PI: 98.49%

Aspergillus awamori
QC: 100% PI: 99.81%

Aspergillus awamori

Flavi

Flavi

Flavi

Flavi

Flavi

Nidulantes

Nigri

Nigri

Nigri

Nigri

Nigri

Nigri

Nigri

Nigri

Nigri
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S:100% O: 93.75% QC: 99% PI: 99,61%

Aspergillus welwitschiae Aspergillus awamori Nigri
S:99.43% O: 97.94% QC: 99% PI: 99.81%

Aspergillus welwitschiae Aspergillus awamori Nigri
S: 98.65% O: 96.82% QC: 99% PI: 99.25%

Aspergillus niger Aspergillus awamori Nigri

S:99.48% 0O: 96.78% QC: 99% PI: 99,66%
Aspergillus neoniveus Aspergillus allahabadii Flavipedes/
S:90.56% O: 97.87% QC:100% PI1:97.07% Terrei*
Aspergillus neoniveus Aspergillus allahabadii Flavipedes/
S:95.79% 0O: 99.81% QC:99% PI:98.85% Terrei*

QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), Pl: percentage
identification (porcentagem de identificacéo) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢édo). * A.

neoniveus e A. allahabadi sdo respectivamente das sec¢fes Flavipedes e Terrei.

Tabela 6. Secdes de 32 isolados sem identificacdo de espécie, devido a
resultados inconclusivos no sequenciamento ou ndo sequenciados, obtidos

de ar atmosférico de 23 cidade de 5 estados do Brasil, 2020

Secao Espécie Gene
Sequenciado

Nidulantes (n=1) Aspergillus latus / Aspergillus B-tubulina
guadrilineatus / Emericella
nidulans (n= 1)

Nigri (n=7) Aspergillus welwitschiae/ B-tubulina
Aspergillus niger (n=7)

Nigri (n=3) Aspergillus tubingensis/ B-tubulina
Aspergillus neoniger/

Aspergillus costaricensis (n= 3)

Nigri (n=1) Aspergillus luchuensis/ B-tubulina
Aspergillus niger (n= 1)

Circumdati (n=5) — —
Nigri (n=8) — —
Flavi (n=5) — —

Restricti (n=2) — —
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4.2 Sensibilidade a antifungicos

A sensibilidade global, a quatro farmacos e a tres fungicidas
agricolas, dos 128 isolados de Aspergillus spp. esta representada na Tabela
7 e Figura 15. A moda para o itraconazol foi de 0,5 mg/L, para voriconazol
foi 0,25 mg/L, posaconazol foi 0,5 mg/L, metconazol foi 0,25 mg/L,
tebuconazol foi 1,0 mg/L, difenoconazol foi 1,0 mg/L e para anfotericina B foi
1,0 mg/L. Diferenca significativa (p<0,05 no teste T, assim como no teste de
Wilcoxon) foi observada entre a média de MIC dos farmacos azoélicos e dos
fungicidas agricolas, indicando menor sensibilidade do conjunto de isolados
para os fungicidas.

Para a analise dos resultados de MIC, foram ainda determinados os
valores que englobam 50% dos isolados (MICsp) e o0s valores que englobam
90% (MICgp) dos isolados.

Os dados de identificacdo de secado, espécie e MIC obtidos para

todos os 128 isolados constam do Apéndice 1.
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Tabela 7. Distribuicdo de valores e intervalo de MIC, MIC5p e MICqo de anfotericina B e 6 compostos triazélicos, farmacos e
fungicidas agricolas, frente a 128 isolados de Aspergillus spp., obtidos do ar atmosférico de 27 cidades de 5 estados do
Brasil, 2020

MIC (mg/L) N° de isolados para os quais MIC (mg/L) foi:
[ 1

Antifangico Intervalo MICso MIC oo | 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8
ITZ 0,015-8 0,5 1 3 9 11 20 16 41 25 2 0 1
VCz 0,06-2 0,25 0,5 0 0 7 31 60 25 2 3 0 0
PSZ 0,03-2 0,25 1 0 6 10 20 24 53 11 4 0 0
MTZ 0,03-2 0,25 1 0 1 13 27 34 21 23 8 1 0
TBZ 0,12-8 0,5 2 0 0 0 10 22 32 42 15 3 4
DFZ 0,03-8 1 2 0 1 1 9 23 15 36 31 5 7
AMB 0,06-8 1 2 0 0 2 6 17 36 52 11 4 0

MIC, concentracdo inibitéria minima; MICso € MICgy valores que englobam 50% e 90% dos isolados, respectivamente; ITZ:
itraconazol, VCZ: voriconazol, PSZ: posaconazol, MTZ: metconazol, TBZ: tebuconazol, DFZ: difenoconazol, AMB: anfotericina B
Em negrito os valores modais para cada antifingico
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A sensibilidade aos antifungicos foi analisada segundo a secdo de
Aspergillus. Na secdo Nigri, foram identificados 13 isolados de Aspergillus
niger que se apresentaram sensiveis para anfotericina B (tabela 1) e 6
isolados considerados nédo selvagens, por apresentarem valor de MIC
superior ao ECOFF determinado. Para os demais antifungicos clinicos
(itraconazol, voriconazol e posaconazol) os isolados podem ser classificados
de acordo com ECOFF (tabela 2) como selvagens (apéndice 1). Os demais
isolados da secdo Nigri e pertencentes a outras espécies apresentaram
valores dentro do ECOFF definido para Aspergillus niger. No entanto, um
isolado identificado como Aspergillus welwitschiae foi classificado como néo
selvagem para itraconazol (Tabela 8, Figuras 16 e 17; Apéndice 1). Os
valores de MIC dos trés fungicidas de uso agricola ndo foram

correlacionados aos dos farmacos azélicos (p= 0,25).

Tabela 8. Distribuicdo dos valores de MIC, MICso € MICq, de farmacos e

fungicidas agricolas, frente a 65 isolados da secéo Nigri

Numero de isolados para os quais MIC (mg/L) foi de:

ANT. MICs, MICy | 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8

ITZ 0,5 1 3 7 3 13 4 15 19 O 0 1
VCZ 0,25 0,5 0 0 3 15 31 14 0 0 0
PSZ 0,5 0,5 0 1 7 13 5 36 1 0 0
MTZ 0,125 0,5 0 1 8 24 23 6 1 2 0 0
TBZ 0,5 1 0 0 0 8 15 20 22 O 0 0
DFZ 0,5 2 0 0 0 7 18 9 20 11 O 0
AMB 0,5 1 0 0 1 3 10 19 26 6 0 0

MIC (mg/L), concentracdo inibitéria minima; MICsq € MICy, valres que englobam
50% e 90% dos isolados, respectivamente; ANT: antifingico, ITZ: itraconazol, VCZ:
voriconazol, PSZ: posaconazol, MTZ: metconazol, TBZ: tebuconazol, DFZ:
difenoconazol, AMB: anfotericina B.
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Os dois isolados da sec¢éao Clavati, ambos Aspergillus clavatus, nao
puderam ser classificados quanto a sensibilidade, desde que, ndo h&
breakpoint nem ECOFF disponivel pelo EUCAST. Para os antifungicos
clinicos, assim como, para tebuconazol e metconazol os resultados de MIC
dessa espécie situaram-se no valor modal, enquanto MIC de difenoconazol e
MIC de posaconazol ficaram acima da moda global, ou seja, aquela
encontrada para o total de 128 isolados (Tabelas 7 e 9, Figuras 18 e 19).

Tabela 9. Distribuicdo dos valores de MIC, MICsy e MICyg de farmacos e

fungicidas, frente a 2 isolados da secao Clavati

NUumero de isolados para os quais MIC (mg/L) foi de:

ANT. MICs;, MICqy (0,0015 0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8
ITZ 0,125 0,5 0 0 0 1 0 1 0 0 0 O
VCzZ 0,5 0,5 0 0 0 0 0 2 0 0 0 O
PSZ 1 1 0 0 0 0 0 O 2 0 0 O
MTZ 0,25 0,25 0 0 0 0 2 0O 0 O0O O O
TBZ 0,5 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 O
DFz 8 8 0 0 0 0 0 O 0 O 0 2
AMB 0,06 1 0 0 1 0 0 O 1 0 0 O

ANT: antifangico, ITZ: itraconazol, VCZ: voriconazol, PSZ: posaconazol, MTZ: metconazol,
TBZ: tebuconazol, DFZ: difenoconazol, AMB: anfotericina B
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Para isolados da secdo Terrei, os valores de MIC de todos os
antifingicos ficaram dentro da moda global (Tabela 10, Figuras 20 e 21).

Os resultados de sensibilidade para o isolado da secdo Nidulantes
constam na Tabela 11 e Figuras 22 e 23. Os valores de MIC foram préximos
aos das modas globais e semelhantes entre fungicidas agricolas e
antifangicos clinicos.

Todos os 6 isolados pertencentes a secdo Fumigati foram
identificados como Aspergillus fumigatus, os quais foram classificados como
sensiveis para 0s quatro antifungicos clinicos (itraconazol, posaconazol,
voriconazol e anfotericina B) (Tabela 12, Figuras 24 e 25). Os valores de
MIC dos antifungicos clinicos e fungicidas agricolas foram proximos e os de

metconazol situaram-se acima da moda global.

Tabela 10. Distribuicdo dos valores de MIC, MICsy e MICyy encontrados

frente a 2 isolados da secao Terrei

NUumero de isolados para os quais MIC (mg/L) foi de:

ANT. MICs;, MICqy | 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8
ITZ 0,125 0,5 0 0 1 0 0 1 0O 0O 0 o
VCZ 0,5 0,5 0 0 0 0 1 1 0O 0 0 O
PSz 1 1 0 0 0 0 2 0 0O 0 0 O
MTZ 0,25 0,25 0 0 0 2 0 0 0O 0O 0 o
TBZ 0,5 1 0 0 0 1 0 1 0O 0 0 O
DFz 8 8 0 0 0 0 0 2 0O 0O 0 o
AMB 0,125 0,5 0 0 0 1 0 1 0O 0 0 O

ANT: antifangico, ITZ: itraconazol, VCZ: voriconazol, PSZ: posaconazol, MTZ: metconazol,
TBZ: tebuconazol, DFZ: difenoconazol, AMB: anfotericina B
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Tabela 11. Distribuicdo dos valores de MIC, MICso e MICqy de farmacos e

fungicidas frente a um isolado da secéo Nidulantes

Numero de isolados para os quais MIC (mg/L) foi
de:

ANT. MICsy MICq | 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4

8
ITZ 0,125 0,5 0 0 0 0 0 0O 1 0 00
VCZ 0,5 0,5 0 0 1 0 0 0O 0 O 00O
PSZ 1 1 0 0 1 0 0 0O 0 O 0O
MTZ 0,25 0,25 0 0 0 0 1 0O 0 O 00O
TBZ 0,5 1 0 0 0 0 1 0O 0 O 00O
DFz 8 8 0 0 0 0 1 0O 0 O 0O
AMB 0,125 0,5 0 0 0 0 0 1 0 0 06O

ANT: antifangico, ITZ: itraconazol, VCZ: voriconazol, PSZ: posaconazol, MTZ: metconazol,
TBZ: tebuconazol, DFZ: difenoconazol, AMB: anfotericina B
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Figura 22. Sensibilidade de isolado da secdo Nidulantes frente a farmacos

triazdlicos e anfotericina B
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Tabela 12. Distribuicdo dos valores de MIC, MICsy, e MICyo de farmacos e
fungicidas frente a 6 isolados de Aspergillus fumigatus

Numero de isolados para os quais MIC (mg/L) foi
de:

ANT. MICs;, MICy | 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5

ITZ 0,25 0,5 0 2 0 0 2 2
VCZ 0,125 0,25
PSz 0,25 0,5
MTZ 0,06 2
TBZ 0,25 1

DFZ 0,25 1
AMB 0,5 1 0 0 0 1 0 2 0 O

O o0 ooo
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ANT: antifangico, ITZ: itraconazol, VCZ: voriconazol, PSZ: posaconazol, MTZ: metconazol,
TBZ: tebuconazol, DFZ: difenoconazol, AMB: amphotericin B (Anfotericina B).
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Na secao Flavi (n=38), 20 (52,6%; 18/38) isolados foram identificados

como Aspergillus flavus, os quais foram classificados como sensiveis para

63



itraconazol e selvagem para voriconazol, posaconazol, anfotericina B
(Tabela 13).
Para um isolado de Aspergillus tamarii o MIC de voriconazol (2,0
mg/L) ficou acima do valor da moda global (Tabela 7 e 13; Figuras 26 e 27).
Os resultados de MIC dos fungicidas agricolas da secdo Flavi foram
maiores do que os de antifungicos clinicos, como observado nas figuras 26 e

27, ainda que sem significancia estatistica (p=0,6).

Tabela 13. Distribuicdo dos valores de MIC, MICsp e MICqy de farmacos e

fungicidas, frente a 38 isolados da secao Flavi

Numero de isolados para os quais MIC (mg/L) foi
de:

ANT. MICs, MICq | 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8
ITZ 0,5 0,5 2 0 5 3 6 20 2 O O O
VCZ 0,25 0,5 0 0 2 5 24 6 0 1 0 O
PSZ 0,25 0,5 0 3 1 3 14 16 0 1 0 O
MTZ 1 2 0 0 1 0 5 10 17 5 0 O
TBZ 1 2 0 0 0 1 2 8 15 11 1 O
DFZ 2 4 0 0 0 1 0 1 14 17 4 1
AMB 1 1 0 0 0 1 6 10 17 3 1 O

ANT: antifungico, ITZ: itraconazol, VCZ: voriconazol, PSZ: posaconazol, MTZ: metconazol,
TBZ: tebuconazol, DFZ: difenoconazol, AMB: anfotericina B
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Dentre 12 isolados da se¢ao Circumdati, um apresentou altos valores
de MIC de itraconazol (2 mg/L) e de tebuconazol (8 mg/L). Para outro
isolado, identificado como Aspergillus persii, também foi encontrado MIC alto
de tebuconazol (8 mg/L). Para o isolado de Aspergillus ochraceus,
encontrou-se MIC elevado para todos os fungicidas agricolas (metconazol
MIC 4 mg/L, difenoconazol MIC 8 mg/L, tebuconazol MIC 8 mg/L) (Tabela
14, Figuras 28 e 29. Os resultados de MIC apresentaram significancia
estatistica quando comparados os antifingicos clinicos com os fungicidas
agricolas (p=0,03). Assim, os isolados da secao Circumdati apresentaram
valores de MIC mais elevados para os fungicidas agricolas quando

comparados com os antifungicos clinicos

Tabela 14. Distribuicdo dos valores de MIC, MICsp e MICqy de farmacos e

fungicidas para 12 isolados da sec¢édo Circumdati

NUumero de isolados para os quais MIC (mg/L) foi de:

ANT. MICs, MICqy | 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8
ITZ 0,25 1 0 0 0 5 2 1 3 1 0 O
VCZ 0,25 0,5 0 0 0 2 6 4 0 0 0 O
PSz 1 1 0 0 1 3 0 1 7 0 0 O
MTZ 0,5 2 0 0 0 0 3 3 4 1 1 O
TBZ 2 8 0 0 0 0 0 0 2 4 2 4
DFZ 2 8 0 0 0 0 0 0 4 5 1 2
AMB 1 4 0 0 0 0 1 4 4 0 3 O

ANT: antifangico, ITZ: itraconazol, VCZ: voriconazol, PSZ: posaconazol, MTZ: metconazol,
TBZ: tebuconazol, DFZ: difenoconazol, AMB: amphotericin B (Anfotericina B).
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Para a se¢do Restricti ndo existem breakpoints clinicos e nem pontos
de corte epidemioldgico (ECOFF). Os dois isolados apresentaram valores
elevados de MIC, tanto para os antifungicos clinicos quanto para os
fungicidas agricolas, em relacdo aos valores globais encontrados neste
estudo (Tabela 15). Um isolado apresentou valores de MIC de itraconazol e
de voriconazol (MIC 2 mg/L) situados acima da moda global. O mesmo foi
observado para o outro isolado, frente ao voriconazol (MIC 2 mg/L) (Tabela
15, Figuras 30 e 31).

Tabela 15. Distribuicdo dos valores de MIC, MICsp e MICqy de farmacos e

fungicidas para dois isolados da secao Restricti

Numero de isolados de acordo com a concentragdo de MIC (mg/L):

ANT. MICs;, MICqy | 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 05 1 2 4 8
ITZ 0,5 2 0 0 0 0 0 1 0 1 0 O
VCzZ 2 2 0 0 0 0 0 O 0 2 0 O
PSZ 2 2 0 0 0 0 0 O 0 2 0 O
MTZ 0,5 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 O
TBZ 0,5 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 O
DFz 2 2 0 0 0 0 0 O o0 O o0 2
AMB 1 2 0 0 0 0 0 O 1 1 0 O

ANT: antifungico, ITZ: itraconazol, VCZ: voriconazol, PSZ: posaconazol, MTZ: metconazol,
TBZ: tebuconazol, DFZ: difenoconazol, AMB: amphotericin B (Anfotericina B).
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5. Discussao

Aspergilose € uma doenca fungica oportunista, transmitida via
inalatéria, que acomete individuos, imunologicamente, debilitados que
apresentam sintomas e manifestacdes clinicas variadas. Novas condi¢des
de risco, para aspergilose invasiva em pacientes imunologicamente higidos,
foram recentemente associadas a presenca do virus da influenza e
coronavirus SARS-CoV-2 (Crum-Cianflone et al. 2016; Arastehfar et al.
2020; Verweij et al. 2020; Liu et al 2021)

Apesar de grande parte dos estudos enfatizarem infec¢cdes causadas
por Aspergillus fumigatus, outras espécies cripticas que morfologicamente
sdo indistinguiveis entre si, ganharam importancia apds sua identificagéo por
técnicas de biologia molecular. O sequenciamento de mais de dois locus,
referentes aos genes codificantes da beta tubulina, da calmodulina e gene
RPB2 permite separacdo de tais espécies (Tsang et al. 2020). Dentre elas,
Aspergillus  sydowii, Aspergillus ochraceus, Aspergillus tubingensis,
Aspergillus versicolor, ainda que menos frequentes como agentes de
infeccbes, possuem alta toxicidade representando risco a saude humana
pela capacidade de producdo de aflatoxinas em meio ambiente. Além disso,
seu perfil de sensibilidade a antifingicos diverge das espécies de maior
interesse médico, como Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus
fumigatus e Aspergillus terréus. Assim, caso venham a causar quadros
infecciosos podem levar ao insucesso dos tratamentos convencionais.
Merecem, desse modo, atengcdo académica para investigacdo de seus
nichos e de dispersdo ambiental (Tsang et al. 2020, Samson et al. 2014).

Sendo Aspergillus um fungo anemdfilo e ubiquo, é inexoravel a
inalacdo humana de seus esporos. A instalacdo e gravidade da doenca
depende, ndo somente do hospedeiro, mas do indculo fungico e presenca de
fendtipos resistentes a tratamentos antifungicos. A resisténcia antifingica
pode ocorrer através de mutacdes génicas, selecionadas pela exposicéo
prolongada ao antifingico na clinica durante tratamentos ou, ainda, devido a

aguisicao de cepas que, previamente, entraram em contato com compostos
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azolicos pulverizados em meio agricola (Chowdhary et al. 2014, Snelders et
al. 2008, Camps et al. 2012, Howard et al. 2013). A extensa utilizacdo de
compostos azoélicos na agricultura, para a melhora da qualidade dos
vegetais, € capaz de induzir, em determinados fungos presentes no
ambiente, mecanismos de resisténcia (Azevedo et al. 2015).

Estudos epidemiolégicos para caracterizacdo de espécies e fenotipos
resistentes, em ambientes de regides geogréaficas diversas sdo escassos,
principalmente, no Brasil. Raras publicacdes indicando frequéncia alta de
Aspergillus e descrevendo a diversidade de espécies no ar atmosférico de
cidades brasileiras sdo encontradas na literatura disponivel (Gambale et al.,
1983; Mobin e Salmito, 2006)

Nesse cenéario, é falho o entendimento das fontes de transmisséao e
extensdo da resisténcia relacionada as espécies presentes no ar
atmosférico, assim como, seu perfil de sensibilidade aos antifingicos
clinicos.

A existéncia de uma rota ambiental de resisténcia dependente de
pressdo seletiva sobre cepas de Aspergillus, acidentalmente, expostas a
fungicidas agricolas e disseminadas por correntes aéreas, motivou o
desenvolvimento deste estudo para ampliacdo do conhecimento sobre o
tema. A concentracdo de esporos anemofilos de Aspergillus pode ser
estimada pela contagem de unidades formadoras de colbnias que foram
computadas (entre 1 a 5 a cada 20 L de ar ou 0,02m® de ar). Sabendo-se
que, a cada respiracdo sao inalados 500 mL de ar e supondo ritmo médio de
12 inspiragaoes por minuto, estima-se que um individuo inala 17.000 L de ar
por dia que podem conter de 850 a 4250 esporos. Mesmo que os cilios da
traqueia e pulmbes possam expelir grande quantidade de tais particulas,
muitas podem atingir os alvéolos pulmonares e desencadear infeccao.
Assim, foi relevante conhecer as espécies e fenotipos de resisténcia
contidos nesses indculos fungicos.

No estudo foram isolados 128 isolados de Aspergillus spp. e a se¢éo
mais encontrada, Nigri, representou metade do conjunto. Os resultados

obtidos neste trabalho foram semelhantes aos obtidos por Mobin & Salmito
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(2006), que identificaram em 60% (20/33) de amostras de ar atmosférico, a
espécie Aspergillus niger na cidade de Teresina, Pi.

A secao Nigri possui uma grande variedade de espécies e essa
diferenciacdo apresenta extrema dificuldade, sendo necessario o
sequenciamento do gene que codifica a calmodulina associado com aquele
da B-tubulina (Varga et al. 2011). Essa dificuldade foi confirmada neste
trabalho, no qual foi impossivel determinar a espécie de 11 isolados que,
mesmo apds o0 sequenciamento desses dois genes, demonstravam a
mesma porcentagem de identificacdo para mais de uma espécie, segundo
banco de dados Genbank. Além disso, oito isolados desta se¢do nao foram
sequenciados devido a limitacdo da técnica de extracdo. Hubka e Kolarik
(2012) demonstraram que os genes dos polipeptideos Bl-tubulina e B2-
tubulina quando sequenciados apresentam interferéncias com um gene
paralogo (tubC) da B3-tubulina. Devido a falta de especificidade génica para
identificacdo da a secdo Nigri é necessario a utilizacdo de outros genes para
a correta identificacdo, sendo utilizado aqueles que codificam calmodulina e
gene a RNA polimerase.

Foram utilizados dois bancos de dados para a identificacdo de
espécie, no entanto algumas espécies apresentaram divergéncia na
identificacdo desses bancos de dados. Nesses casos, foi considerado a
identificacdo do BLAST (Genbank) devido a porcentagem de identificacéo
apresentar valores superiores.

Entre as espécies da sec¢do Nigri, Aspergillus niger representou quase
metade dos isolados, Aspergillus welwitschiae um quarto e Aspergillus
awamori, Aspergillus tubingensis, Aspergillus luchuensis e Aspergillus
neoniger o restante dos isolados da se¢cdo. Da mesma forma, Sabino et al.
(2021) encontrou em amostras ambientais equivaléncia na proporcéo de de
outras espécies da sec¢ao Nigri e Aspergillus niger. Na pesquisa de Tsang et
al. (2020), foi demonstrado que espécies cripticas de Nigri foram isoladas de
amostras clinicas com maior prevaléncia que Aspergillus niger.

A secéo Flavi representou um terco dos isolados, representando

espécies utilizadas nas areas industriais, biotecnolégicas, alimenticias e na
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area da saude humana (Varga et al. 2011). Neste trabalho, foram
identificadas seis espécies desta secdo, sendo a mais encontrada
Aspergillus flavus, considerada o segundo principal agente causador de
aspergilose (Frisvad et al. 2019). A segunda espécie mais encontrada foi
Aspergillus bombycis, produtor de aflatoxinas, seguido de Aspergillus tamarii
gue tem a capacidade de causar infecgbes em humanos como observado no
trabalho de Tsang et al. 2020. Aspergillus sojae, Aspergillus parasiticus e
Aspergillus arachidicola também foram verificados no ar atmosférico. A
identificacdo de espécies pode ser complexa, como verificado em cinco
isolados que apresentaram identificagdes distintas, segundo os dois bancos
de dados utilizados. Além disso, cinco isolados ndo foram sequenciados por
problemas na extracao.

Isolados da secdo Circumdati, encontrados em torno de 10% no
conjunto dos achados, possuem vesiculas bisseriadas, com conidios de
coloracdo amarela a ocre e producdo de esclerdcio de cor clara (Visagie et
al. 2014). As espécies estdo amplamente distribuidas no meio ambiente e
podem ser encontradas em diversos locais, como areia, solo, ar, agua e
inclusive em ambientes hospitalares (Sabino et al. 2016). Foram
identificados quatro isolados de Aspergillus steynii e dois de Aspergillus
ochraceus, que de acordo com o trabalho de Visagie et al. (2014), produzem
grandes quantidades de ocratoxina A, composto nefrotéxico aos humanos.
Ainda, foi encontrado também, um isolado de Aspergillus persii, que
segundo Visagie et al. (2014), produz quantidades menores ou inconstantes
de ocratoxina A. Da secdo Circumdati, cinco isolados nao foram
identificados, devido a dificuldade de extracdo de DNA que se acredita ser
devido as caracteristicas da secdo, como producdo de estipes de parede
grossa, vesiculas bisseriadas, conidios amarelos e pigmentados, assim
como a producéo de esclerocio em abundéancia (Visagie et al. 2014).

Apesar de Aspergillus fumigatus estar descrito como mais prevalente
em ar de ambientes internos (Hoseinzadeh et al. 2013, Gniadek et al. 2017),

neste trabalho foi encontrado apenas em seis ocasifes (trés cidades), em
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ambientes internos, computando cerca de 5% e 10% de frequéncia relativa
dessa espécie.

As demais secOes foram raramente verificadas, como: Restricti,
Clavati, Terrei e Nidulantes.

Os dois isolados identificados pelo BLAST como Aspergillus
allahabadii da secéo Terrei apresentaram uma discrepancia de identificacéo
quando comparados aos resultados obtidos no Mycobank, Aspergillus
neoniveus. No trabalho de Sklenar et al. (2021), percebe-se que quando
realizados estudos filogenéticos com apenas trés genes, a série Neonivei da
secdo Flavipedes é parafilética a secdo Terrei. Por esse motivo, acredita-se
que houve essa diferenca de identificacdo entre as duas bases de dados, ja
que Aspergillus allahabadii é da secdo Terrei e Aspergillus neoniveus
pertence a secao Flavipedes. (Houbraken et al. 2020, Sklenar et al. 2021).

O ddnico isolado da secdo Nidulantes apresentou a mesma
porcentagem de identificacdo para mais de uma espécie com o0
sequenciamento do gene da B-tubulina, sendo elas: Aspergillus latus,
Aspergillus quadrilineatus e Emericella nidulans. Para a correta identificagéo,
€ necessario o sequenciamento de mais de um gene. No trabalho de
Steenwyk et al. (2020) foi observado que o género Aspergillus pode
apresentar hibridizacéo, assim, a fusdo entre duas espécies pode resultar na
formacao de uma nova espécie. Steenwyk et al. (2020) relata que a espécie
Aspergillus latus é resultado da hibridizacdo de Aspergillus spinulosporus e
Aspergillus quadrilineatus. Chen et al. 2016, ao retratar as caracteristicas
das espécies pertencentes secdo Nidulantes, confirma que Aspergillus latus,
Aspergillus quadrilineatus, Aspergillus spinulosporus e Emericella nidulans
sdo muito semelhantes, com excecdo da producéo de alguns metabdlitos e
micromorfologia dos ascosporos. Acredita-se que patdogenos hibridos podem
apresentar novas caracteristicas, como por exemplo o aumento de
resisténcia (Steenwyk et al. 2020). Para que o isolado obtido neste trabalho
fosse identificado, corretamente, seria necessario o sequenciamento de

outros genes auxiliares, como o da calmodulina e gene RPB2.
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A busca da resisténcia ambiental nas espécies encontradas no ar
atmosférico de 27 cidade de 5 estados do Brasil, foi feita pela pesquisa de
alteracdes nos valores de MIC pela metodologia de microdiluicdo (EUCAST
antifungal MIC method for moulds E. Def 9.3.2). Os testes de suscetibilidade
aos antifungicos clinicos e fungicidas agricolas foram realizados para todos
os isolados e os resultados de MIC analisados quanto aos breakpoints
disponiveis e aos ECCOFFs, sendo classificados em sensiveis ou
resistentes e selvagens ou nao selvagens, respectivamente. Para as
espécies que ndo apresentaram esses valores base para a comparacéo, foi
extrapolado os parametros estabelecidos para a espécie de cada secao.
Existem, no entanto, secdes para as quais ndo ha valores de breakpoints
clinicos e ECOFF e, para estes casos, os dados de MIC foram analisados
frente as publicacdes de interesse.

A secédo Nigri apresenta espécies que sao descritas com um perfil de
susceptibilidade a antifingicos reduzido para os antifingicos azélicos
clinicos e anfotericina B, com isso 0s pontos de corte epidemiolégicos
(ECOFF) disponiveis pelo EUCAST, sao apenas para a espécie Aspergillus
niger e sdo mais elevados quando comparando com Aspergillus fumigatus.
(Vermeulen et al. 2015; Badali et al. 2016; Guinea et al. 2020). Foram
encontrados isolados de Aspergillus niger para os quais os valores de MIC
se encontram dentro do ECOFF para os antifangicos itraconazol e
voriconazol. Para os posaconazol, dois isolados apresentaram MIC acima do
ECOFF e para anfotericina B, outros dois isolados se enquadram na faixa
acima, sendo classificados como nao selvagens para esses antifungicos.
Espécies cripticas desta secdo foram encontradas, sendo elas: Aspergillus
welwitschiae e Aspergillus tubingensis. Essas espécies sado descritas como
apresentando baixa sensibilidade a antifungicos azélicos descritos como nao
selvagens (Alcazar-Fuoli et al. 2009; Hashimoto et al. 2017). Isso foi
observado apenas em um isolado identificado como Aspergillus welwitschiae
gue apresentou MIC de 8 mg/L para itraconazol e 2 mg/L para posaconazol,
sendo os demais 10 isolados, classificados como selvagens, diferente do

descrito no trabalho de Tsang et al. (2020), que relata a maioria dos isolados
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de A. welwitschiae e A. tubingensis como ndo selvagem para os farmacos
clinicos triazdlicos (itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol).
Esse fato também foi observado por Takeda et al. (2019) que encontrou
isolados de A. tubingensis e A. welwitschiae ndo selvagens para itraconazol
e voriconazol. Para a anfotericina B, Carrara et al. (2020) descreve que 0s
112 isolados de seu estudo eram suscetiveis, sendo que 21 apresentaram o
valor de MIC de 2 mg/L que seria considerado a faixa intermediéria. Esses
valores foram parecidos aos obtidos neste estudo, cujo valor de MIC maximo
para a anfotericina B foi de 2 mg/L em dois isolados. Os demais isolados da
secao Nigri apresentaram valores dentro do ECOOF.

Os isolados de Aspergillus flavus foram classificados como sensiveis
para itraconazol, selvagens para voriconazol, posaconazol e anfotericina B.
Valores semelhantes de MICs foram observados por Gongalves et al. (2013).
Quanto aos fungicidas agricolas, Jgrgensen et al. (2021) obtiveram valores
mais elevados de MIC para cepas selvagens do que os obtidos neste
trabalho. Acredita-se que essa diferenca possa ser regional ou amostral, ja
que Jgrgensen et al. (2021) apenas testaram dois isolados de Aspergillus
flavus. Os isolados de Aspergillus parasiticus (n=1), Aspergillus sojae (n=1) e
Aspergillus arachidicola (n=1), apresentaram valores de MIC dentro do
ECOFF e semelhantes aos obtidos por Gongalves et al. (2013). Os seis
isolados de Aspergillus bombycis foram considerados selvagens quando
comparados ao ECOFF para Aspergillus flavus. Por fim, trés isolados de
Aspergillus tamarii foram classificados como selvagens e o outro, apresentou
valores elevados para todos os antifungicos triazolicos e anfotericina B,
sendo classificado como nao selvagem para posaconazol (2 mg/L) e
apresentando o limite do ECOFF para os demais antifungicos testados. Em
concordancia com este trabalho, Goncalves et al. (2013) observam que 0s
isolados dessa espécie sd0 menos suscetiveis aos azoéis e devido a
capacidade de ocasionar infeccdes em seres humanos, devem ser
monitorados.

Neste trabalho, o perfil de susceptibilidade dos isolados da secéo

Circumdati chamou atencdo, pois a maioria dos isolados apresentaram
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valores de MIC elevados para os fungicidas agricolas tebuconazol (MIC 8
mg/L) e difenoconazol (MIC 8 mg/L). Além disso, para dois isolados, foi
encontrado MIC de 4 mg/L para anfotericina B e o valor médio para
posaconazol foi de 1 mg/L. Sabino et al. (2016) obtiveram valores elevados
de MIC para anfotericina B e itraconazol para essa secdo. Isso demonstra
que somado ao fato de que essa secdo estd presente em diversos
ambientes, incluindo hospitais, ttm a capacidade de crescimento a 37°C e
apresenta baixa susceptibilidade a antifangicos triazélicos e anfotericina B,
representando um perigoso potencial patégeno (Sabino et al. 2016).

Os isolados de Aspergillus fumigatus deste trabalho apresentaram
sensiveis para todos os antifingicos clinicos testados e baixos valores de
MIC para os fungicidas agricolas. Diferente do observado por Trovato et al.
(2018) que isolaram de solo e folhas, de ambientes agricolas expostos a
fungicidas azélicos na Italia, cinco isolados de Aspergillus fumigatus
resistentes, a itraconazol ou voriconazol, e que apresentaram mutacéo
genética. Jgrgensen et al. (2021), realizaram trabalho com cepas selvagens
e ndo selvagens de Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus e Aspergillus
terreus determinando o MIC para diversos fungicidas agricolas, entre eles:
difenoconazol, tebuconazol e metconazol. Para os isolados selvagens de
Aspergillus fumigatus, os valores de MIC obtidos pelos autores foram
semelhantes aos obtidos neste trabalho.

Na andlise da susceptibilidade aos antifungicos em isolados da secédo
Terrei e Nidulantes, nota-se que foram sensiveis a todos os antifungicos
testados. Lass-Florl et al. (2021) descreveram as caracteristicas do
complexo Terrei e demonstram que Aspergillus terreus pode apresentar
resisténcia intrinseca a anfotericina B. Neste trabalho, ndo foram observados
valores de MIC elevados para os integrantes da secédo Terrei. Quanto ao
isolado da secdo Nidulantes, apesar da hipotese que isolados hibridos
possam apresentar valores de MIC elevados (Steenwyk et al. 2020), n&o foi
observado valores acima do ECOFF disponivel para Aspergillus nidulans,
classificando esse isolado como selvagem. Os dois isolados de Aspergillus
clavatus, apresentaram baixos valores de MIC para os antifungicos clinicos e
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valores elevados para difenoconazol (MIC= 8 mg/L) quando comparado as
demais espécie da secdo Nidulantes. Dados de MIC para os fungicidas
agricolas desta secdo, ndo sao encontrados na literatura, entdo acredita-se
que seja uma caracteristica desta espécie. JA a secdo Restriciti ndo
apresenta ECOFF nem breakpoints clinicos, porém os resultados
demonstraram que os dois isolados desta se¢do apresentam valores altos
de MIC para itraconazol (2 mg/L), posaconazol (2 mg/L), voriconazol (2
mg/L), anfotericina B (2 mg/L) e difenoconazol (8 mg/L). No Trabalho de
Tsang et al. (2020) identificou-se um isolado da secdo Restricti, porém o
isolado apresentou valores menores de MIC quando comparados aos deste
trabalho. Devido aos poucos dados de sensibilidade antifingica em Restricti
nao € possivel concluir se os isolados apresentam esses valores de MIC
como caracteristicas préprias ou se adquiriram através de mutacoes.
Algumas limitagdes foram encontradas ao longo deste estudo: né&o foi
possivel obter a identificacdo de algumas espécies devido dificuldade da
extracdo do DNA pelo kit comercial de extracdo, assim como a dificuldade
de identificacdo devido a utilizacdo de apenas dois genes para o
sequenciamento. Ainda, para avaliar os mecanismos de resisténcia dos
isolados € necessario 0 sequenciamento do gene cyp51A para identificar
possiveis mutacdes, assim como avaliar outros mecanismos de resisténcia.
Este estudo agregou dados sobre espécies cripticas e fendtipos de
resisténcia a compostos azoélicos e a anfotericina B, em isolados de
Aspergillus de origem ambiental encontrados em cidades de estados do
Brasil, contribuindo para a compreenséo da epidemiologia molecular de uma

das mais importantes micoses invasivas, a aspergilose.
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6. Conclusdes

e A carga de unidades formadoras de colbnias de Aspergillus em ar
atmosférico foi diversa em distintas cidades brasileiras;

e Foram recuperados do ar atmosférico de 27 cidades localizadas em 5
estados do Brasil, diversas espécies cripticas de Aspergillus revelando a
grande diversidade fenotipica dos agentes de aspergilose passiveis de
inalacdo. Este achado enfatiza a importancia da identificacdo acurada
dos agentes etioldgicos dos quadros de aspergilose. Isolados resistentes
ou nao selvagens ao voriconazol, itraconazol, posaconazol foram
encontrados nas espécies: Aspergillus welwitschiae, Aspergillus niger,
Aspergillus tamarii confirmando a existéncia da rota ambiental de
resisténcia em nosso pais e demonstrando a importancia de monitorar
tendéncias e investigar as causas dessa ocorréncia;

e Na&o foi observada multirresisténcia a anfotericina B e antifingicos
clinicos triazodlicos, no entanto, foram encontrados isolados com
resisténcia cruzada, ao itraconazol e posaconazol, na espécie
Aspergillus welwitschiae e para posaconazol e difenoconazol na espécie
Aspergillus tamarii, alertando para emergéncia de isolados com forte
potencial para causar infeccdes refratarias aos antifUngicos comuns de
uso clinico; e

e Na&o houve correlacdo entre aumento de MIC dos farmacos azélicos
itraconazol, voriconazol e posaconazol e dos fungicidas de uso agricola
difenoconazol, metconazol, tebuconazol, no conjunto de isolados,
motivando a estudos futuros analiticos para confirmar esse achado.

e Valores altos de MIC chamam aten¢do para possiveis mecanismos de
resisténcia subjacentes nos isolados de ar atmosférico ou outra forma de
resisténcia, assim sao necessario estudos complementares para

ampliacdo desse conhecimento e hipoteses de nexo causal.
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Apéndice 1

Resultados de sequenciamento e sensibilidade a antifungicos de 128 isolados de Aspergillus spp. provenientes de ar

atmosférico de 5 municipios do estado de S&o Paulo, jan-mar/2020

Identificagdo dos isolados, segundo método e base de

Concentracéo Inibitéria Minima (mg/L) de 4 farmacos e 3

- - . Local
dados utilizados fungicidas agricolas oca

SEQUENCIAMENTO- '

N Q.L. MYCOBANK- SEQUENCIAMENTO_ SEQAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFzZ CIDADE ESTADO

. BLAST-beta-tubulina
beta-tubulina

Aspergillus  S: 99.80% Aspergillus QC:99% .

1 541 clavatus 0:9391% clavatus  PI100% Clavati 0,12 0,5 1 1 0,5 0,25 8 Guarulhos SP
Aspergillus  S:86.36% Aspergillus QC:99% . .

2 350 oryzae 0:9457%  flavus PI-92 74% Flavi 0,06 0,25 0,5 1 0,5 1 2 Sao Paulo SP
Aspergillus S: 100% Aspergillus QC:99% . S&o José

3 526 Fl 0,015 0,25 0,5 2 1 1 SP

flavus 0:99.62%  flavus P1:100% avi dos Campos

4 NI NI Circumdati 2 0,5 1 4 2 1 2 Sao Paulo SP
Aspergillus  S:90.49% Aspergillus QC:100% . .

6 410 parasiicus  0:85.61%  flavus P1-93.29% Flavi 0,5 0,12 025 2 05 05 1 Santo André SP

7 NI NI Flavi 0,5 025 025 2 0,12 025 0,5 SéoPaulo SP
Aspergillus  S:100%  Aspergillus QC:99% . ~

2 Fl 2 1 1 1 Paul P

8 520 favus  0:9962% flavus  PI:100% v 05 025 05 0.5 SéoPadlo S
Aspergillus  S:96.80% Aspergillus QC:97% L ~

9 474 fumigatus 0:90.72% fumigatus PI:97.01% Fumigati 0,5 0,22 0,25 05 05 0,22 05 Séo Paulo SP

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificac@o) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢éo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifingicos (continuacéo)

N QL. SEQﬁ?gi{AjﬁEZTO_ :Eggfﬁ;':':ﬁimnoa SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
10 526 ASE:L?J!'“S (S;; 89?['_271((’{/‘; Asﬁz\r/il'“s Sgégo;& Flavi 0015 05 05 05 1 2 1 SdoPaulo  SP
11 455 Asﬁs\r/gl'us gigi:z%‘(’) ASE:\;?JZ'“S P(ﬁgfs;/;’/o Flavi 025 006 025 1 025 1 012 SioPaulo  SP
12 482 Af:s]?;iiﬂj“: (S):: gz'.ggz//i’) ?jgﬁg::f P%gfg;& Fumigati 025 012 025 1 025 006 05 Berni?go do SP
Campo
13 467 Afjsqei;iitlfjuss 8:: giigfﬁ /?jﬁeiﬂ.ljuss P(ﬁgffg/;’/o Fumigai 025 012 05 1 025 006 025 Valinhos SP
14 58 ASPerdilus Noudtd Asperailus o ey Favi 05 012 05 025 05 025 2  Vainhos  SP
15 415 Asﬁz\r/ﬂ'us S(;?fb%f;”’ Asﬁz\r/ﬁllus gg;gg;ﬁ Flavi 05 025 025 1 05 006 1 SioPaulo  SP
16 470 ﬁzzifs';t’: (S):: 23‘,23(;’) gﬁ;’ﬁ;%igﬁ Slg?l_%(;//‘; Terrei 0,06 025 025 05 012 012 05 S&oPaulo  SP
17 461 Aslfl’:\r/il'”s CS):: 22'_%2 Asf‘i:\r/il'“s 3%91222 Flavi 025 025 05 1 05 1 4  Valinhos sp
: ) . ) Séo
18 446 ’?jfr’]ei;gtlhuss g': 22‘_23(; '?jr‘:ﬁ;i't'huss P?gfgg/g/o Fumigati 003 012 012 1 025 006 012 Be(r:n;r:]dp(z) do  SP

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacéo) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢cédo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifungicos (continuacao)

N QL. SEQ&E(E%{AU'\%EZTO_ nggfﬁgt'gmimnoa SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
20 389 Asﬁz\r/ﬂ'us gigigg({ﬁ Asﬁs\r/il'“s ggzl_%gﬁ Flavi 05 025 05 1 1 1 2 SdoPaulo  SP
21 487 Af\jsqei;gitlhuss g 188(;’) '?jg}?ﬂt“: %(I“‘:fooo%;f’ Fumigai 05 025 05 05 1 2 1 SaoPaulo  SP
22 408 Asﬁz\r/ﬂ'us g:: 11%%(;//‘; Asﬁz\r/il'“s Sgg%’% Flavi 025 025 012 1 05 05 1 Suzano sp
o PSSO Smls OCHOU o gg s on 1 2 s 2 IS g
o e SIO0N fmls SO ol os ggom 1 1 0 1 U
36 475 Asﬁz\r/ﬂ'us giggzggﬁ Asﬁz\r/ﬁllus P(ﬁgé?fgf/o Favi 025 025 05 05 1 1 2 Guaulhos  SP
38 511 Assti;gr:'i:us (S):: 992'2712//‘; Asgz;gr::“s Sﬁ;g%’% Circumdati 05 025 1 1 1 05 1 SioPaulo  SP
39 531 Aslfl’:\r/il'”s 229831'_8322//‘; Asf‘i:\r/il'“s Sg;?sog& Flavi 006 012 025 1 05 1 1  Louveira sp
40 NI NI Circumdati 0,12 0,25 0,12 1 2 0,25 2 Louveira SP
41 566 Aszig'i'“s (S):: gg'_gz//‘(’) ASF;‘ZE::'“S gg;_(;(;(;/}; Circumdati 025 05 1 05 >8 2 >8 SaoPaulo  SP

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacéo) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢cédo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifiUngicos (continuacao)

SEQUENCIAMENTO-

N Q.L. MYCOBANK- SEQUENCIAMENTO_ SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO

. BLAST-beta-tubulina
beta-tubulina

Aspergillus  S: 99.27% Aspergillus QC:100% . . :

46 566 steynii 0:95.41%  steynii P1-100% Circumdati 0,12 0,12 1 0,25 2 0,5 1 Louveira SP
Aspergillus  S: 99.42% Aspergillus QC:100% . . .

47 529 steyni 0:99.04%  steynii PI-100% Circumdati 0,12 0,12 05 0,5 2 0,25 1 Louveira SP
Aspergillus S: 100% Aspergillus QC:100% . ~

49 526 tamarii 0:99.05%  tamarii PI-100% Flavi 0,12 025 0,25 0,25 1 1 2 Sao Paulo SP

50 NI NI Circumdati 0,12 0,25 0,12 0,55 4 1 2 Guarulhos SP
Aspergillus S: 100% Aspergillus QC:100% .

51 525 Havus 0:9981%  flavus PI-100% Flavi 0,5 0,25 0,25 0,5 1 1 2 Guarulhos SP
Aspergillus S:100% Aspergillus QC:100% .

52 524 favus 0-99.81%  flavus PI-100% Flavi 0,5 05 025 0,5 2 1 4 Guarulhos SP

53 NI NI Circumdati 0,12 0,25 0,12 1 4 0,5 2 Guarulhos SP
Aspergillus  S: 99.43% Aspergillus QC:99% . ~

54 525 arachidicola 0:99.81% parasiticus PI1:99.62% Flavi 0.5 0.25 025 05 2 0.5 2 Séo Paulo SP
Aspergillus S: 100% Aspergillus QC:99% . .

55 530 amarii 0:9831%  tamarii PI-100% Flavi 0,25 025 0,25 0,12 1 0,5 1 Campinas SP
Aspergillus S:100% Aspergillus QC:100% . Rio das

% 523 fawus  0:9981% flaws  PL100% v 02505 025 025 22 Ostras RJ

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacé@o) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢édo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifingicos (continuacao)

SEQUENCIAMENTO-
N Q.L. MYCOBANK- SEQUENCIAMENTO_ SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
beta-tubulina BLAST-beta-tubulina
Aspergillus  S: 99.80% Aspergillus QC:99% . ~
t 1 1 2 > Paul P
57C 538 clavatus 0:94.26% clavatus  Pl:100% Clavat 0.5 0.5 0.06 0.25 8 Sao Paulo S
. Aspergillus
Aspergillus  S: 99.43% S QC:99% . ~
e h I : , , ,
58 528 parasiticus  O: 99.81% aracaldlco P1-99 43% Flavi 0,5 0,06 0,25 0,25 0,5 0,5 1 Séo Paulo SP
Aspergillus  S: 95.79% Aspergillus QC:99% .
59 523 neoniveus  O- 99.81% allahabadii P1-98.85% Terrei 0,5 05 025 0,12 05 0,125 0,5 Guarulhos SP
Aspergillus  S: 99.44% Aspergillus QC:100% . .
60 532 arachidicola O:99.81%  sojae P1:99.06% Flavi 006 05 025 025 2 1 2 Sao Paulo SP
Aspergillus S: 100% Aspergillus QC:100% L ~
61 541 fumigatus  O: 99.63% fumigatus  PI:100% Fumigati 0,03 0,12 0,03 0,22 0,25 0,06 0,25 S&o Paulo SP
Aspergillus  S:99.2%  Aspergillus QC:99% . ~
88 534 bombycis  0:100% bombycis PI-98.85% Flavi 0,5 0,12 05 025 4 2 4 Sao Paulo SP
Aspergillus  S:99,13% Aspergillus QC:100% . .
89 458 e 0:100% bombycis PI:99,56% Flavi 0,06 025 05 05 2 1 2 Sao Paulo SP
Aspergillus  S: 99.43% Aspergillus QC:100% . ~
90 534 bombycis  O:99.81% bombycis PI:99.56% Flavi 0,5 025 05 05 2 2 2 Sao Paulo SP
Aspergillus  S:99.10% Aspergillus QC:100% .
. . 1 2 1 1 P Al R
91 539\ ombycis 0:99.85% bombycis PI:99.06% &V 012 025 05 orto Alegre S

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacéo) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢cédo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifungicos (continuacao)

SEQUENCIAMENTO-

N Q.L. MYCOBANK- :Eggflgg:?ﬁiﬁ:noa SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
beta-tubulina

Aspergillus  S:100%  Aspergillus QC:99% .
93 542 bombycis  O:99.62% bombycis PI:99.72% Flavi 0,5 025 05 05 2 2 2  Porto Alegre RS
99 NI NI Restricti 0,5 2 2 2 05 05 8 Itd SP
100 NI NI Restricti 2 2 2 1 1 1 8  Porto Alegre RS

Aspergillus S:100% Aspergillus QC:100% . ~
104 342 sydowii 0:98.83%  sydowii PI-100% Flavi 1 2 2 4 0,25 0,25 8 Sao Paulo SP

Aspergillus

latus / Emericella

Aspergillus S:100%  nidulans/ QC:99% .
114 365 quadrilineatus/ 0:94.25% Aspergillus P1:99.72% Nidulantes 1 0,06 006 05 0,25 0,25 0,25 Suzano SP

Emericella latus

nidulans
116 NI NI Flavi 0,5 0,12 05 1 1 1 2 Bauru SP
117 NI NI Flavi 1 0,5 0,06 1 2 1 2 Guarulhos SP
118 NI NI Flavi 0,5 0,25 0,03 0,5 1 0,5 1 Guarulhos SP
119 NI NI Favi 05 025 003 1 1 05 Sa0 Jose

dos Campos

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacéo) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢cédo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifungicos (continuacao)

SEQUENCIAMENTO-

SEQUENCIAMENTO-

N Q.L. MYCOBANK- BLAST-beta-tubulina SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
beta-tubulina
Aspergillus  S:96,77% Aspergillus QC:99% . . ~
1 2 1 4 > 1 4 Paul =
125 A0 ochraceus 0:99,39% ochraceus PI:97.58% ClieUmeEy g e S IFEID S
Aspergillus  S:96.77% Aspergillus QC:99% . .
126 359 tamarii 0-99.39% tamari P99 72% Flavi 0,5 0,25 0,03 1 1 0,25 1 S&o Paulo SP
129 489 AHEEEINS - SRR T ARG Qs Circumdati 1 0,5 1 0,5 >8 4 8 Berni?ccj)o do SP
ochraceus  0:99.39% ochraceus PI:97.58% ' ' S

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacé@o) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢éo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifungicos (continuacao)

SEQUENCIAMENTO-
N Q.L. MYCOBANK- SEQUENClAMENT.O_ SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
. BLAST- calmodulina
calmodulina
Aspergillus  S:99,48% Aspergillus  Qc:98% - ~
. . . . N 2 2 A2 1 2 12 2 Paul P
23 584 | elitschiae O: 98.80% welwitschiae 1D:99,83% 'arl 025 025 0 025 012 025 SaoPaulo S
24 NI NI Nigri 0,5 025 012 1 0,25 0,12 0,25 Séo Paulo SP
25 NI NI Nigri 1 1 025 1 0,5 0,25 2 Séo Paulo SP
Aspergillus  S:99,65% Aspergillus  Qc:99% . Belo
. . . H 1 1 1 L] 1 1 L] . MG
28 527 welwitschiae  0:97,15% welwitschiae Id: 100% Nigri 0.5 025 012 05 05 012 05 Horizonte
29 NI NI Nigri 0,12 0,06 0,12 0,25 0,12 0,03 0,12 Suzano SP
30 NI NI Nigri 0,5 0,12 025 05 0,25 0,06 0,25 Guarulhos SP
Aspergillus  S:99,41% Aspergillus  Qc:99% _
31 514 fhiom 0:98.05% e Id: 99,22% Nigri 1 05 05 05 1 0,25 2 Guarulhos SP
Aspergillus  S:99,80% Aspergillus  Qc:99% __
. . N 1 1 2 2 Ih P
32 498 niger 0:97.79% niger Id: 99.60% igri 0,5 05 05 0,25 Guarulhos S
33 523 NI NI NI NI Nigri 1 025 05 025 05 0125 1 Guarulhos SP
Aspergillus S:100%  Aspergillus  QC:100% .
34 498 niger O- 95.15% niger PI-100% Nigri 1 05 05 0125 1 0,25 1 Guarulhos SP
: . Qc: 98% :
: 0 _ R
35 5o ~sperdillus S:99,30%  Aspergillus T Nigri 1 05 05 2 1 025 2 lo de RJ
tubingensis  0:95,67% tubingensis 99 83% Janeiro

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacé@o) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢édo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifungicos (continuacéo)

SEQUENCIAMENTO-
N Q.L. MYCOBANK- ZE%TE_N;'&'\E':ESA SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
calmodulina
. . Qc: 99%
. 0,
44 590 Asi?rg'ruus (S)'_ 59;5)’%;’) Asa?rg'r"“s ID: Nigri 003 025 05 025 1 012 025 Barueri sp
g e g 99,83%
. - Qci100%
. 0,
45 586 Asffrg'r"us g'_ Zz’jg;; Asafrge'r"us ID: Nigi 003 012 05 025 1 012 025 Barueri sp
g e g 99,83%
Aspergillus  S:99,48% Aspergillus Qc:100% I .
48 585 niger O: 98.46% niger D 100% Nigri 0,12 0,5 0,5 0,25 1 0,12 0,5 Louveira SP
Aspergillus  S:99,47% Aspergillus  Qc:98% __ Sebastido
62 585 welwitschiae  O: 97,09% welwitschiae 1D:99,83% Nigr 1 01205 05 05 025 1 do Paraiso MG
Aspergillus S:100%  Aspergillus  Qc:98% .
63 575 elitschiae O:95.83% welwitschiae 1D:99,65% 9" 1012 05 05 05 02 1 Savador — BA
Aspergillus S:100%  Aspergillus  Qc: 99% . Sebastido
64 556 welwitschiae  O: 96,94% welwitschiae ID: 100% Nigri 1 01205 1 05 05 1 do Paraiso MG
. . Qc: 100% x
Aspergil £ 99.48% Aspergill -
65 573 S‘:%g'r us So?fo‘(‘)ff Sfﬁég'r S Nigri 1 025 05 05 1 025 1 (i)engg?s% MG
' 99,83%
; . 0, i Q89
66 584 Sperdillus S:99.48% Aspergillus - Qc:98% -\ 1 012 05 05 1 025 1 Salvador  BA

welwitschiae  O: 98.80% welwitschiae 1D:99,83%
Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacé@o) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢éo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifungicos (continuacao)

SEQUENCIAMENTO-
N Q.L. MYCOBANK- SEQUENClAMENTO_ SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
. BLAST- calmodulina
calmodulina
Aspergillus  S:99.13% Aspergillus  QC:98% - ~
69 584 niger 0: 98.63% niger P1:99.48% Nigri 0,06 0,25 1 2 0,5 0,25 2 Séo Paulo SP
Aspergillus  S:99.48% Aspergillus Qc: 100% __ ~
70 583 tubingensis  O: 97,94% tubingensis Id: 97,60% Nigri 0,5 05 0,25 1 0,25 0,06 0,25 Sao Paulo SP
Aspergillus  S: 99% O: Aspergillus QC:100% . .
71 534 luchuensis 99.81%  luchuensis  PI:100% Nigri 0,5 0,25 0,25 1 0,25 0,12 0,25 Jacarei SP
Aspergillus  S:99.48% Aspergillus QC:100% .
72 585 niger O 98.97% niger PI-100% Nigri 0,5 025 05 006 05 0,06 2 Suzano SP
Aspergillus  S:99.48% Aspergillus QC:100% . .
73 585 - O: 98.97% e PI-100% Nigri 1 0,5 0,5 1 025 0,25 0,5 Valinhos SP
74 NI NI Nigri 1 0,25 0,5 1 0,25 0,06 0,5 Valinhos SP
Aspergillus  S:99,12% Aspergillus QC:100% . .
75 500 welwitschiae O: 98,63% welwitschiae PI1:99,14% Nigri 025 025 05 012 05 012 1 Valinhos SP
76 NI NI Nigri 003 0,25 0,2 025 05 0,12 1 Valinhos SP
77 NI NI Nigri 0,03 0,06 0,22 0,25 0,12 0,12 0,25 Suzano SP
78 NI NI Nigri 003 012 05 05 025 0,06 0,5 Suzano SP
Aspergillus  S:99,48% Aspergillus QC:100% .
79 486 . O: 98.46% e P1:99,83% Nigri 0,12 0,12 05 1 0,12 0,12 0,5 Guarulhos SP

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacé@o) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢édo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifungicos (continuacao)

N QL. SEQJESSIBAAMI\EI\-ITO- ZE%TE_NCC‘:&'\QE':E& SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
calmodulina
82 NI NI Nigi 012 006 0038 1 1 05 012 Suzano sP
oo [ Smm s o omoaw s 1 o0s am B2 @
84 589 vﬁjsvirsgc”r:?;e (SJ gi:gg‘;’) A;’fvzgig::s 3391_331//‘; Nigri 025 012 012 1 05 1 006 Guarulhos  SP
85 580 SZ‘E’:&gw;z (S) 32382//‘; Sz?fég:':; P(ﬁgé?:;f/o Nigri 006 012 025 1 025 05 025 Barueri SP
o o [T Som smee 0SS gnoom 0s o5 o5 om [0t
87 530 SZ‘E’:{;gw:; 05:18?8;/2@ ﬁ;‘;}irgr']"s‘f: g%&g‘m Nigri 05 012 012 2 1 025 05 SaoPaulo  SP
94 585 V’f;&iﬂ:’; CS) gz’,ﬁﬁ vaeSI\?v?'c;g(::?;e gg:gl,%%ﬁ Nigri 003 025 006 1 025 006 025  Aruja SP
s [ S smels QCNOU o5 0 2 os om om A w
06 360 “ePerdils e opergils oy Ngi 05 025 05 05 1 012 1 Soocaba  SP
97 448 I;C‘:‘iiiglﬁs g gﬁ:gié Asrr’%girnus P(ﬁgé?:;f/o Nigri 006 012 05 025 05 006 025 Sorocaba  SP

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacéo) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢cédo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifungicos (continuacao)

SEQUENCIAMENTO-
N Q.L. MYCOBANK- SEQUENClAMENTO_ SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
. BLAST- calmodulina
calmodulina
102 NI NI Nigri 0,12 0,25 0,5 2 0,12 0,12 0,25 Séao Paulo SP
Aspergillus  S:99.56% Aspergillus QC:99% _ ~
103 482 lacticoffeatus O: 92.78% niger P1:99.38% Nigri 0.5 025 05 1 1 0.12 1 Sdo Paulo SP
Aspergillus  S:99.62% Aspergillus QC:100% I ~
. . N 2 , 1 1 2 1 Paul P
105 588 lacticoffeatus  O: 88.44% niger P1:99.83% 'r 0.5 025 05 0.25 Sao Paulo S
106 NI NI Nigri 0,12 0,12 0,5 1 1 0,12 0,25 It SP
Aspergillus S:100%  Aspergillus  QC:99% . ~
107 319 welwitschiae O- 93.75%  awamori P99 61% Nigri 0,03 0,12 0,25 0,25 0,12 0,22 0,12 Séao Paulo SP
Aspergillus  S:99.48% Aspergillus  QC:99% __ ~
. . N 12 12 , 12 , Paul P
108 590 niger 0:96.78% awamori  PI:99.66% r 0. 012 05 05 05 0 0.5 SaoPaulo S
Aspergillus  S: 86,93% Aspergillus QC:97% I
. . - N 12 12 12 ,2 P
109 512 tubingensis  0O: 88,09%  neoniger Pl:91% 'gri 0, 0, 05 05 05 0 0.25 Suzano S
Aspergillus  S:98,65% Aspergillus QC:99% __ ~
. . . 2 1 2 12 2 Paul P
110535 welwitschiae 0:96,82% awamori  PI1:99,25% Nigri 0.5 025 0,06 0.25 0, 0,25 Sdo Paulo S
Aspergillus  S:99.43% Aspergillus QC:99% I ~
. . . N 2 1 12 12 12 Paul P
111535 welwitschiae 0:97.94% awamori  PIl:99.81% 'n 0.25 0.5 0,06 0. 0 0 Séo Paulo S
112 NI NI Nigri 1 0,5 0,06 1 0,25 0,25 0,12 Sao Paulo SP
113 NI NI Nigri 0,5 0,25 0,06 05 025 0,12 0,12 Séao Paulo SP

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacéo) equivalente ao O: Overlap (sobreposi¢cédo), NI: Nao identificado
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Apéndice 1. Resultados de sequenciamento e teste de sensibilidade a antifungicos (continuacao)

SEQUENCIAMENTO-
N Q.L. MYCOBANK- SEQUENClAMENTO_ SECAO ITZ VRZ PSZ AMB TBZ MTZ DFZ CIDADE ESTADO
. BLAST- calmodulina
calmodulina
124 NI NI Nigi 00015 05 012 05 1 025 1 rotsde s
Caldas
125 NI NI Nigri 0,5 0,25 0,12 1 0,12 0,12 0,25 Sao Paulo SP
Aspergillus  S:99,41% Aspergillus  Qc:99% I
127 514 . 0:98.05% e Id: 99.22% Nigri 0,12 0,25 0,06 2 0,12 0,06 0,25 Guarulhos SP
128 NI NI Nigri 006 025 012 05 025 012 025 Rode RJ
Janeiro

Q.L.: Query length (tamanho da sequéncia), QC: Query cover (cobertura) equivalente ao S: Similarity (similaridade), PI: percentage identification

(porcentagem de identificacédo) equivalente ao O: Overlap (sobreposicéo), NI: Ndo identificado
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SECRETARIA DE ESTADO DA SAUDE
COORDENADORIA DE CONTROLE DE DOENCAS [_

INSTITUTO ADOLFO LUTZ \E D\!L:E&
Canunibs Tonios

CONSELHO TECNICO CIENTIFICO - CTC [ 1AL

S3o Paulo, 28 de janeiro de 2021

Projeto: CTC 24-M/2020

“Investigacao de espécies e perfil de suscetibilidade de cepas de Aspergillus spp. de ar
atmosférico.”

Coordenacdo: Marcia de Souza Carvalho Melhem

Prezado Coordenador,

Comunicamos que o projeto foi aprovado quanto ao Mérito Cientifico pelo Conselho
Técnico Cientifico do AL com Ciéncia da Direcdo Geral e cadastro CTC-1AL 24-M/2020.

Por tratar-se de projeto que ndo envolve, direta ou indiretamente, a pesguisa com seres
humanos, e que ndo envolve a utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (ndo humano) segundo a Lei n2 11794/2008, ndo exige a avaliacdo guanto aos
aspectos éticos pelo Comitd de Etica em Pesguisa do Instituto Adolfo Lutz (CEPIAL) e pela

Comiss3o de Etica no Uso de Animais de Experimentaco do Instituto Adolfo Lutz (CEUA/IAL).

Atenciosamente,

e T ?
e 4

ADRIANA BUGNO

Presidente do CTC/IAL
1"Via: Coordenador
2"Via: Diretor de Nicleo

32 Via: Diretor de Centro
43 Via: CTC
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