Joana Rita dos Santos Valente

Licenciada em Biologia

Estudo molecular de estirpes de Aspergillus
Sfumigatus isolados em aviarios e em aves
diagnosticadas com aspergilose. Possiveis

implicacoes na Saude Publica.

Dissertacdo para obtencéo do Grau de Mestre em Tecnologia

e Seguranga Alimentar

Orientador: Doutora Raquel Filipa Pinheiro Sabino, Posdoutoranda, Instituto

Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge

Co-orientador: Profa. Doutora Ana LUcia Monteiro Durdo Leitdo, Professora

Auxiliar, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Juri:
Presidente: Doutora Benilde Simdes Mendes, Professora Associada com Agregacdo da Faculdade de

Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Vogais: Doutor Luis Filipe Sanches Gouldo, Investigador Auxiliar do Instituto de Investigacéo
Cientifica Tropical,
Profa. Doutora Ana Lucia Monteiro Durdo Leitdo, Professora Auxiliar da Faculdade de

Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Setembro 2014






Joana Rita dos Santos Valente

Licenciada em Biologia

oS VNI Sy,

o
S

&
2

o
€ Onisanon 5™

Estudo molecular de estirpes de Aspergillus
fumigatus isolados em aviarios e em aves

diagnosticadas com aspergilose. Possiveis
implicacoes na Saude Publica.

Dissertacdo para obtencéo do Grau de Mestre em Tecnologia
e Seguranca Alimentar

Orientador: Doutora Raquel Filipa Pinheiro Sabino, Posdoutoranda, Instituto

Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge

Co-orientador: Profa. Doutora Ana Lucia Monteiro Durdo Leitdo, Professora

Auxiliar, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Juri:
Presidente: Doutora Benilde Simdes Mendes, Professora Associada com Agregacdo da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

Vogais: Doutor Luis Filipe Sanches Gouldo, Investigador Auxiliar do Instituto de Investigacdo
Cientifica Tropical;

Profa. Doutora Ana Lucia Monteiro Durdo Leitdo, Professora Auxiliar da Faculdade de
Ciéncias e Tecnologia da Universidade Nova de Lisboa

FACULDADE DE
CIENCIAS E TECNOLOGIA
UNIVERSIDADE NOVA DE LISBOA

Setembro 2014



Estudo molecular de estirpes de Aspergillus fumigatus isolados em aviarios e em aves

diagnosticadas com aspergilose. Possiveis implica¢Ges na Saude Publica.

Copyright © Joana Rita dos Santos Valente, Faculdade de Ciéncias e Tecnologia, Universidade Nova
de Lisboa, FCT-UNL.

A Faculdade de Ciéncias e Tecnologia e a Universidade Nova de Lisboa tém o direito, perpétuo e sem
limites geograficos, de arquivar e publicar esta dissertacdo através de exemplares impressos
reproduzidos em papel ou de forma digital, ou por qualquer outro meio conhecido ou que venha a ser
inventado, e de a divulgar através de repositdrios cientificos e de admitir a sua copia e distribuigdo com
objectivos educacionais ou de investigacdo, ndo comerciais, desde que seja dado crédito ao autor e

editor.



AGRADECIMENTOS

A concretizagdo de uma tese de mestrado, enquanto processo individual, ndo requer apenas
dedicacéo, entusiasmo e forga de vontade, apesar de se revelarem bons suportes. Aprendizagem de
novos conhecimentos, alcance de objetivos propostos e formagdo pessoal englobam um conjunto de
pessoas dispostas para que tal aconteca. Desta forma, transcrevo aqui 0s meus profundos e sinceros
agradecimentos, a todos aqueles que contribuiram para a realizacdo de mais uma etapa da minha
formacao académica.

Desde j4, agradeco, a minha orientadora, Doutora Raquel Sabino, pela oportunidade e privilégio de
realizar este projeto no grupo de Micologia, do Instituto Nacional de Salde Dr. Ricardo Jorge, assim
como, toda a sua disponibilidade, apoio, paciéncia, instrucdo, confianga e gentileza.

Quero também agradecer, a toda a equipa do grupo de Micologia, pela receptividade, simpatia e
presteza, que possibilitou a realizagdo deste projeto; & Dra. Cristina Verissimo pelas sugestdes dadas,
prontiddo e ensinamentos; & Dra. Helena Simdes também pelos seus ensinamentos e simpatia; ao Dr.
Jodo Brand&o pelos seus ensinamentos; & Sra. D. Assungdo Anténio e Sra. D. Paula Grilo pelo apoio e
simpatia; & Soraia, Susana e Célia pelo companheirismo e simpatia.

Igualmente, quero agradecer & minha co-orientadora e Professora de Mestrado, Professora Doutora
Ana Lucia Leitdo, pela disponibilidade para me integrar no seu grupo de orientandos, assim como 0
apoio, presteza e formagdo académica.

Agradeco a toda a minha familia, em especial aos meus pais, irmao e sua namorada, pelo incentivo,
carinho e confianga transmitidos.

Agradeco também a todos os meus amigos, de longa data, da Licenciatura, de Mestrado e da

Residéncia da FCT- UNL pelo apoio, amizade e companheirismo.

Por tudo, Muito Obrigada !



Vi



RESUMO

Aspergillus fumigatus é um agente etiolégico fungico disperso mundialmente por variados nichos
ecologicos e o fungo patogénico que mais promove doencas respiratrias em aves e pessoas
imunocomprometidas. A exposicdo a conidios deste fungo pode causar aspergilose invasiva, a doenca
mais frequente em variadas espécies ornitoldgicas, com elevada mortalidade e morbidade. Além disso,
esta doenca ¢ um dos fatores que mais contribui para significativas perdas econémicas na industria
avicola, bem como perdas de biodiversidade, em espécies selvagens. Neste contexto, Aspergillus
fumigatus, que pertence ao complexo Fumigati, desenvolve-se facilmente no trato respiratorio de aves
e humanos, no solo, nas camas e ninhos das aves. Tem uma fécil aeroliza¢éo e contamina os alimentos
nos ambientes avicolas e produz uma micotoxina, gliotoxina, que invade o trato respiratério e é
considerada como fator de viruléncia. A identificacdo exacta dos isolados fungicos provenientes de aves
€ muito importante, para percep¢do da sua epidemiologia em aves, para pesquisa de espécies cripticas
de Aspergillus fumigatus, que podem desencadear as mesmas patologias mas apresentar diferentes
resultados as mesmas terapéuticas antifingicas. A analise molecular efectuada neste estudo permitiu
atingir estes objectivos. Como tal, 108 isolados provenientes de diversificadas aves foram analisados
por ferramentas moleculares para determinar a presenga de espécies cripticas de Aspergillus fumigatus
e observar os seus diferentes perfis de susceptibilidade antiflingica ao itraconazol. Nao foram detectadas
espécies cripticas, mas foi possivel corrigir duas identificacdes morfolégicas erradas ao nivel do
complexo.

Apesar da emergéncia da resisténcia adquirida por Aspergillus fumigatus ao itraconazol, estar a emergir,
ndo foram detectadas estirpes resistentes neste estudo. O conhecimento molecular deste agente
etioldgico responsavel pela aspergilose invasiva em aves é importante para auxiliar a escolha de uma
melhor terapéutica e futuros tratamentos para infegdes oportunistas fangicas, contribuindo assim para

menos perdas na producéo avicola e para uma melhoria da Sadde Publica.

Palavras-chave: Aspergillus fumigatus; aspergilose invasiva; aves; espécies cripticas; estudos

moleculares; terapias antifungicas
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ABSTRACT

Aspergillus fumigatus is an etiologic fungal agent worldwide widespread in different ecologic niches. It
is a pathogenic fungus that causes respiratory diseases in birds and immunocompromised hosts.
Exposition to its conidia can cause invasive aspergillosis, the most frequent disease in several avian
species, causing high morbidity and mortality. Furthermore, this disease is one of the factors that most
contributes for significant economic losses in poultry industries and also to biodiversity losses in wild
species. Aspergillus fumigatus, which belongs to the complex Fumigati, grows easily in the avian and
human respiratory tract, but also in soil, avian litters and nests. Due to its easy aerolization, it
contaminates feedstuffs in poultry farms. It also produces a mycotoxin, gliotoxin, which helps in
respiratory tract invasion and is considered as a virulence factor. Exact identification of the fungal
isolates collected from birds is very important for understanding its epidemiology in birds, also
researching Aspergillus fumigatus cryptic species. These might trigger the same pathologies, but exhibit
different behaviours under the same antifungal therapeutics. The molecular analysis performed in this
study allowed us to achieve these objectives. As such, 108 different avian isolates were analyzed by
molecular tools in order to determine the presence of Aspergillus fumigatus cryptic species and to
observe their antifungal susceptibility profiles to itraconazol. No cryptic species were found, but it was
possible to identify two misidentifications at species complex level. Despite the emergence of
Aspergillus fumigatus strains showing acquired resistance to itraconazole, no resistant strains to this
antifungal were detected in this study. Molecular knowledge of this etiologic agent is important to
choose therapeutic approaches and to implement protective or corrective measures, thus contributing to

lower losses in poultry production and consequently, to improvements in Public Health.

Key-words: Aspergillus fumigatus; invasive aspergilosis; birds; crytic species; molecular studies;

antifungal drugs therapies
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. OBJETIVO

O presente trabalho envolve o estudo de um microrganismo patogénico - Aspergillus, mais
concretamente Aspergillus fumigatus. Este estudo enquadra-se num contexto clinico, ambiental e
alimentar. Discutem-se possiveis vias de transmissdo e 0 seu impacto no ambiente, na agricultura,
veterindria e Salde Pdblica. A contextualizacdo do estudo sobre este microrganismo patogénico, é
corroborada por uma caracterizacdo polifasica, que engloba a microbiologia molecular e convencional,
determinando também a suscetibilidades a alguns antiflngicos.

Os objetivos especificos deste estudo compreenderam: i) a pesquisa de espécies cripticas em isolados
de Aspergillus identificados como pertencentes ao complexo Fumigati, recolhidos em aves com
aspergilose e do ambiente circundante; ii) a determinacéo da susceptibilidade aos az6is de alguns destes
isolados, de forma a conhecer uma possivel emergéncia de resisténcia a este grupo de antiflingicos.

Este estudo compreende a analise de varios parametros relacionados com Aspergillus fumigatus,
especificamente a pesquisa de espécies similares a este, segundo apoio complementar de técnicas
moleculares. Além disso, a partir do nimero significativo de amostras isoladas de diversas espécies
ornitoldgicas (n=108) disserta-se sobre possiveis relagdes espaciais (diversidade de ecossistemas), inter
e intraespecificas. A partir dos resultados obtidos, pretende-se discutir diferentes contextos envolvendo
A. fumigatus e nomeadamente afinidade da amostragem de avifauna (aves domésticas a aves selvagens)
em abrigar este microrganismo; abordando os factores extrinsecos e intrinsecos do habitat da avifauna,
mas também de toda a envolvéncia dos ambientes, quer interiores quer exteriores que potenciam o
desenvolvimento deste agente; relacdes na intercecdo com a cadeia alimentar; patologias clinicas e
veterinarias e metabolismos e requisitos de disseminagao. Ao longo deste estudo sera discutido o papel
gue o ambiente tende a ter como fator responsavel por grande parte das questfes pontuais apresentadas
e a sua influéncia em contextos clinicos e alimentares. Perante isto, o conhecimento mais detalhado
sobre esta espécie fungica, sobre as suas condigdes e relagdes de proximidade e adaptagdo a diferentes
espécies animais e ambientes, e a determinacdo ou identificacdo de caracteristicas que poderdo estar na
base de possivel viruléncia séo factores essenciais para uma melhor prevencgdo das infe¢des causadas

por Aspergillus fumigatus.






II. INTRODUCAO

1. Género Aspergillus

O género Aspergillus possui uma grande diversidade de espécies, cerca de 250, com um vasto leque
de impacto na Saude Publica e com reconhecidos interesses clinicos (patogénicos oportunistas),
industriais e biotecnologicos (Aspergillus oryzae, por exemplo, é utilizado em muitos processos de
fermentacdo) e portanto, sdo grandes alvos de investigagdo. As espécies integrantes deste género sdo
descritas como cosmopolitas, saproéfitas, distribuidas mundialmente e podem ser encontradas em nichos
ambientais muito diversificados. Estas espécies podem ser encontradas no ar, 4gua, solo, vegetacdo em
decomposicao, alimentos para animais, em residuos de vegetacdo, nos animais e até ambientes interiores
(Latgé, 1999; Latgé, 2001; Pattron, 2006; Perrone et al., 2007; Geiser et al., 2009; Alastruey-lzquierdo
et al., 2012; Gavier-Widén et al., 2012).

Até recentemente, com as regras da nomenclatura, as formas sexuadas, conhecidas como estados
teleomérficos prevalecem sobre os estados anamorficos, formas assexuadas. Em 2011, na reunido
cientifica intitulada “One Fungus One name” foi decidido que independentemente do estado (sexuado
ou assexuado) o nome atribuido seria sempre apenas um (Taylor, 2011). A descricdo imposta em 1965,
por Raper e Fennell, originalmente dividida em subgéneros e grupos, atualmente apresenta uma
classificagdo que substitui o "grupo" por "se¢do” ou “complexo de espécies” ¢ este, por sua vez, é
dividido nas diferentes espécies. Estes complexos de espécies englobam espécies muitos semelhantes
entre si. Esta alteracdo taxonodmica baseia-se numa abordagem polifésica, que considera relevante para
a identificacdo de espécies os dados morfoldgicos (micro e macroscépicos), fisiolégicos, metabdlicos e
informacdes de ADN de diferentes regides genémicas. Deste modo, elementos do grupo aspergilli que
pertencem ao Reino Fungi sdo considerados componentes da Filo Ascomycota, género Aspergillus,
sendo depois subdivididos em oito subgéneros ou complexos de espécies (Aspergilli, Fumigati,
Circumdati, Candidi, Terrei, Nidulantes, Warcupi e Ornati) e estes em numerosas espécies, cuja
identificacdo se baseia em todos os fatores referidos (Latgé, 1999; Balajee et al., 2009; Geiser et al.,
2009; Samson & Varga, 2009; Alastruey-lzquierdo et al., 2012; Gavier-Widén et al., 2012; Krijgsheld
et al., 2013). O complexo Fumigati tem sido aquele que gera mais interesse clinico e veterinario. Por
ser 0 objecto do estudo apresentado, este complexo sera exposto de forma detalhada posteriormente
(ponto 1.3).

O género Aspergillus, durante a Gltima década, tem sido revisto através de analises moleculares que
tencionam percecionar de forma mais precisa as relagGes taxondémicas e filogenéticas patentes neste
grupo (Krimitzas et al., 2013). Esta revisdo baseia-se, como foi referido, em abordagens polifésicas que
incluem dados moleculares, bem como as caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e ecologicas. A
identificacdo molecular de espécies de Aspergillus é atualmente baseada em sequéncias das regifes de

ADN ribossomal denominadas de ITS (Internal Transcribed Spacers) e também em sequéncias de genes
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que codificam a B-tubulina, calmodulina e actina, entre outras. Os estudos filogenéticos de espécies de
Aspergillus, auxiliados com estas e outras ferramentas moleculares, tentam decifrar as ambiguidades
taxondmicas existentes dentro do género ou complexo de espécies para certificarem a possibilidade de
ocorrerem evolugdes taxondmicas e serem também detetadas espécies cripticas, que sdo espécies muito
semelhantes morfologicamente e apenas distintas através de dados moleculares (Balajee et al., 2005b;
Hong et al., 2005; Geiser et al., 2007; Samson & Varga, 2009; Krimitzas et al., 2013). Para analisar
relacBes de proximidade filogenética de espécies, diminuindo assim a subjectividade de classificacéo,
recorre-se aos marcadores moleculares anteriormente citados e a ferramentas bioinformaticas, de modo
a dar énfase ha presenca de caracteres comuns e derivados consoante o nivel de detalhes nos grupos
taxonomicas a estudar.

Presentemente, as infecBes invasivas causadas por fungos filamentosos tém aumentado,
conquistando uma grande relevancia clinica. O nimero de infecdes causadas por Aspegillus evoluiu
devido a existéncia de um maior nimero de pacientes imunodeprimidos, propensos a um maior risco de
exposi¢do por parte destes agentes patogénicos oportunistas (Kleinkauf et al., 2013), bem como ao

aumento de procedimentos invasivos e antibioterapia intensiva.

1.1. Etiologia de Aspergillus

Os Aspergillus sdo designados como organismos eucaridticos, em geral multinucleados,
heterotréficos e decompositores por exceléncia e que eficazmente reciclam o carbono e o azoto, a partir
de recursos organicos, particularmente de vegetacdo em decomposicdo no solo ou da acumulacgéo de
compostos, pelo que se consideram fungos ubiquos na natureza. Todas as espécies de Aspergillus
apresentam uma dispersdo eficaz, quer a longas quer a curtas distancias, devido as numerosas estruturas
fangicas produzidas e metabolicamente ativas. Estas estruturas conhecidas geralmente como esporos e
mais especificamente como conidios, fazem do grupo aspergilli um dos grupos flngicos mais
dominantes no ar. As suas minuciosas caracteristicas estruturais favorecem a aerolizagdo e disseminacgao
no ambiente e em qualquer nicho ecolégico (Dagenais & Keller, 2009; McCormick et al., 2010;
Pasqualotto, 2010; Gavier-Widén et al., 2012; Krijgsheld et al., 2013).

Numerosas espécies de Aspergillus tém sido reportadas como agentes de infe¢des oportunistas,
devido a sua distribuicdo em numerosos ambientes (Pattron, 2006; Falvey & Streifel, 2007; Dagenais &
Keller, 2009; Samson & Varga, 2009). Os integrantes deste género podem apresentar impactos
negativos para 0s humanos e animais, sendo considerados patogénicos; impactos no sector agricola e
ambiental, quando dizem respeito a contaminagdes de culturas e contaminacGes ambientais,
respetivamente. No entanto, também apresentam impactos positivos, quando os seus metabolitos e
produtos enzimaticos sdo utilizados em aplica¢fes biotecnoldgicas, como por exemplo na industria

farmacéutica, alimentar, entre outras (Frisvad et al., 2007; Perrone et al., 2007).
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O interesse clinico neste grupo dos aspergilli advém do fato de possuirem um vasto conjunto de
espécies patogénicas quer para humanos como para animais induzindo ao aparecimento de doencas. As
espécies de maior interesse sdo Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans,
Aspergillus terreus e Aspergillus niger (Latgé, 1999; Balejee et al., 2007; Dagenais & Keller, 2009;
Gavier-Widén et al., 2012; Krijgsheld et al., 2013). As vias de transmissdo das infe¢des por Aspergillus
podem ocorrer por contato direto (inalacdo ou contato dérmico), através de aerossois do agente
patogénico ou indiretamente, através de infecGes alimentares, aquando as pessoas ou animais sdo
expostas as suas micotoxinas (Bennett & Klick, 2003).

As micotoxinas sdo metabolitos secundarios dos fungos, ou seja, metabolitos ndo essenciais ao
crescimento e desenvolvimento normais destes microrganismos, de baixo peso molecular e de
diversificadas estruturas quimicas e propriedades bioldgicas (Leung et al., 2006). Segundo a FAO (Food
and Agriculture Organization), 25% das culturas mundiais sdo afetadas por micotoxinas, emergindo
como preocupagdo mundial na &rea de Seguranga Alimentar, Satde Publica e Animal e com acentuadas
perdas econdmicas e de producdo (Hussein & Brase, 2001; Bhat et al., 2010; Zain, 2011). A sua
proveniéncia advém de distintas espécies flngicas que podem estar presente nos alimentos e neste caso
da-se realce a Aspergillus (Tabela 2.1). Numerosos fatores influenciam a sua producdo, tais como:
distribuicdo geografica; diversidades de culturas; praticas agronémicas e condi¢cdes agroclimaticas
favoraveis, como temperatura e humidade relativa (HR), em fases de pré e pos-colheita das culturas
alimentares, precipitacdo, vento e insetos, enquanto vetores de dispersao, e até a agua de abastecimento
para regadio e alimentacdo animal, pois os niveis de seguranca da agua na agricultura pode ser
consideravelmente menor e representar uma potencial via de contaminacdo (Paterson, 2006; Wang et
al., 2008; Reddy et al., 2010; Zain, 2011).

Assim, estes metabolitos secundarios, enquanto componentes toxicos e patologicos, originando
efeitos agudos ou cronicos, para a Saude Humana e Animal, contaminam as culturas e deterioram
alimentos, em fases distintas, sendo designados como micotoxicoses, 0 "veneno derivado de produtos
naturais" com analogas patologias & exposicdo a pesticidas ou residuos de metais pesados (Melo dos
Santos et al., 2002; Bennett & Klick, 2003; Perronel et al., 2007; Viegas et al., 2014).
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Tabela 2.1- Proveniéncia e descri¢do das micotoxinas de Aspergillus (Adaptado de Cast, 2003; Frisvad
et al., 2007; Huffman et al., 2010; Reddy et al., 2010).

Toxinas Doenca Espécies Disperso Alimentos Seres Classificacio
de Fungos contaminados  Afetados segundo IARC?
Amendoins,
milho, soja Todas as
Aflatoxico- o aves de Grupo 1 -
. A. flavus, A. . algodéo, o .
. micose " Mundial aviarios, Cancerigeno para
Aflatoxinas parasiticus arroz, sorgo, .
(B1, Bz, G1, G2) milho, nozes suinos € 0s Humanos
e . ' bovinos
figos
Sindrome Aves de Grupo 1 -
. A. flavus, . . . L .
hemorrégica Mundial ~ Grdo e farinhas  aviariose Cancerigeno para
A. clavatus
das aves outras aves 0s Humanos
. Grupo 2B -
Cevada, milho, po
aveia, trigo Aves de Provavel
Ocratoxina Ocratoxicose ~ A.ochraceus  Mundial ’ ' aviario e cancerigeno
uvas, frutos .
suinos para 0s
Secos
Humanos
Verruculogeno, . . A flavus, A. Alimentos com  Todas as
9 Sindrome ataxia - . .
Fumi- . fumigatus, Mundial esporos de espécies
tremorgénos L
tremorgenos A. clavatus fungos animais

De acordo, com a Tabela 2.1, as micotoxinas produzidas por Aspergillus podem observar-se em todo
o mundo, sendo um problema que afeta variados setores, desde a suinicultura, avicultura e até
agricultura. Sdo adquiridas pelo Homem e animais, ap0s ingestdo, inalagdo ou absorcéo, causando
sintomas que vao desde problemas gastrointestinais, diarreia e vémitos, até sintomas mais agressivos,
como imunossupressdao, lesdes dérmicas, hepatoxicidade, nefrotoxicidade, neurotoxicidade,
genotoxicidade e até morte para seres mais sensiveis (Melo dos Santos et al., 2002; Bennett & Klick,
2003; Frisvad et al., 2007; Bhat et al., 2010; Reddy et al., 2010). No caso de Aspergillus fumigatus, uma
das suas micotoxinas mais relevantes, a gliotoxina, pode ser encontrada como contaminante de matrizes
alimentares de animais, tendo maior afinidade por gramineas (milho, trigo, cevada, centeio, arroz, sorgo)
do que por matrizes de leguminosas. A presenca desta micotoxina enquanto contaminante, deve-se a ja
referida facilidade de dispersdo dos seus esporos pelo ambiente e aumentando o risco de exposicao a
este, quer das aves de aviarios, aves selvagens e humanos, enquanto trabalhadores, individuos saudaveis

ou individuos imunossuprimidos (Boudra & Morgavi, 2005; Pena et al., 2010).

1.2. Caracteristicas morfo-fisiologicas do género Aspergillus

O género Aspergillus é composto por uma enorme variedade de espécies, distintas por anélise macro
e micromorfologica (Latgé, 1999; Latge, 2001). A analise macroscopica baseia-se na analise das

colonias fungicas, observando-se pela sua taxa de crescimento, aspeto e cor (frente e reverso), variavel

2 JARC - International Agency for Research on Cancer
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de espécie para espécie e relacionada, por vezes, com a manifestacdo de formas sexuadas (observaveis
microscopicamente). O estudo das caracteristicas microscopicas de uma dada cultura, indispensaveis a
identificacdo da espécie, deve ter em conta determinadas estruturas especificas da constituicdo dos
Aspergillus (Figura 2.1) tais como o conidiéforo, a vesicula, as fidlides e dois tipos de propagulos
produzidos em Aspergilli, os conidios formados por mitose e/ou os ascosporos formados por meiose
(nem sempre produzidos) (Latgé, 1999; Ferreira & Sousa, 2000).

Colunar Radial

Mémula

Fialides

Cabeca
Aspergilar

Vesicula

W

Elsseriada

| Unisserisda

Conididforo

Célula h:;]QL_L;r—

Figura 2.1- Esquematizacdo das caracteristicas microscopicas utilizadas na identificagdo de Aspergillus
(Adaptado de Gavier-Widén et al., 2012).

O fungo desenvolve um micélio formado por extensdes apicais de células ramificadas, hifas septadas,
dentro e fora do substrato nutritivo. A diferenciacdo destas hifas produzem estruturas chamadas
conididforos. Estas estruturas sao alongadas e assetadas e apresentam dimens@es variaveis entre 40 a
300 um, consoante a espécie. Os conididforos podem exibir uma forma direita, sinuosa, lisa ou rugosa
e uma cor propria (hialinos ou pigmentados). Na parte terminal desta estrutura, surge a vesicula, que
pode ter varias formas, desde esférica, eliptica ou alongada pode ser hialina ou possuir a pigmentagao.
Inseridas nesta estrutura, encontram-se as células conididgénicas, chamadas de fidlides, que dependendo
da espécie podem ser uni ou bisseriadas (métula). Estas células unitarias sdo separadas e cada uma
origina os conidios encontrados no seu terminus. A formacao repetida de conidios produzidos por mitose
a partir das fialides resulta numa cadeia de conidios. Estes conidios podem ter dimensfes de 2-5 um,
formas redondas ou alongadas, ornamentacdo da sua parede e cor variada que ira depender, mais uma
vez, da espécie, e que também influenciara o tom da coldnia. O conjunto da vesicula, fialides e conidios
denomina-se de cabeca aspergilar, cujas dimensdes e cor sdo portanto indispensdveis para a
identificacdo, dado que sdo variaveis, dependendo da espécie (Figura 2.2). Relativamente aos
propégulos resultantes de meiose, 0s ascdsporos, podem ser encontrados no interior de formas
globulosas de dimensdes entre 100 -300 um designadas como cleistdtecios (Latgé, 1999; Ferreira &
Sousa, 2000; Pasqualotto, 2010; Gavier-Widén et al., 2012).
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Figura 2.2- Representagdo individual da cabega aspergilar das espécies de Aspergillus de interesse clinico. a)
Aspergillus flavus (conidi6foro unisseriado); b) Aspergillus flavus (conidioforo bisseriado); ¢) Aspergillus
fumigatus; d) Aspergillus nidulans; e) Aspergillus niger (Adaptado de Pasqualotto, 2010).

A composigdo celular da parede fangica pode variar entre diferentes isolados, dependendo das
condicbes e fases de crescimento e apresenta uma complexa rede, tendo como base estrutural as
glicoproteinas, glucano e quitina, sendo composto por ramificagdes de p-1-3-glucano-quitina no caso
de Aspergillus (Figura 2.3) (Bowman & Free, 2006; Latgé, 2007).

A

=

—— Quitina
Beta-1-3-glucano

Figura 2.3- Composicao estrutural da parede celular de fungos de Aspergillus (Adaptado de Bowman & Free,
2006).

1.3. Aspergillus do complexo Fumigati

Aspergillus fumigatus (Af) foi descrito pela primeira vez em 1863 por Johann B. G. W. Fresenius e
é a espécie mais frequentemente isolada de produtos clinicos (Denning, 1998; Schmidt, 1998; Latgé,
1999; Walsh et al., 2008). E considerado o maior e comum etiol6gico agente patogénico responsavel
pelas primeiras causas de morbidade e mortalidade e por 90% de infecGes em variadas espécies de
animais, com incidéncia especial em aves domésticas (frangos, perus, patos) e espécies de aves
selvagens (Butcher et al., 2003; Arné et al., 2011; Huber & Bignell, 2014). Por sua vez, ¢ classificado,
segundo o ponto de vista de biosseguranca, como integrante no grupo BSL 2 (nivel de biosseguranca

2), que compreende as espécies que causam infecdes oportunistas consistentes, em pessoas com
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perturbacdes graves no sistema imunoldgico e em aves susceptiveis, assim como, também é classificado

como fator alergénico (Komillowicz-Kowalsa & Kitowski, 2012).

1.3.1 Distribuicao e epidemiologia de Aspergillus do complexo Fumigati

Tal como referido anteriormente, os Aspergillus do complexo Fumigati encontram-se distribuidos
por todos os nichos ecoldgicos e sdo a maior preocupacao clinica no que respeita a infegéo fungica de
imunocomprometidos.

Num estudo Portugués analisando 246 isolados de Aspergillus, verificou-se que em 57 isolados
clinicos, dos quais 37 provenientes de produtos respiratérios, se obteve uma prevaléncia de 54,1% do
complexo Fumigati (Sabino et al., 2014b).

Em ambientes interiores, quer na Europa e quer na América do Norte, também se tem verificado
evidente presenca percentual de compostos organicos volateis (COV) e Aspergillus do complexo
Fumigati bem como dos seus metabolitos tanto micotoxinas, como bioaerosséis. Alguns exemplos
desses ambientes séo edificios, exploragdes agricolas como suiniculturas ou de criagdo de animais, neste
caso aviarios, onde ha grande exposicao dos trabalhadores (Viegas et al., 2014).

Apesar da imunidade do hospedeiro ser crucial para erradicar a infe¢do, ndo quer dizer que 0s
individuos saudaveis estejam salvaguardados de inalarem conidios de A. fumigatus. A exposi¢do
continua a um ambiente com presenca de conidios e inalacdo constante destes afetard severamente
individuos imunocomprometidos e saudaveis, que acabam por desenvolver hipersensibilidade por
contato/exposicao (reacdes alérgicas), como se tem observado na industria avicola, que trabalhadores
desta, sujeitos a uma exposi¢do ocupacional revelam uma maior propensdo de desenvolver doengas

respiratorias associadas ao Af (Viegas et al., 2013; Viegas et al., 2014).

1.3.2 Estudo polifasico de isolados do complexo Fumigati

Relativamente aos membros do complexo Fumigati, com interesse no presente estudo, existe uma
sobreposicdo de caracteristicas morfoldgicas entre varias espécies geneticamente distintas (Balajee et
al., 2007), sendo impossivel a identificacdo de espécies de Aspergillus, por procedimentos
convencionais comumente utilizados em microbiologia clinica e ambiental e sem a referida abordagem
polifasica. As ferramentas genéticas e moleculares, que envolvem a reacdo de cadeia catalisada pela
enzima polimerase (PCR), andlise de sequéncias de ADN e estudos de filogenia, permitem solucionar
0s problemas de dados atipicos que advém do elevado ntimero de espécies neste complexo. A utilizagdo
de ferramentas, com observacdo do sucesso de diferenciacdo, individualizacéo e correta identificagcéo
dos dados, passardo a ser aplicadas correntemente como ferramentas de primeira linha em laboratério
(Alcazar-Fuoli et al., 2008a; Serrano et al., 2011).
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Na Figura 2.4, pode observar-se a proximidade filogenética das diferentes espécies de Aspergillus
do complexo Fumigati numa filogenia construida com base nas sequéncias do gene que codifica a

calmodulina (de cada um dos isolados) (Samson et al., 2007).

A fumigatus CBS 133.61
A LOS V33400
A. fumigatiafinis 1BT 12703
A lentulus FHS
A. fumisynnematus IFM 42277
A. novofunvgatus IBT 16806
A. viridinutans CBS 127.56
N. udagawae CBS 114217
N. aureofa CBS 105.55
co [V spinosa CBS 483.65
N. coreana KACC 41659
A laciniosa KACC 41657
N. fenneiliae CBS 598.74
N. ferenczii NRRL 4179
83N denlicu/ata CBS 652.73a
N. pseudofischeri CBS 208.92
N. tatenoi CBS 407 .93
N. quadricincta CBS 135.52
A. duricaulls CBS 481,65
N. spathulata CBS 408.89
A, brevipes CBS 118.53
N. warcupii NRRL 35723
N. australensis CBS 112.55
N. papuensis CBS 841.96
N. glabra CBS 111.55
N. hiratsukae CBS 294,93
N. multipiicata CBS 646.95
A. unifateralis CBS 126.56
turcosus KACC 42091
a N. assulata KACC 41691
881N, nishimurae CBS 116047
_Q_I_EN. aurala CBS 466.65
N. stramenia CBS 498,65
N. galapagensis CBS 117522
A clavatus CBS 513.65

0.02

Figura 2.4- Analise filogenética baseada nas sequéncias calmodulina de Aspergillus complexo Fumigati e
construida segundo o algoritmo Neighbour-joining. Os valores acima de 70% sédo indicados e representam 0
método de bootstrap (Adaptado de Samson et al., 2007).

Esta andlise filogenética demonstra a variabilidade e relacdo de espécies dentro do complexo
Fumigati, com observacgdo das espécies proximas a Aspergillus fumigatus.

Estudos recentes, recorrendo a metodologias moleculares, mostram que muitos isolados clinicos e
ambientais identificados como Aspergillus fumigatus (Af) eram, de facto, espécies cripticas deste
(exemplificando, Aspergillus lentulus, Aspergillus fumigatiffinis, entre outros). Posteriormente, serdo
referidas mais pormenorizadamente algumas caracteristicas e exemplos de espécies criticas do
complexo Fumigati (ponto 1.3.4).

A grande relevancia da sua correta identificacdo prende-se com o facto de diferentes espécies dentro
deste grupo terem diferencas na suscetibilidade aos antifingicos, no modo de infecdo e nos metabolitos
produzidos, o que poderd influenciar quer a terapia, numa perspetiva clinica, quer a qualidade ambiental

ou alimentar, numa perspetiva da Satde Publica.
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1.3.3 Aspergillus fumigatus sensu stricto

Este fungo é o agente patogénico mais prevalente, ndo transmissivel de hospedeiro para hospedeiro,
presente no ar de ambientes interiores como exteriores ocorrendo de forma natural por todo 0 mundo,
com especial crescimento em ambientes quentes, no solo terrestre e marinho, vegetacdo em
decomposicdo, compostagem, lixo residual, residuos de vegetacdo presentes em ninhos e camas de
animais, culturas agricolas, materiais de construgdo, ambientes hospitalares e ambientes de producao
animal, bem como nos sistemas de humificacdo dos locais anteriormente indicados (Denning, 1998;
Latgé, 1999; Samson et al., 2000; Latgé, 2001; Boudra & Morgavi, 2005; Hong et al., 2005; Pringle et
al., 2005; Pattron, 2006; Perdelli et al., 2006; Falvey & Streifel, 2007; Alcazar-Fuoli et al., 20083;
Alcazar-Fuoli et al., 2008b; Walsh et al., 2008; Klich, 2009; McCormick et al., 2010; Pasqualotto, 2010;
Ok et al., 2011; Sabino et al., 2014b).

Os fatores de viruléncia expressos por A. fumigatus sensu stricto, definidos como os determinantes
das suas infe¢cdes patogénicas num dado hospedeiro fazem dele um organismo bioldgico competente,
como consequéncia da sua singular fisiologia e genética. Sdo exemplos destes a capacidade de
germinacéo, esporulacdo e pigmentacdo do fungo, assim como a termotoleréncia, a composi¢éo e
manutencgdo da parede celular, a resisténcia as respostas imunolégicas, absor¢do de nutrientes durante
crescimento invasivo nas infegdes e ainda devido aos alergénios e micotoxinas produzidas (Bok et al.,
2005; Abad et al., 2010).

O sucesso garantido de Aspergilus fumigatus sensu stricto como agente patogénico deve-se também
aos seus reduzidos conidios, que por circulagdo no ar e posterior inalagdo pelos hospedeiros acabam por
se acomodar e desenvolver (Latgé, 1999; Latgé, 2001; Pringle et al., 2005; Alcazar-Fuoli et al., 2008a3;
McCormick et al & Pasqualotto, 2010; Ok et al., 2011). Devido também a acumulacdo ou agdo dos
subprodutos (conidios, hifas e micotoxinas) deste agente patogénico, a manifestacdo de um largo
espectro de doencas como aspergilose alérgica broncopulmonar (AABP), aspergilomas e aspergilose
invasiva (Al) tem ganho um pertinente cariz na investigagdo (Latgé, 1999; Stevens et al., 2000; Perfect
et al., 2001; Dagenais & Keller, 2009; McCormick et al., 2010; Pasqualotto, 2010).

Como referido anteriormente, o estudo polifasico é fundamental para a identificacdo de uma espécie
e A. fumigatus ndo é excecdo. As colonias deste fungo, aquando a presenca de condi¢cdes propicias, em
meios de cultura de MEA e a temperaturas correspondentes ao seu 6timo desenvolvimento (de 25 a
37°C) permitem a observacdo macroscdpica das suas particularidades. Deste modo, este fungo
apresenta-se como um fungo filamentoso, com conidiéforos hialinos e hifas aéreas do mesmo tom
branco-esverdeado, dependendo do grau de maturacdo da coldnia, sendo também reconhecido pelo seu
rpido crescimento. Quando madura, tem uma coloracdo tipica verde-azulada (Figura 2.5).
Microscopicamente, A. fumigatus apresenta as mesmas caracteristicas descritas em 1.2 e observadas
pela representacdo da Figura 2.2 c), no entanto, dispde de conididforos curtos, lisos sem irregularidades,

hialinos e de dimensdes de 100-500 x 5-8 pum; as vesiculas sdo subglobosas com fialides com disposi¢ao
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colunar e unisseriadas (sem a presenga de métula) e hialinas, com dimensdes de 20-30 um. Os seus
conidios (unidade reprodutiva assexuada) sdo pequenos, incolores e com uma forma globosa, de
tamanho 2-5 um (Latgé, 1999; Ferreira & Sousa, 2000; Samson et al., 2000; Snelders, 2012).

Figura 2.5- Colonia de Apergillus fumigatus em MEA, apés crescimento de 2 dias, a 27,5°C.

Particularmente, este fungo requer condigdes fisico-quimicas e nutricionais especificas para se
desenvolver. Cresce a temperaturas 6timas de 37°C, mas que podem variar entre extremos térmicos entre
10-55°C. Aspergillus fumigatus sensu stricto é a Unica espécie, dentro do complexo Fumigati, que
consegue crescer a 55°C, pelo que esta caracteristica é também um fator importante para a sua correta
identificacdo. Necessita ainda de pH 6timo de 5,5-6,5, que podem variar entre extremos entre 3,0-8,0;
uma aw minima de 0,82 e uma ay méxima de 0,97 e ainda uma humidade relativa 6tima de 98-99%,
podendo alcancar minimos de 85% (Abad et al., 2010; Kleinkauf et al., 2013). Com estas caracteristicas,
que se tornam similares as condi¢des atmosféricas, o desenvolvimento e existéncia de A. fumigatus no
ambiente torna-se muito corrente.

De fato, a termotolerancia de A. fumigatus sensu stricto é considerada um fator de viruléncia,
aumentando a sua capacidade de infetar mamiferos e aves até temperaturas de 70°C, devido adaptagdes
metabolicas e genéticas dado que os padrdes génicos compostos por genes heat shock-responsive tém
um papel no controlo térmico perante stresses ambientais (Nierman et al., 2005; Abad et al., 2010).

Aspergillus fumigatus, produz micotoxinas que contaminam alimentos destinados a alimentagao
animal e humana, forragens, flora residual dos ninhos e habitats das aves quando em condi¢des propicias
de pH, hipoxia, HR e temperaturas (Samson et al., 2000; Melo dos Santos et al., 2002; Bok et al., 2005;
Pena et al., 2010).

De entre as micotoxinas mais produzidas por A. fumigatus sensu stricto encontram-se os termogéneos
(fumitermorgéneos B e C), alcaloides calvines (fumigaclavines B e C), verruculogéneo, acidos
helvolicos, fumitoxinas e a gliotoxina, como toxina valorizada no contexto deste estudo (Samson et al.,
2000; Boudra & Morgavi, 2005; Samson et al., 2007; Pena et al., 2010).

A gliotoxina (GT), um metabolito de A. fumigatus sensu stricto é libertada pelas hifas, pode ser
identificada nos conidios em aerossolizagdo e demonstra efeitos imunossupressores e geno e citotoxicos

sobre as células do sistema imunitario de um dado hospedeiro (Samson et al., 2000; Klich, 2010; Pena
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et al., 2010). As gamas de temperatura ideais para a biossintese da maior parte das micotoxinas
enquadra-se na gama de temperaturas mesofilas, 20 a 30°C, mas a capacidade de crescer a temperatura
corporais humanas, 37°C, surge como claro requisito de infe¢des micoticas sistémicas, neste caso a GT,
em humanos e aves e suscita sindromes neuroldgicos em trabalhadores expostos a esta (Hussein &
Brase, 2001; Pena et al., 2010).

1.3.4 Espécies cripticas de Aspergillus fumigatus

A identificacdo de espécies cripticas revela-se um pardmetro fundamental para o conhecimento
epidemiologico de espécies de A. fumigatus sensu stricto, através de ferramentas moleculares
(enunciadas no ponto 1.3.2 e discriminadas com maior detalhe no ponto 1.3.4.1) que clarificam desta
forma a identificacdo das espécies estritamente relacionadas com o complexo Fumigati. Estas espécies
semelhantes surgem devido talvez ao fato deste complexo dispor de s6lidos genomas e pode ter ocorrido
adaptacdo do modo de vida destes fungos a diferentes variagdes ambientais (Montenegro et al., 2009;
Kelkar & Ochman, 2011; Alastruey-lzquierdo et al., 2012). O complexo Fumigati envolve, pois,
espécies analogas de taxas de crescimento (idénticas a 37°C) e ao desenvolvimento de patologias, como
infecBes fungicas patogeénicas (Al), mas com diferentes suscetibilidades aos antifingicos e divergentes
efeitos de viruléncia (Balajee et al., 2005a; Balajee et al., 2005b; Pringle et al., 2005; Hong et al., 2005;
Montenegro et al., 2009; Sabino et al., 2014b). Juntamente com a observagéo de dados terapéuticos, que
anunciam uma resisténcia adquirida de A. fumigatus a varios azéis e que as espécies cripticas assumem
uma baixa sensibilidade a a¢do dos antifingicos, quando comparadas a Af (Serrano et al., 2011; Van
der Linden et al., 2011a; Van der Linden et al., 2011b), acresce a probleméatica destas espécies poderem
também adquirir uma dada resisténcia a multiplas terapias fungicas, bem como sofrerem mutagdes e se
tornarem resistentes, mantendo-se presentes em isolados clinicos e patologias.

Aspergillus fumigatus apresenta numerosas espécies cripticas como Aspergillus lentulus,
Aspergillus fumigatiffinis, Aspergillus novofumigatus, entre outras (Hong et al., 2005; Serrano et al.,
2011; Van der Linden et al., 2011a; Van der Linden et al., 2011b). Estas sdo portanto, variantes atipicas
com diferengas fenotipicas/morfologicas minimas, que causam algum cepticismo comparativamente a
Aspergillus fumigatus sensu stricto (Balajee et al., 2005b). Visto que as condi¢des de interpretacdo da
identificacdo polifasica ndo sustentam tais duvidas, a aplicagdo de ferramentas moleculares torna-se
imprescindivel para uma identificacdo correta e para uma avaliagéo eficaz da infecdo/contaminagdo em
estudo. Deste modo, observou-se por auxilio destas ferramentas, que espécies atipicas presentes nos
mesmos isolados clinicos, por exemplo exsudado respiratorio, e também em ambientais sdo
morfologicamente indistinguiveis, apenas com anota¢cGes de um retardamento na esporulacéo,
irregularidades nas formas das vesiculas, auséncia de crescimento a temperaturas de 48-50°C e produgéo

de diferentes metabolitos. Ao analisa-las molecularmente, verificaram-se variabilidades de posigdes
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nucleotidicas, diferencas essas que justificavam ser espécies diferentes (Balajee et al., 2005a; Pringle et
al., 2005; Howard et al., 2009; Montenegro et al., 2009).

A espécie criptica A. lentulus tem uma distribuicdo geografica mundial, podendo ser encontrada em
solos, ar, mas também em produtos clinicos como do trato respiratdrio humano resultando Al. Esta
espécie apresenta resisténcia ou menor suscetibilidade a acéo de varios antifingicos. A distin¢do de A.
fumigatus sensu stricto e A. lentulus resulta portanto da aplicacdo de marcadores, que permitem o estudo
das relacOes filogenéticas que separam as espécies de forma evidente impedindo erros de identificacdo
(Balajee et al., 2005b; Hong et al., 2005; Alcazar-Fuoli et al., 2008a). O papel da analise molecular do
ADN por parte de marcadores moleculares, quer ITS, B-tubulina e calmodulina é inquestionavel e
fundamental. De acordo com alguns estudos, apenas o gene calmodulina assume rigor para determinar
as espécies cripticas, com melhores resultados e uma maior discriminagdo (Hong et al., 2005; Serrano
et al., 2011). Para complementar esta caracterizagdo de espécies cripticas, a avaliagdo dos perfis de
suscetibilidade de espécies cripticas a antiflngicos comparativamente a espécie original, emerge como
boa preferéncia. Assim, os estudos moleculares sdo fundamentais para descobrir e reconhecer estas
espécies enigmaticas e, possibilitar, através da correta caracterizacdo destes fungos, a compreenséo de
que pequenas diferencas genotipicas entre estirpes podem resultar de microevolugdes associadas a co-
infecOes e representarem a policlonalidade existente em A. fumigatus. O interesse no significado clinico,
microbioldgico e epidemiolégico destas espécies €, pois, um assunto bastante em foco (Balajee et al.,
2005b; Pringle et al., 2005).

1.3.4.1 Identificagcdo molecular de espécies cripticas de Aspergillus fumigatus

Os métodos moleculares, tais como métodos de comparacdo de sequéncias oferecem rapidamente a
identificacdo de espécies com a capacidade de detetar diferencas em nucle6tidos e diferenciar isolados
fangicos até ao nivel da espécie, sendo que desde a Ultima década estas novas técnicas tem sido
complementadas com métodos convencionais (Pasqualotto, 2010). O tamanho do genoma de A.
fumigatus enquadra-se entre 29 e 37 Mb, apresenta-se dividido em 8 cromossomas, cada com tamanho
correspondente a 1,8-4,9 Mb (Gavier-Widén et al., 2012).

Para a pesquisa de espécies cripticas de Aspergillus fumigatus recorreu-se a metodologias
moleculares, como PCR, analise de sequéncias de ADN e Método de Sanger, de modo a individualizar
e identificar da forma mais correta e universal os resultados a obter.

A PCR (Polymerase Chain Reaction) é uma metodologia revolucionéria efetuada in vitro e
desenvolvida por Kary Mullis, em 1980. Esta baseia-se no uso da ADN polimerase e dois primers
oligonucleotidicos, que permitem sintetizar sequéncias de ADN especificas (uma nova cadeia de ADN)
complementar com as cadeias de ADN molde. A primeira demonstragdo do processo de PCR foi

realizada por Saiki e colaboradores em 1985. Em 1988, a técnica de PCR foi modificada, através da
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introducdo na reacdo de uma polimerase termoestavel (Saiki et al., 1988). No final da rea¢éo de PCR, a

sequéncia especifica tera acumulado milhares de milhGes de copias (amplicdes) (Figura 2.6).
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Figura 2.6- Técnica de PCR para amplificagdo do ADN (Adaptado de Griffiths et al., 2005).

Para a identificagdo correta de espécies de Aspergillus, efetua-se uma analise poliféasica do isolado
de Aspergillus: inicialmente realiza-se uma identificacdo de caracteristicas macro e micro morfoldgicas,
seguida da sequenciacdo de genes com funcdes essenciais no metabolismo ou estrutura celular, como os
genes que codificam a B-tubulina e a calmodulina (Hong et al., 2005). Mas ndo s estes genes permitem
estudos baseados na analise do ADN, a comparacdo de sequéncias deste podem ser efetuadas pela
comparagdo de subunidades mitocondriais do ARNr e regiGes nucleares do ARNr, muito Uteis para
determinar relagdes entre géneros e espécies de fungos. Esta regido é designada como ITS (Internal
Transcribed Spacers), que contém o gene 5.8 S do ARNr, normalmente acompanhado por uma
biparticdo do ITS, de duas regides transcritas internas, o ITS1 e ITS2 (Figura 2.7) (O'Donnell, 1992;
Glass & Donaldson, 1995). A sequenciagdo desta regido (que compreende toda a regido ITS1 e ITS2
bem como o gene 5.8 S do ARNIr) é considerada como a metodologia Gold Standard para a identificacdo
molecular de fungos filamentosos, de forma geral (O'Donnell, 1992; Glass & Donaldson, 1995). Para
alguns géneros fungicos especificos, como o Aspergillus, sdo utilizados outros alvos moleculares, ja
referidos, dado que a regido ITS ndo tem poder discriminatério suficiente para conseguir fazer a

identificacdo de espécies cripticas.

185 rDNA 585 1DNA  [rss 285 roNA

Figura 2.7- Esquematizagéo da regido do ITS (Adaptado de Glass & Donaldson, 1995).
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A ferramenta molecular que permite a analise de sequéncias de ADN é o Método de Sanger, método
de sequenciacdo de ADN, normalmente usado para determinar a sequéncia exacta de ADN até aos 500
nucledtidos. Esta técnica consiste num processo misto, que envolve a sintese de um ADN complementar
por o uso de desoxiribonucle6tidos trifosfatos (dANTPs normais), ap6s desnaturacéo e hibridagéo por um
primer oligonucledtido, na PCR, e extensdo pela acdo de ADN polimerase, e a sintese de uma cadeia de
terminacdo trifosfato didesoxinucleétidos (ANTPs) pela agdo da mesma enzima. A desnaturacdo dos
fragmentos de ADN de dupla cadeia origina cadeias molde para a sintese in vitro de ADN.

Para uma sequenciacdo por Sanger, a inclusdo de marcadores fluorescentes com diferentes cores para
cada tipo de ddNTP distingue as cadeias cortadas (isto é, o polipeptideo foi cortado e acrescentado um
nucleotido) pela respetiva fluorescéncia. Assim, quando estes fragmentos marcados passarem na regido
de deteccdo, os fluoréforos sdo excitados pelo laser, que injeta um feixe luminoso, no sequenciador de
ADN, produzindo assim, emissdes de fluorescéncia de quatro cores diferentes, que correspondem as
bases do ADN (Figura 2.8). A detecdo da fluorescéncia distingue os 4 marcadores fluorescentes dos
outros ddNTPs. A ordem em que os diferentes fragmentos passam pelo detetor de fluorescéncia indicam
a sequéncia da cadeia de ADN complementar a cadeia usada como molde, ou seja, a sequéncia obtida

ndo ¢ a da cadeia molde, mas sim a da sua cadeia complementar (Metzker, 2005).

PCR

Produtos

Fluéforo excitado na sequencia

b . o
e =

Figura 2.8- Método de Sanger. Apés PCR os produtos de fragmentos de ADN, complementados com os
respetivos fluorocormos, atravessam um capilar através do qual passa um feixe luminoso que permite a obtengéo
da sequéncia de ADN (Secuenciacion automatica de ADN basada en técnica de  Sanger
http://www.youtube.com/watch?v=ujhxO6dPsX0).

2. InfecBes causadas por Aspergillus spp.

Durante o processo de germinacdo e colonizacdo do fungo, os conidios reestruturam a sua parede
celular e com isto, alteram a sua capacidade de agregacdo e de invasdo dos hospedeiros. Esta
reestruturacdo envolve varios factores como a resisténcia as condigdes atmosféricas, mesmo extremas,
e as condi¢des favoraveis nutricionais, melhorando assim agregacdo dos constituintes a-1-3-glucanos e
proteinas hidrofébicas da parede celular, quer em A. fumigatus quer em outros Aspergillus spp.
(Beauvais & Latgé, 2001; Fontaine et al., 2010; Pasqualotto, 2010; McVey et al., 2013).
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Uma das manifestacOes clinicas de Aspergillus, a aspergilose invasiva (Al), é atualmente a doencga
fangica sistémica mais comum no mundo (Balajee et al., 2007; Alcazar-Fuoli et al., 2008a; Dagenais &
Keller, 2009; Serrano et al., 2011; Dimopoulos et al., 2012). Este grupo fingico esté ainda na base de
outras patologias importantes, apresentadas na Tabela 2.2, descritas segundo trés categorias, infecfes
invasivas, representadas por crescimento das hifas do fungo no interior do tecido; colonizacéo,
alojamento do fungo nas superficies das mucosas ou cavidades corporais e ainda reacbes de
hipersensibilidade, definidas pela resposta imunitaria desencadeada (Latgé, 1999; Stevens et al., 2000;
Perfect et al., 2001; Hong et al., 2005; Dagenais & Keller, 2009; Park & Mehrad, 2009).

Tabela 2.2- Espetro de doencas clinicas geradas por Aspergillus fumigatus (Adaptado de Park & Mehrad,
2009; Kousha et al., 2011).

Categoria Doencas especificas Falhas na defesa Imunitaria
Sem manifestacdo de Sem falhas - Individuos
doenga Saudaveis
Aspergilose Invasiva (Al); Rinosinusite Sistema imunitério afetado
Infecdo Invasiva Invasiva; Aspergilose Traqueobronquial e (mediagdo por células
Aspergilose Crénica das cavidades pulmonares imunitarias inatas)
Colonizagéo Doenca Pulmonar Crénica Obstrutiva (DPCO) Sistema 'm:?;zzg da mucosa

Asma; Aspergilose Alérgica Broncopulmonar
Hipersensibilidade (AABP); Sinusite Alérgica e Pneumonia
hipersensivel

Desequilibrios da imunidade
adquirida

A Al foi descrita pela primeira vez em 1953 e desde entdo, a sua incidéncia tem sido crescente
(Kousha et al., 2011; Dimopoulos et al., 2012).

A presenga de A. fumigatus afeta severamente individuos com o sistema imunitario deficiente,
designados como imunocomprometidos. A Al, nos casos de individuos imunodeprimidos, pode
apresentar taxas de mortalidade superiores a 50% (McNeil et al., 2001; Balajee et al., 2007; Falvey &
Streifel, 2007; Hohl & Feldmesser, 2007; Kousha et al., 2011; Juvvadi et al., 2013).

2.1. Aspergilose Invasiva por Aspergillus complexo Fumigati

A Al causada por Aspergillus do complexo Fumigati inicia-se pela producdo (assexuada) de
conidios, com tamanho 2-5 um (Latgé, 1999; Ferreira & Sousa, 2000), que facil e velozmente dispersam
no ar (Figura 2.9) assegurando a sua presenga em ambientes exteriores e interiores (Dagenais & Keller,
2009). Deste modo, a principal via de contaminacao advém da inalacdo dos esporos em aerolizagdo (mas
também podem incorporar-se se existirem ferimentos ou durante cirurgias).

Estima-se uma variagdo de 0,2 a 15 conidios e 10%/m3, 10%m? (conidios) em ambientes hospitalares,
agricolas e de compostagem, respetivamente, e uma inalacdo média de centenas de propéagulos

infeciosos por dia pela populacdo em geral (Latgé, 2001; Park & Mehrad, 2009). Em seguida, 0s
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conidios inspirados védo contatar diretamente com o epitélio terminal das vias respiratorias e depositar-
se entres as lacunas do revestimento do epitélio dos brénquios e dos alvéolos (Latgé, 1999; Dagenais &
Keller, 2009; Park & Mehrad, 2009). Nesta fase, as defesas imunolégicas iniciam-se pelas barreias
fisicas, mecanicas e anatdmicas das vias do trato respiratdrio (Dagenais & Keller, 2009; Park & Mehrad,
2009; Reiss et al., 2012). Os reduzidos conidios de Aspergillus fumigatus, com 2-5 pum, atravessam
prontamente todo o sistema respiratorio (Reiss et al., 2012), pelo que a defesa mecénica sé é eficaz,
guando acompanhada pela ac¢do dos macréfagos alveolares que fagocitam e destroem os conidios, pois
as barreias fisicas permitem a passagem de particulas com didmetros de 2-10 um. Estes agentes de
defesas, ao exercerem acdo fagocitica sobre os conidios, iniciam uma resposta pré-inflamatéria que
recruta os neutrofilos para agirem contra as hifas de Af (Dagenais & Keller, 2009; Park & Mehrad,
2009; Rodland et al., 2010; Kousha et al., 2011; Reiss et al., 2012).

Em individuos imunocomprometidos, os conidios inalados alcancariam e acumular-se-iam nos
pulmdes (6rgdo-alvo), onde se iniciaria uma inflamagdo, acompanhada por libertacdo de enzimas
fangicas gerais (elastases, proteases e fosfolipases), bem como producéo de gliotoxina, especifica de A.
fumigatus sensu stricto (a sua detec¢do foi verificada em 93% dos isolados clinicos com Al comprovada)
(Kupfahl et al., 2008; Abad et al., 2010) resultando danos nos tecidos e disseminacdo para outros 6rgaos
através da circulacdo sanguinea, gerando Al e outras doencas (Latgé, 1999; Latgé, 2001; Park &
Mehrad, 2009; Ok et. al., 2011; Bayry et al., 2012).

a] Fluidos
superficiais Epitélio das vias
respiratérias

Fluxo de ar nas

Inalagio dos
conidios

Conidiss em

aerolizacio Membrana

e s toag 2
I '( : B \ basal

0,2 a 15 conidios'm?
c

10°w’e 10%1m® “

Espacos de ar no
Limen

o \ / Receptores celulares

- 4 L 9 - /
U AR ﬁk

I A :
[Epitétio daswasam"éu |‘|" ‘\’9 \ Macrofagos
|\ {f Al | | =< oS
1 @ ) \ @ | |

V4 I - Epitélio alveolar

mmﬁy‘?f@ Espaco W\Q—mmﬁm
g PS5\ N A—

Figura 2.9- Modo de infecéo por inalagdo de conidios de Aspergillus fumigatus (Adaptada de Park & Mehrad,
2009).
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2.1.1. Aspergilose Invasiva Aviaria

No de ano de 1800, a presenca de Aspergillus spp. foi descrita como patogénica em aves selvagens
na Europa, dado existirem no ambiente de forma comum (Femenia et al., 2007). Aspergillus fumigatus
foi considerado o maior e frequente patogénico respiratério de aves, identificado pela primeira vez nos
sacos aéreos de Otis tarda (Abetarda-comum) em 1863 por Fresenius (Arné et al., 2011). Desde entdo,
a doenca causada por Aspergillus fumigatus tem sido descrita em todo 0 mundo em muitas espécies
ornitoldgicas, que posteriormente desenvolvem aspergilose invasiva. Pensa-se que provavelmente todas
estas aves sdo susceptiveis a infegdo do fungo e ao desenvolvimento de infe¢Bes respiratdrias ou mesmo
Al (Femeniaetal., 2007; Arné etal., 2011; Olias et al., 2011; Komillowicz-Kowalsa & Kitowski, 2012).

A infecdo fangica decorre da exposi¢do das aves aos conidios, micotoxinas e alergénios de Af que
se depositam essencialmente no trato respiratério, sacos aéreos, mas também no sistema nervoso central
(SNC). A exposicdo intensiva e continua a micoflora patogénica é um requisito para o desenvolvimento
de futuras doengas em animais, que apesar de estar relacionada com a presenca dos microrganismos,
quer no ambiente, quer nas camas (palha, papel, aparas de madeira, entre outras) e nos seus alimentos,
depende das flutuagc6es sazonais relacionadas com 0 aumento significativo da concentracdo dos esporos
dos fungos infeciosos (Arné et al.,2011; Dhama et al., 2013; McVey et al., 2013).

A Al apresenta taxas de mortalidade de aves estimada na ordem dos 30%, o0 que origina perdas
financeiras muito significativas e dispendiosas na industria avicola (Zafra et al., 2008; Thierry et al.,
2010; Ceolin et al., 2012; Reza et al., 2013).

2.1.2. Distribuicao e epidemiologia da Aspergilose Invasiva Aviaria

A Aspergilose invasiva (Al) é a mais importante infecdo respiratéria fangica em aves, selvagens, de
cativeiro, de parques zooldgicos, em reabilitacdo e para producdo alimentar, sendo a maior causa de
mortalidade nestas aves e de distribuicdo mundial. A doenca no setor avicola pode ter diferentes
manifestacdes: os surtos agudos, com alta morbidade e alta mortalidade em aves jovens, e 0 surto crénico
(esporadicamente), que afeta aves adultas, por disseminacdo invasiva (sistema pulmonar ou sacos
aéreos) ou de forma localizada (cutanea, nasal, oftalmolégica e traqueal) (Denning, 1998; Stevens et al.,
2000; Martins et al., 2005; Dagenais & Keller, 2009; Alvarez-Perez et al., 2010; Thierry et al., 2010;
Arné et al., 2011; Beernaert et al., 2011; McVey et al., 2011; Reza et al., 2013).

A informac&o da prevaléncia de Al entre aves selvagens é fragmentada e mostra ampla variacdo entre
espécies ornitologicas, também associada as migragdes. Os casos mais reportados em aves selvagens
envolvem aves aquaticas, patos, gansos (Familia Anatidae), gaivotas (Familia Laridae) e aves de rapina
(Familia Accipitridae e Falconidae), refletindo que a Al afeta diferentes espécies. No caso da Al em
aves domésticas (canrios, araras) e avicolas (frangos, perus, patos), esta é reportada como uma doenca

aguda, com elevadas taxas de mortalidade nos primeiros dias de vida e elevadas taxas de penetracdo em
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ovos durante a incubagdo. Ap0s investigacao por técnicas analiticas, consegue-se verificar a qualidade
do ovo e identificar a presenca de fungos, o que gera uma elevada mortalidade embrionaria dos ovos em
fases iniciais do desenvolvimento. Deste modo, a indUstria avicola apresenta perdas econdmicas
acentuadas, baixa produtividade e elevada mortalidade (natural ou por abate) (Beernaert et al., 2010;
Arné et al., 2011; Ceolin et al., 2012; Gavier-Widén et al., 2012; Suleiman et al., 2012; McVey et al.,
2013; Reza et al., 2013).

O ambiente, tanto nos casos de Al em aves selvagens ou domésticas, é considerado como condutor
de transmissdo de doencas infeciosas, levando ao aparecimento de surtos. O ambiente &, pois, 0 agente
mais amplo que afeta a sobrevivéncia, transmissdo e sazonalidade deste patogénico, afeto a fatores
bidticos e abidticos que o caracterizam. Sdo deles exemplos o stress, clima, a meteorologia, quimica da
agua e do ar, praticas agricolas e uso dos solos, ninhos e palhas secas dos aviarios, ambientes exteriores
ou interiores (aviarios, cativeiros, reabilitacdo) e ventilagdo e praticas higiénico-sanitarias destes
(Nardoni et al., 2006; Cacciuttolo et al., 2009; Beernaert et al., 2010; Sehgal, 2010; Van Waeyenberghe
etal., 2012; Dhama et al., 2013; McVey et al., 2013).

A principal via de transmissdo dos conidios, quer em aves quer nos humanos, continua a ser o ar, que
predispdem as aves para a infecdo. A infecdo das aves € distinta da infecdo dos seres humanos. Enquanto
nos humanos, os conidios colonizam o trato respiratério gerando infe¢c6es pulmonares em individuos
imunocomprometidos, nas aves, a Al desenvolve-se por penetracdo dos esporos inalados que contactam
com a superficie epitelial do aparelho respiratério e pulmonar, essencialmente a laringe, traqueia, tubos
bronqueais, sacos aéreos colonizando-os e por condi¢des ideias acabam por germinar e disseminar para
o sistema circulatorio, articular e renal originando infe¢des também nos olhos, sistema cardiovascular e
sistema nervoso central (SNC) de aves saudaveis e doentes (estas afetadas mais severamente) (Figura
2.10), pois todas as aves parecem ter uma grande susceptibilidade para a infecdo por Aspergillus
(Nardoni et al., 2006; Femenia et al., 2007; Cacciuttolo et al., 2009; Beernaert et al., 2010; Thierry et
al., 2010; Arné et al., 2011; Olias et al., 2011; Suleiman et al., 2012; Thierry et al., 2013; Reza et al.,
2013).
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Figura 2.10— Anatomia do sistema respiratdrio das aves (Adaptado de Jacob et al., 2011).
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A colonizacdo pelos conidios de Af e o desenvolvimento da infecdo (Figura 2.11) sdo muitas vezes
caracterizados, histopalogicamente post-mortem por dois modelos de lesdes: a forma nodular (hifas
septadas internamente, que se desenvolvem na &rea sem espacos do parénquima) e as formas
granulomatosas (sugerem a esporulacdo do fungo (pela cor cinza-esverdeada) localizada nos sacos
aéreos (Nardoni et al., 2006; Femenia et al., 2007; Cacciuttolo et al., 2009; Beernaert et al., 2010; Prester
et al., 2010; Arné et al., 2011; Thierry et al., 2013). Mais uma vez e tal como no Homem, A. fumigatus
apresenta mecanismos que facilitam a infecdo, como conidios de dimensbes pequenas, <5 pum de
didmetro, que facilmente ultrapassam o sistema respiratério das aves e se depositam neste, originando
as patologias referidas. Paralelamente a germinagdo de Af ha aumento do alergénico Aspf 1, que também

contribui para um contexto infecioso (Prester et al., 2010).

Figura 2.11- Patologias por Aspergillus fumigatus. A) LesGes nos sacos aéreos e difusdo no sistema respiratorio
de granulomas de tons brancos em Gallus gallus; B) Aspergilose em Gallus gallus, com granulomas distribuidos
por toda a cavidade respiratoria e observacao de granulomas nos sacos aéreos; C) Lesdes dérmicas localizadas na
cabeca e costas de ave domeéstica (Adaptado de Cacciuttolo et al., 2009; Ceolin et al., 2012; Reza et al., 2013).

Tal como os seres humanos, para minimizar e contrariar a infecdo nas aves, e apesar de
anatomicamente divergentes, estas possuem um sistema imunitario que opera de igual forma em
individuos saudaveis e competentes imunologicamente. As aves apresentam nove sacos aéreos que
movimentam o ar e as vias respiratorias sdo cobertas por epitélios ciliados, auxiliadas pela producéo de
um muco quase vestigial, como barreiras fisicas iniciais para a entrada dos conidios. Alias, o sistema
imunitario das aves, como por exemplo da galinha (Gallus gallus), colabora com 0s mecanismos basicos
na depuracdo dos conidios (Arné et al., 2011; Jacob et al., 2011). Este sistema esta dividido em dois
mecanismos: nao especifico e especifico, em que no primeiro as aves resistem as doencgas e no segundo,
em que as aves possuem mecanismos imunolégicos especificos que lhes permitem tentar debelar a
infecdo (sistema de aquisicdo), caracterizados por especificidade e heterogeneidade, e subdividido em

sistema celular e componente nao celular (humoral) (Tabela 2.3) (Jacob et al., 2011).
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Tabela 2.3- Sistema imunitério ornitolégico (Adaptado de Jacob et al., 2011).

Mecanismos Nao especifico Mecanismos Especifico
Factores genéticos Celular Né&o Celular
Temperatural Corporal Linfocitos B Imunoglobulinas

Caracteristicas Anatdmicas
(revestimento dérmico e das mucosas)

Microflora Inata
Protecao ciliar no Sistema Respiratério

Linfécitos T

As defesas mecanicas (mecanismos ndo especificos) das aves estdo aptas para destruirem os conidios
coadjuvadas aos mecanismos de primeira linha, macréfagos, linfécitos e fagécitos do lumen das vias
respiratérias, mas no momento da infecdo, a disponibilidade destes componentes esta praticamente
ausente e a superficie epitelial fica desprovida de um mecanismo mucociliar, a acdo de defesa ndo €
eficaz. Deste modo, o ciclo de infecéo e 0 sucesso de Af acaba sempre por superar estes mecanismos,
mesmo que as aves disponham de um sistema imunoldgico e barreiras fisicas iniciais competentes, pois
h& uma falha no recrutamento dos macréfagos e uma predisposicdo muito elevada para albergar os
conidios de Af no seu trato respiratério, devido néo sé as suas pequenas dimensdes, mas também devido
ao fato do fluxo de ar presente nos sacos aéreos orientar para a deposicao de particulas (Femenia et al.,
2007; Arné et al., 2011; Jacob et al., 2011). A temperatura média corporal das aves, 43°C, também
contribui para albergar o patogénico e permitir a sua germinagdo. Dada as suas caracteristicas de
termotolerancia, Af tem as caracteristicas ideais para se desenvolver nas aves, ao contrario de outros
fungos e apesar ainda de se distanciar da temperatura 6ptima de crescimento do fungo verificada nos
humanos, 37°C (Ibrahim-Granet et al., 2008; Abad et al., 2010; McCormick et al., 2010).

A manifestacdo fisica da infecdo por Af e posterior condicdo de Al inclui sinais que compreendem a
diminuicdo de apetite, apatia, perda de peso, dispneia, muitas vezes diarreia, febre e comportamento e
postura anormal, dificuldade de respiracdo, inflamacdo dos olhos, do cérebro e das membranas que
envolvem o cérebro, resultando em aumento da morbidade e mortalidade, que chega a valores da ordem
dos 50% em espécies jovens. As iniciativas para a conversdo alimentar e taxas de crescimento na
recuperacdo das aves é normalmente mal sucedida, levando a muitos abates. A evolugdo da doenca
ocorre em dias ou semanas, ap6s curtos periodos de exposicdo (Arné et al., 2011; Gavier-Widén et al.,
2012; Thierry et al., 2013).

Todas estas manifestacdes podem ser observadas nas aves selvagens, nos seus proprios habitats, mas
também em cativeiro e especialmente em aves de aviario. Cada vez mais ha a utilizagdo de aves,
nomeadamente galinhas (Gallus gallus) como modelo animal para o estudo de diagndstico e tratamento
da Al (Thierry et al., 2013). Estas espécies aviarias domésticas integram a alimentagdo humana e sdo
severamente afetadas por Aspergillus fumigatus, pelo que os estudos nesta area se revestem de grande

importancia. Com os estudos fisiopatoldgicos das aves surgem também os estudos sobre a ecologia dos

22



Introducéo

ambientes avicolas que as rodeiam, que ja& sdo conhecidos por serem uma possivel fonte de
contaminagdo. Esta poderd dever-se a condicOes deficitérias, tais como inadequados sistemas de
ventilagdo e limpeza dos filtros, fracas revisbes de regulamentos higiénico-sanitérios; elevadas
temperaturas, HR e concentragdes de bioaerossdis, poeiras e compostos organicos volateis (COV), nos
ambientes de aviério e também nas incubadoras destes espacos. Nas incubadoras, Aspergillus fumigatus
poderd contaminar os ovos, tornando-os inviaveis. Por falhas higiénico-sanitarias, de controlo da
gualidade e seguranca, os seus conidios acabam por germinar no interior dos ovos, causando elevadas
perdas de viabilidade (Figura 2.12). Por outro lado, os conidios de Af também podem ser
aerotransportadas do exterior para o interior, as condi¢cBes de seca podem também promover ha
persisténcia e dominio do fungo Aspergillus fumigatus. A sobrelotacdo de espacos de criacdo das aves,
alimentacdo, presenca de pragas, baixa qualidade alimentar, fracas condi¢bes de armazenamento e
conservacdo dos alimentos levam ao aumento da concentragdo de esporos e ao desencadeamento de
producdo de micotoxinas (Alvarez-Perez et al., 2010; Prester et al., 2010; Arné et al., 2011; Khan &
Karuppayil, 2012; Viegas et al., 2012; Thierry et al., 2013; Viegas et al., 2014).

Figura 2.12- Ovos contaminados pela presenca de Aspergillus fumigatus (The poultry site -
http://www.thepoultrysite.com/articles/1048/what-measures-can-be-taken-to-keep-the-hatchery-free-of-the-
fungus-aspergillus).

Como ja foi referido, os ambientes interiores de aviarios sdo um reservatério oportuno para a
germinacdo de hifas, conidios e outros componentes de Af como (1-3)-B-D-glucano, ergosterol, VOCs
e micotoxinas, que podem depositar-se nas formulacdes alimentares, alimentos e agua, gerando
deficiéncias no armazenamento e conservacao dos alimentos e/ou inadequada qualidade da gua, assim
como promove a distribuicdo do agente patogenico, leva ao desenvolvimento de surtos de Al,
apresentando-se como um risco para a manutencdo da Saude Pudblica e Ambiental. A exposi¢do
ocupacional a ambientes aviculas, por avicultores e outros trabalhadores pode produzir efeitos adversos,
aquando inalacdo ou ingestdo (principais vias de exposi¢do), levando ao desenvolvimento de
hipersensibilidades, alergias ou pneumonias e asma derivada de uma baixa resposta imunitéria; ou, num
estado mais avancado, a toxicidade por micotoxinas e infe¢bes por esporos fungicos inalados, que
escaparam a fagocitose e comecam a germinar (Abad et al., 2010; Prester et al., 2010; Khan &
Karuppayil, 2012; Viegas et al., 2012).
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Como controlo desta “praga” fingica, a op¢do do uso de antifungicos surge como primeira linha de
combate da Al por Af, no entanto, a prevencdo surge como melhor opcéo através da aplicacdo de

protocolos e de medidas de biosseguranga, monitorizacdo nos ambientes aviculas.

2.2. Metodologias de Diagnostico de Al e deteccao de Aspergillus fumigatus

O diagnostico de Al e deteccdo do patogénico A. fumigatus pode ocorrer ante-mortem e post-mortem
(mais frequente, como atrés referido). Os testes de diagndstico ante-mortem incluem testes bioquimicos,
hematolégicos, radiograficos, laparoscopia ou endoscopia, métodos utilizados para aves selvagens e ndo
para aves de producdo avicola, sendo que para estas a suspeita de Al deve identificar-se por alteracoes
explicitas, ja referidas anteriormente (diminuicdo de apetite, apatia, perda de peso, comportamento e
postura anormal, dificuldade de respiragéo, entre outros). Apos recolha de exsudados ou amostras
histopatoldgicos, um diagnostico decisivo baseia-se na identificagdo do fungo por isolamento e
observacao em culturas de meio seletivo, crescimento, anélise microscopica e dete¢cdo do ADN por PCR
(Nardoni et al., 2006; Femenia et al., 2007; Cacciuttolo et al., 2009; Beernaert et al., 2010).

3.  Tratamento

A cura e o tratamento de Al em aves tem sido suplantada com inmeros protocolos suportados pela
aplicagdo de antifingicos, uma vez ndo estar disponivel nenhuma vacina que o faca. Perante a
estagnacdo cientifica, a medida mais sensata e prudente para evitar aparecimento da doenca € a
prevencdo quer em aves, quer no Homem ou mesmo em outras espécies de animais.

Nas aves, 0 objecto deste estudo, as terapias antiflngicas apresentam muitas vezes falhas, pois o
tratamento aviario € um enigma, devido ha limitacdo de farmacocinética dos antiflngicos em diferentes
espécies ornitoldgicas, ha incidéncia no foco alvo do farmaco sobre lesGes nodulares e granulomatosas,
obtendo-se um diagnostico tardio de Al nas aves (Rochette et al., 2003; Beernaert et al., 2010). Como
altimo recurso, nem sempre bem conseguido, recorre-se & remogdo das lesdes presentes nas vias
respiratorias, dificultada pela localizacdo e inacessibilidade das lesdes, acopladas a uma terapia
antifungica sistémica agressiva, que pode deixar contusdes cirdrgicas ou anestésicas (Beernaert et al.,
2010). Como tal, a Gnica solugdo disponivel para o tratamento de lesdes em aves é a terapia antifungica
e para 0 aparecimento desta é a prevencao. Esta terapia € administrada de diferentes formas, se se tratar
de uma terapia tépica administra-se por nebulizacdo ou pulverizacdo (inalagdo) irrigacdo cirurgica das
cavidades abdominais e lavagem dos sacos aéreos, se se tratar de uma terapia sistémica é aplicada por
via intravenosa e oral (Rochette et al., 2003; Beernaert et al., 2010). Visto, o tratamento de Al em aves
ser arduo, o controlo do ambiente como forma de prevencdo da aspergilose aviaria, é essencial, pelo que

é também pertinente o estudo de isolados ambientais de Aspergillus para melhores solugdes terapéuticas.
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Ja no caso do Homem tem-se verificado que a taxa de incidéncia de infe¢Bes flngicas aumentou de
forma abrupta, como aumento de infecGes nosocomiais em pacientes de UCI e em pacientes com
sistemas imunolodgicos debilitados, acompanhados também pela administracdo de antiflngicos
profilacticos de largo espectro que podem promover a emergéncia de espécies ou estirpes mais
resistentes (Sheehan et al., 1999).

3.1 Antifuingicos

A industria farmacéutica, na década de 1990, confrontada com o0 aumento da incidéncia de infe¢Ges
fangicas superficiais e sistémicas respondeu a esta problematica com a formulagdo de novos
antifungicos. O nimero destes agentes tem aumentado significativamente e progressos significativos
foram feitos para determinar a aplicagdo em clinica, mas algumas infe¢Ges ainda se encontram dificeis
de tratar e a emergéncia da resisténcia ndo tém ajudado (Sheehan et al., 1999; Sobel & The Mycoses
Study Group, 2000). O tratamento de infe¢6es fungicas encontra-se também um pouco limitado devido
a questdes relacionadas com a seguranca, resisténcia e eficacia do farmaco. A evolucao durante as duas

Gltimas décadas mostrou avangos muito significativos na micologia médica (Figura 2.13).

Numero de Antifiingicos

disponiveis

14
Anidulafungina

12 — Caspofungina
Micafungina
Voriconazol

10 - Posaconazol

8 - Itraconazol
Fluconazol

6 — Cetoconazol

Miconazol

5-FC

Griseofluvina
2 - Anfotericina B
Nistatina
0 - T T 1
1950 1960 1970 1980 1990 2000
Anos Nature Reviews | Drug Discovery

Figura 2.13— Evolugéo dos antifingicos disponiveis de 1950 até 2000 (L-Amb: Anfotericina lipossomal; 5-FC:
5-Flurocitosina; ABCD: Anfotericina B Dispersao coloidal; ABLC: Anfotericina complexo lipidico (Adaptado de
Ostrosky-Zeichner et al., 2010).

No combate a infecdo por Aspergillus e tratamento da aspergilose invasiva sdo usadas varias classes
de antifungicos: do grupo das equinocandinas (inibidores da sintese de glucano) como por exemplo
caspofungina, anidulafungina e micafungina, que tem mostrado alguns resultados promissores in vivo e
in vitro, mas especialmente do grupo dos azéis (inibidores da sintese do ergosterol) (Pattron, 2006; Fang
etal., 2013).
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De facto, os azdis tém sido largamente utilizados no tratamento da Al quer no Homem (itraconazol,
voriconazol, posaconazol e ravuconazol), quer nas aves (clotrimazol, fluconazol, cetoconazol,
miconazol, enilconazol e, mais frequentemente, itraconazol) (Snelders et al., 2012; Gisi, 2013).

Dos antifungicos mais usados, o0 enilconazol tem uma agdo potente sobre os conidios de A. fumigatus
e reduz a morbidade das aves de aviario e pode também ser utilizado para tratamento tdpico e ainda
aplicado como desinfectante do ambiente, ar e incubadoras de ovos; o cetoconazol usa-se para infe¢des
fangicas sistémicas (ndo engloba Al) e localizadas, com bons resultados e o itraconazol comparado com
0s outros azdis € o que apresenta uma actividade mais eficaz contra Af, aplica-se ndo sé a aves de aviario
como também a aves de rapina e agquéticas, sem reacdes de toxicidade (Rochette et al., 2003).

Os triazdis de segunda geracdo, voriconazol, posaconazol e ravuconazol, caracterizam-se por terem
maiores espectros de acdo e actividade contra patogénicos resistentes e emergentes pertencentes ao
género Aspergillus (Snelders et al., 2012).

Além da aplicacéo clinica e veterinaria, o grupo dos azois tem sido ainda empregado extensivamente
na agricultura, dado serem eficazes na eliminacgdo de fungos fitopatogénicos (Howard & Arendrup,
2011; Chowdhary et al., 2013; Gisi, 2013). Os az0is de segunda geragdo, os triazois, itraconazol,
voriconazol e posaconazol, sdo farmacos recomendados e licenciados para o tratamento e profilaxia de
aspergilose, prevencdo e tratamento de doencas por parte de Aspergillus spp. Em 1992, o itraconazol
(ITC), enquanto triazol de largo espectro, foi aprovado pela FDA e em comparag¢do com outros azéis,
mostrava um elevado espectro de a¢do contra espécies de Aspergillus e outras espécies de fungos, tendo
sido usado como antifingico profilatico (Sheehan et al., 1999; Maertens, 2004). No entanto, o
itraconazol é actualmente desaconselhado como tratamento das infe¢fes por Aspergillus, dada a elevada
percentagem de resisténcia a este antifingico (Pascual et al., 2008; Chowdhary et al., 2013; Gisi, 2013;
Kleinkauf et al., 2013).

Os azois sdo antifungicos com capacidade de inibir a via enzimatica que sintetiza ergosterol, principal
componente das membranas celulares fosfolipidicas dos fungos, a partir do lanosterol (Figura 2.14),
pela inibicdo da enzima 1,4-a-dimetilase que é codificada, em A. fumigatus, pelo gene Cyp51A (codifica
um percursor do citocromo P450), sendo que Cyp51B pode servir para fungdes redundantes. Dado que
0 ergosterol € um dos principais componentes envolvidos em fungdes biologicas, essencial para a
regulacdo da fluidez, atividade e distribuicdo de proteinas e integridade celular, quando a sintese do
ergosterol € inibida, por inibicdo de uma proteina pertencente a cascata enzimatica cujo percursor € o
gene Cyp51A (1,4-a-dimetilase), ocorre consequentemente a inibigdo do crescimento e proliferacdo
celular do fungo. Esta inibicdo interfere com o transporte de alguns nutrientes, com a sintese da quitina
e pode promover acumulacdo de intermediarios toxicos, pelo que o fungo se torna inviavel (Denning et
al., 1998; Sheehan et al., 1999; Waterman & Lepesheva, 2005; Alcazar-Fuoli, 2008b; Pfaller, 2012;
Snelders, 2012).
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Figura 2.14— Esquema representando dos mecanismos de agdo dos antifingicos no tratamento de Al, com
evidéncia de mecanismos de inibi¢do da produgdo de ergosterol e f-(1-3)-glucano, pelos respetivos antiflngicos
(Adaptado de Ashley et al., 2006).

Deste modo, este mecanismo de agdo promove o tratamento de Al, administrado quer por via
intravenosa quer por via oral, sendo um instrumento de morte indireto para Af por aplicacdo de

concentracdes adequadas e eficazes.

3.2 Resisténcia

Durante algum tempo, o fenémeno de resisténcia adquirida por parte da aplicagdo dos antifingicos
azéis no tratamento de Aspergillus spp. foi desconhecido, mas esta evidéncia e prevaléncia tem evoluido
nas Ultimas décadas, revelando ineficacia no combate do patogénico Af (Snelders et al., 2008; Pfaller,
2012; Denning & Bowye, 2013). A resisténcia antifungica pode ser descrita como uma resisténcia
microbioldgica ou clinica, ou a juncdo de ambas. A resisténcia microbiol6gica ocorre quando o
crescimento do organismo patogénico é inibido na presenca de uma elevada concentragdo do agente
antimicrobiano e a resisténcia clinica é definida por uma alta probabilidade de falha terapéutica do
agente antimicrobiano que inibe o organismo patogénico (Pfaller, 2012).

A resisténcia ao ITC é conhecida desde meados de 1990 (Alanio et al., 2011). A resisténcia a triaz6is
por Aspergillus fumigatus foi descrita pela primeira vez em 1997, observada em isolados recolhidos na
California no final de 1980. Em 1999 surge o relato da ocorréncia de uma resisténcia a multiazéis em
isolados de Af na Holanda, observada em isolados clinicos de pacientes portadores de Al (Verweij et
al., 2009b).

A prevaléncia da resisténcia de ITC em isolados clinicos, provenientes da Holanda, foi observada ao
longo dos tempos, em que durante um periodo de 1994-1999, as estirpes de Af apresentavam resisténcias
de 0% e num periodo de oito anos, essa prevaléncia aumentou para 6%, sendo que resultados in vitro se
relacionam com resultados in vivo (Snelders et al., 2008; Verweij et al., 2009b; Pfaller, 2012). A
emergéncia desta e de isolados resistentes a multi-azois e ao ITC tém portanto evoluido (Verweij et al.,
2009b; Arendrup et al., 2010; Alanio et al., 2011; Pfaller, 2012; Chowdhary et al., 2013; Kleinkauf, et
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al., 2013). Este fato foi também identificado em outros paises além da Holanda, como o caso de Canada,
india, China e Estados Unidos, talvez devido & aplicacdo de profilaxias antifingicas (Howard &
Arendrup, 2011).

Em suma, a resisténcia a determinados antifingicos de az6is por Aspergillus fumigatus atualmente é
vista como emergente e preocupante e cada vez mais como um proeminente problema clinico,
veterinario e agronémico, e portanto, com elevado impacto na Saude Publica. Como tal, a emergéncia
desta tem requerido a necessidade da aplicagdo de metodologias in vitro utilizadas como testes de
suscetibilidade a antiflngicos, de modo a compreender quais as raz6es de propagacdo deste agente
etioldgico. Os testes de suscetibilidade permitem a aquisicdo de dados epidemioldgicos, bem como
novas abordagens em estudos ambientais, estudos de mecanismos moleculares e de acdo, e efeitos e

evolucdes terapéuticas em isolados clinicos.
3.2.1. Mecanismo de Resisténcia

A resisténcia de Aspergillus fumigatus aos azois deriva de um mecanismo de "defesa" associado a

uma exposi¢do continua e prolongada a moléculas de azdis do ambiente (Figura 2.15). Os mecanismos
moleculares que originam estas resisténcias tém-se observado em diversos estudos descritos na
literatura. Os mais frequentes descrevem a ocorréncia de uma mutacéo do gene Cyp51A em conjunto
com uma repeticdo tandem (TR) em cadeia de 34-pb na regido do promotor, combinada com uma
mutacao pontual do coddo 98 no gene Cyp51A, conduzindo assim, a uma alteracdo do aminoacido, em
que hé substitui¢des de uma leucina por uma histidina. Estas muta¢@es conjuntas, TR34/L98H, alteram
a proteina CYP51A, pelo que o fungo ndo se torna inviavel na presenca dos azois.
Pensa-se que um dos factores que pode ter influenciado a emergéncia destes mecanismos de resisténcia
é a exposicdo aos antifungicos aplicados na agricultura (Snelders et al., 2008; Howard et al., 2009;
Verweij et al., 2009a; Verweij et al., 2009b; Bueid et al., 2010; Arendrup, 2011; Pfaller, 2012; Snelders
et al., 2012; Linden et al., 2013; Kleinkauf et al., 2013).

Gene Cypiid

4 T 7 1 1
o | o
Fegiio do Promotor @ @ @

‘ Resisténcia Itraconazol & ‘ Eesisténcia multi-azois| Resistencia multi-azois

Posaconazol

TR- Repetigio tandem

@ Mutagio

G34; L08; M220, G448 - Codédes hiot spots
dos antifiingicos

Figura 2.15- Mecanismos de resisténcia de Cyp51A de Aspergillus fumigatus sob acdo de antifingicos azois
(Adaptado de Verweij et al., 2009b).
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Estes mecanismos de resisténcia preocupam, ndo s6 a farmacocinética e terapéuticas médicas, como
também a agronomia, devido as possiveis resisténcias que podem advir por uso de fitofarmacéuticos de
azois aplicados para protecdo de plantas para controlar fungos em vegetais, frutas e frutos, cereais,
leguminosas e em solos agricolas (Denning & Bowye, 2013; Kleinkauf et al., 2013). Estas aplica¢des
levam indiretamente a dispersdo e acumulacdo em diferenciados ambientes/nichos ecolégicos (desde
solo, ar a ambientes aquaticos) destas moléculas quimicas de azois, ao aumento gradual da resisténcia
em Af, aumenta os custos na Salde Publica. Os azois fitofungicidas (essencialmente triazois)
compartilham a mesma procedéncia dos antifingicos médicos e 0 mesmo mecanismo de inibicdo,
descritos como inibidores de dimetilase (IsD) (Snelders et al., 2008; Verweij et al., 2009a; Verweij et
al., 2009b; Arendrup et al., 2010; Chowdhary et al., 2013; Denning & Bowye, 2013; Gisi, 2013;
Kleinkauf et al., 2013). O mecanismo de resisténcia atras referido - de mutacdo TR34/L98H em Cyp51A
- tem apresentado cruzamento de resisténcias, ndo sé para os trés triazois, como de modo similar para
os cinco fungicidas IsD agricolas, propiconazol, bromuconazol, tebuconazol, epoxiconazol e
difenoconazol (Tabela 2.4) (Chowdhary et al., 2013; Denning & Bowye, 2013; Gisi 2013).

Tabela 2.4- Fungicidas IsD agricolas no mercado (compostos com atividade contra Aspergillus
fumigatus) (Adaptado de Chowdhary et al., 2013; Denning & Bowye, 2013; Gisi, 2013).

Periodo de

. ~ Agricultura Medicina e Medicina Veterinaria
introducéo
Imazalil ®
1970 -1979 . . Econazol °
Propiconazol
1980-1989 Prochloraz® Enilconazol (veterinaria) °
Tebuconazol, difenoconazol © Cetoconazol (veterinaria/clinica) ©
Metconazol P Itraconazol (sistémico/clinica/veterinaria) °
1990 - 1999 R
Bromuconazol © Saperconazol ¢ (veterinaria/clinica)
Voriconzol; P nazol; Ravaconazol
2000 - 2009 oriconzol; Posaconazol; Ravaconazol (todos

sistémicos) ° (veterinaria/clinica)

Os antiflngicos aplicados em agro-culturas podem ser aplicados, juntamente com outros
fungicidas ou individualmente, antes das culturas das sementes, sobre estas e nos solos para protegdo
destes contra patogénicos e pragas; pos-colheita para prote¢do da deterioracdo alimentar, durante a
cadeia transportadora e armazenamento para protecdo de possiveis desenvolvimentos de fungos e
metabolitos secundarios. Ndo sé em culturas estes azbis sdo aplicados, também em tratamentos
veterinarios com bastante frequéncia para o controlo da Saide Animal, como ja referido anteriormente,
como por exemplo aplicacdo de enilconazol, ou o imazalil aplicado ndo s6 na agricultura, mas também
usado na protecdo das aves de aviarios contra Af e ao qual foi verificada a resisténcia em aves portadores

de Al (Beernaert et al., 2009; Gisi, 2013). A aplicacdo destes IsD carece de alguma preocupacao, pois

® Forte atividade
¢ Moderada atividade
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como sdo usados para fins curativos da Salde Animal, Humana e da producdo agricola, a sua
administracdo nestes ambientes pode causar uma pressdo selectiva de estirpes resistentes de origem
ambiental ou animal e, consequentemente, induzir o aumento de prevaléncia de isolados resistentes.
Estes, por sua vez, ao encontrar os requisitos favoraveis ao crescimento de Af (referidos anteriomente)
véo disseminar no ambiente (Reis et al., 2012; Snelders et al., 2012; Gisi, 2013; McVey et al., 2013).

Como reportado recentemente, a problemética da resisténcia aos antifungicos azdis (médicos,
veterinarios e agricolas) por Aspergillus fumigatus e nomeadamente 0 mecanismo de resisténcia
molecular de TR34/ L98H pode continuar a espalhar-se mundialmente, como se tem verificado por
estudos de epidemiologia molecular de resisténcias a azdis em alguns paises europeus como Alemanha
(dados de 2010 e 2012), Holanda, Austria e Espanha (dados de 2010), Austria, Bélgica, Franca e Italia
(dados de 2009) (Mortensen et al., 2010; Kleinkauf et al., 2013). As pressdes exercidas pelo e sobre o
ambiente devido ao uso de fitofarmacos como moléculas analogas aos azéis clinicos levam a que
isolados de Af exibam resisténcias adquiridas quando eram intrinsecamente susceptiveis (por pressdo
selectiva ambiental, como atras referido), podendo gerar um aumento da prevaléncia de resisténcias de
A. fumigatus sensu stricto. Por outro lado, pode também induzir um aumento das populac¢des de espécies
cripticas do complexo Fumigati, descritas com uma reduzida susceptibilidade aos antifingicos, ou
mesmo de A. lentulus (j& detetado no ambiente em varios estudos) apresenta uma resisténcia primaria
para triazéis, in vivo e in vitro (Snelders et al., 2008; Mortensen et al., 2010; Alanio et al., 2011; Van
der Linde et al., 2011a; Van der Linde et al., 2011b; Kleinkauf et al., 2013).

Como verificado, estudos sobre a eficacia da terapéutica flngica e sobre os mecanismos de
resisténcia de Af e aos azbis devem ser efetuados para impedir a ocorréncia de efeitos adversos e
irreversiveis. Para melhorar esta problematica, a aplicacdo de metodologias in vitro utilizadas para
determinacdo de testes de susceptibilidade aos antifungicos, determinando de forma mais apropriada, a
sensibilidade ou resisténcia de espécies de Aspergillus de isolados clinicos e ambientais e aplicacdo de
métodos moleculares podem permitir a detecdo destes mecanismos de resisténcia e sele¢ao dos agentes
com actividade para uma determinada infegdo adequando, assim, melhor a terapéutica (Mortensen et
al., 2010; Pfaller, 2012; Kleinkauf et.al., 2013). Pode ser aplicada uma metodologia de screening, em
que se utiliza um meio de cultura com antifungico (a determinada concentracéo), verificando-se depois
a ocorréncia ou ndo de crescimento das estirpes, evidenciando assim, resisténcia ou sensibilidade,
respectivamente, a esse antifingico.

Podem também ser aplicados métodos de referéncia, como a metodologia estipulada pela European
Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (Rodriguez-Tudela et al., 2008), ou estipulada pelo
Clinical and Laboratory Standards Institute - CLSI (M38-A method), sendo que existem outras
metodologias disponiveis, como 0 método Etest ® (AB bioMérieux, Marcy I'Etoile, Franca) (Alanio et
al., 2011) que detetam a sensibilidade de fungos filamentosos e leveduriformes, permitindo, de forma
precisa e reprodutivel, o conhecimento referente ha sensibilidade dos fungos isolados e assim, conduzir

para melhor opcao clinica (Rex et al., 2001; Johnson, 2008; Cannon et al., 2009; Kleinkauf et al., 2013).
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III. MATERIAL E METODOS

O trabalho de investigacdo conducente a presente tese de mestrado foi realizado no Instituto Nacional
de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA), Departamento de Doengas Infeciosas, Unidade de Referéncia de
Doencas Sistémicas e Zoonoses, Laboratorio de Candida, Aspergillus, Dermatofitos e outros fungos
emergentes.

No projeto de investigacdo proposto foi efetuado o estudo molecular de espécies cripticas de
Aspergillus, a partir de isolados fangicos recolhidos de amostras bioldgicas de aves com aspergilose e
também de diferentes ambientes. Os 108 isolados fldngicos foram recolhidos pelo Veterinary
Department da University of California, Davis (California, EUA) e processados inicialmente no Centre
of Investigation and Medical Research (San Jose, Califérnia, EUA). Posteriormente, os isolados
recolhidos foram enviados adsorvidos em discos de papel de filtro (com um didmetro de 2 cm) para o
INSA. Aqui, foi efetuada a metodologia considerada de referéncia para a identificacdo de Aspergillus e
detecdo de espécies cripticas.

Por conseguinte, realizaram-se varios procedimentos com vista a identificacdo das espécies em
questdo e que envolvem:

a) Cultura dos discos com suspenséo de esporos em meio de Agar Malte com Cloranfenicol a 0,05%;

b) Anélise macro e microscdpica das colonias fungicas obtidas ap6s incubagdo a 27,5°C durante 3 -
5 dias;

c) Confirmagdo da pureza das coldnias e das caracteristicas esperadas para o género Aspergillus;

d) Suspensdo dos esporos em meio PBST (Phosphate Buffered Saline with Tween) com Glicerol e
conservagdo dos mesmos a -70°C;

e) Suspensdo dos esporos em meio PBS (Phosphate Buffered Saline, Denning, et. al., 1992), com
conservagdo dos mesmos a 4°C;

f) Extracdo do ADN a partir da suspenséo de esporos em PBS;

g) Realizacdo de PCR (Técnica de polimerizagcdo de ADN em cadeia - Polymerase Chain Reaction)
para amplificac@o das regides ITS, genes que codificam a B-tubulina ou a calmodulina;

h) Electroforese em gel de agarose;

i) Purificagdo dos produtos de PCR;

j) Sequenciagdo pelo Método de Sanger, na Unidade de Tecnologia e Inovacdo (UTIQ) do INSA,;

k) Analise do electroferograma no programa de analise Chromas Lite e obtencdo da sequéncia de
ADN corrigida do fragmento amplificado;

1) Cruzamento das sequéncias obtidas no Chromas Lite com as bases de dados CBS Database KNAW
(http://www.cbs.knaw.nl/Collections/) e BLAST NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).
Comparacdo da sequéncia obtida com as depositadas nas bases de dados e selecdo da mais apropriada e

com maior homologia.
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Por analogia testou-se a suscetibilidade aos antifungicos de 108 isolados de Aspergillus, apds

confirmacdo da sua identificagdo por sequenciacgéo.

1. Identificacao de espécies de 108 isolados de Aspergillus

(a) Isolamento e cultura em meio de malte com Cloranfenicol

As suspensdes de esporos adsorvidas aos 108 discos (proveniéncia de espécies Tabela 3.1a) e 1b))
enviados foram processadas colocando cada disco individualmente em caixas de Petri com meio de
malte agar (MEA) com Cloranfenicol (0,05 g/L) — (Glucose 1% (p/v); Extrato de levedura 0,3 (p/v);
Peptona 0,5% (p/v); Extrato de malte 0,3% (p/v); agar 2% (p/v) e &gua desionizada g.b.; a0 meio
liquefeito adicionou-se 0,05% (p/v) de Cloranfenicol diluidos em 0,5% (v/v) de etanol. Adicdo do
Cloranfenicol tem com base a inibi¢do do desenvolvimento bacteriano, evitando assim, contaminagdes
deste género. A inoculacéo dos meios de cultura com os discos ocorreu em diferentes fases (20 discos
por lote) para aperfeicoar a técnica e para evitar as contaminagfes cruzadas. Estas inoculagdes foram
efetuadas na Camara de Seguranca Biologica #1 (TradeLabor). Posteriormente, ocorreu a incubagéo dos
meios de cultura inoculados durante 3-5 dias na estufa a 27,5°C (LabMetro).

A Tabela 3.1a) dispOe a caracterizacdo das espécies dos 108 isolados, segundo anélise de algumas
fontes, como Clements Checklist, 2007; Bird Guide - The Cornell lab of Ornithology; Animal Diversity
Web; National Audubon Society Birds e Matias et al., 2007, de modo a intercetar fatores existentes nos
nichos ecolégicos especificos com a existéncia de 1A.

Tabela 3.1a)- Descriminacdo de carateristicas das espécies em estudo e proveniéncia das estirpes

clinicas.
Familia Provenl_enma Imagem Distribuicéo Tipo de Ave Produto
das Estirpes
Aguia-de- Costa do Alasca,
cabecga-branca ..
. Canada; Norte do Zona .
Haliaeetus e . Saco aéreo
Oceano Pacifico costeira
leucocephalus Ao
- e Atlantico
(n=1)
Aguia-real América do Distribuicio
Accipitridae Aquila Norte; Europa variadado  Saco aéreo;
P chrysaetos (Norte a Sul de Artico ao Lesdo
(n=2) Portugal) Deserto
Blteo-de-cauda- - Pulmao;
América do Aran-
vermelha ) Saco aéreo;
Norte; Norte do Terrestre .
Buteo e Massa;Aglo
. . . Oceano Pacifico
jamaicensis A g -merados
_ e Atlantico -
(n=10) traqueais
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Tabela 3.1a)- Descriminag&o de carateristicas das espécies em estudo e proveniéncia das estirpes clinicas

(continuagéo).

Proveniéncia das

Familia ) Imagem Distribuicdo Tipo de Ave Produto
Estirpes
" Noroeste da
Gaviéo-papa- América;
gafanhc_)to . Argentina, Brasil Terrestre Saco aéreo
Buteo swainsoni e Paraguai
=8 (Inverno)
Falcéo vermelho & Noroeste da Aglomera-
Accipitridae Buteo lineatus ! Amérlca_l; Terrestre do traqueal
(n=1) California
Ave sem
especificacdo Baco
(n=1)
Ave sem
especificagdo Pulmédo
(n=3)
Norte do Oceano Pulméo;
Airo (comum) : APa_cifico e Saco_aéreo
Uria aalge Atlantico; Europa Marinha cerwcgl e
(n=9) (Sul e Norte de abdominal;
Portugal); Lavado
Alcidae Mediterraneo traqueal
. Norte do Oceano
Papagalo—dol—mar Pacifico; Sul da s .
(n=2) Este da Sibéria;
Japéo
IPa(;o-de-ra_bo- América do :
Anatidae alcado-americano Norte e Sul; E_stu.arlna, Esterno
Oxyura(ﬁ]aznigaucensw Europa (Portugal) ribeirinha
Goraz América do ;opas
_ Nycticorax Norte; Europa ] hamidas, Massa
Ardeidae nycticorax (Centroe Sulde  &guas doces pulmonar
(n=1) ~ Portugal); Norte e salobras;
do Oceano Indico Pantanos
Caturra -
. i Austrélia; . x
. Nymphicus ! Costeira e Pulméo;
Cacatuidae hoyIIaFr)ldicus % Portugasl (IC entro tropical Traqueia
(n=2) \ e Sul)
« . América do
Falcio-peregrina Norte; Europa : ’
Falco peregrinus (Norte1a Sul de Costeira Saco aéreo
Falconidae =D Portugal)
Ave sem
especificagdo Saco aéreo
(n=1)
América do Norte;
Norte do Oceano
“gggjg;:' Pacifico e ' Saco aéreo
Gaviidae Gavia stellata Atlantico; Europa Marinha  abdominal;
(Sul e Norte de Saco aéreo

(n=2)

Portugal);

Mediterraneo
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Tabela 3.1a)- Descriminag&o de carateristicas das espécies em estudo e proveniéncia das estirpes clinicas

(continuagéo).

Proveniéncia

- S Tipo de
Familia das Estirpes Distribuicao Ave Produto
Gaivota ocidental
Larus Zona Costeira do Marinha Saco aéreo
occidentalis Pacifico cervical
(n=1)
Laridae Gaivota-de-bico- América do Norte;
riscado México, Bahamas e .
o Marinha e Lavado
Larus Antilhas; Europa terrestre traueal
delawarensis (Norte a Sul de g
(n=1) Portugal)
Biguéa-sargento Zona Costeiras do Lavado.
Phalacrocorax R . traqueal;
g Pacifico; Norte da  Marinha 3
penicillatus AN Saco aéreo
_ Califérnia .
(n=2) cervical
Phalacrocoracidae  Corvo-marinho- Saco
d'orelhas Norte da América;  Ribeirinha 26re0"
Phalacrocorax Norte do Oceano de agua Esfre a, o
auritus Atlantico e Pacifico doce gac
_ oral
(n=2)
Galinha Norte Qa A_s'a Domeéstica
Phasianidae Gallus gallus (Na_tlvz_a),N e de Baco
(n=1) Distribui¢do criacio
- Mundial ¢
Pelicano pardo Oeste e Sul da
Pelecanidae Pelecanus Califérnia; Costa do Costeira Lavado
occidentalis Meéxico; Venezuela traqueal
(n=1) e Coldmbia
Arara azul grande Brasil, Noroeste e
Anodorhynchus . . Abcesso/
L adjacente ao Tropical
hyacinthinus S tumor
_ Paraguai; Bolivia
(n=1)
Arara-caninde América Central e Argal(?(:n : ]
Psittacidae Ara aEaraun do Sul Tropical lavado
(n=2)
traqueal
Ave sem S,aco.
especificagéo aereo,
_ Lavado
(n=2)
traqueal
COI‘U]?. aguia da Norte da
Virginia América; Brasil; Tropical;
Strigidae . B_ul_ao México, tundras Olho
virginianus Argentina
(n=1) J

Tabela 3.1b) Proveniéncia das estirpes ambientais.

Proveniéncia das estirpes Amostras (n=53)

Agua 4
Ambiente

Ar 49
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(b, c) Andlise Macro e Microscépica dos isolados de Aspergillus

A coldnia fangica obtida a partir de crescimento dos discos foi sujeita a observagdo macroscopica,
de forma a confirmar as caracteristicas especificas e assegurar a inexisténcia de fungos contaminantes.
Para tal, foram tidas em conta as seguintes caracteristicas: cor da coldnia (frente e reverso), textura,
elevacdo, margens e producdo de pigmento.

Paralelamente analisou-se as caracteristicas microscépicas utilizando o microscopio optico (Leitz).
Esta analise foi concretizada por observagdo de cortes microscépicos efetuados com lanceta e corados
com azul de lactofenol (Laptophenol Blue Solution, Fluka). As caracteristicas microscopicas (cor das
hifas, estruturas de reproducdo sexuada e assexuada: conidiéforo, conidios, presenca de meétula,

localizagdo das fialides) foram comparadas com atlas de identificacdo (Campbell et al., 1996).

(d, e) Suspensao dos esporos em PBST com Glicerol e PBS, com conservacgéo a -70°C e 4°C

Decorrido o periodo de crescimento das coldnias e apds confirmacao das caracteristicas morfologicas
coincidentes com o género Aspergillus, procedeu-se ao armazenamento e conservagdo de uma suspensdo
de esporos do fungo, possibilitando o enriquecimento da cole¢do de culturas do laboratério e permitindo
futuras utilizagGes desta estirpe.

Da cultura dos fungos retirou-se uma quantidade de esporos com uma zaragatoa estéril embebida em
PBST na Cémara de Seguranga Bioldgica #1. Seguidamente, suspendeu-se os esporos recolhidos na
zaragatoa num volume de 450 pL de PBST para criotubo de 2 mL, ao qual se adiciona, no final, 2 gotas
de glicerol estéril (87 % p/p). Os criotubos foram armazenados a -70°C no Ultracongelador (REVCO).

Da mesma cultura recolheu-se ainda uma nova gquantidade de esporos, com uma nova zaragatoa
embebida em PBS (pH 7,5). Os esporos foram suspensos num volume de 450 pL de PBS, presente num
eppendorf de 1,5 mL e os eppendorfs foram posteriormente conservados a 4°C. A suspensao de esporos

assim preparada em eppendorfs foi utilizada para a extracdo de ADN das espécies em analise.

(f) Extracéo de ADN

A extracdo do ADN dos esporos de Aspergillus realizou-se através de um kit de extracdo de ADN
“High Pure PCR Template Preparation Kit” sustentado pelo de versdo Julho 2007, Categoria Numero
11 796 828 001, referente 4  Secdo 2.6 e 2.8, disponivel em
https://cssportal.roche.com/LFR_PublicDocs/ras/11796828001 en_10.pdf.

(9) Reacdo em cadeia da polimerase (Polymerase Chain Reaction — PCR)

A amplificacdo por processo PCR (esquematizagdo ponto 1.7.1, Fig. 3.1) do ADN extraido baseou-
se em trés protocolos diferentes. Nos trés protocolos de rea¢do de PCR foram realizados, em simulténeo,

um controlo negativo, constituido por uma mistura reacional semelhante a das rea¢fes de PCR, mas
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contendo &gua ultrapura em substituicdo ao ADN. Idéntica e simultaneamente para cada reagdo de PCR
foi realizado um controlo positivo constituido por uma mistura reacional semelhante a das reacdes de
PCR, mas contendo ADN de uma estirpe de referéncia. Ambos os controlos foram sujeitos as mesmas
condi¢bes das outras amostras de PCR e efectuados para detectar a existéncia de possiveis
contaminacdes e de inibicdes da reacdo de PCR, assim como assegurar a qualidade dos reagentes, meios
de cultura, o controlo da precisdo da preparacdo dos agentes antiflngicos e a reprodutibilidade dos testes.

i Protocolo de PCR por primers ITS, p-tubulina e calmodulina

Um dos protocolos inicialmente aplicado utiliza os primers que permitem a amplificacdo da regido
ITS, para a leitura das cadeias de ADN, suportado pelo protocolo referenciado por Henry et al., 2000.
Embora utilizado no estudo da amplificagdo da regido do ADN para o estudo das espécies cripticas de
Aspergillus fumigatus, este ndo foi suficientemente discriminatério para tal finalidade. Como
remediacdo aplicou-se outros dois protocolos, um deles utiliza os primers de B-tubulina referenciado
por Ana Alastruey lzquierdo (Alcazar-Fuoli et al., 2008a) e o outro protocolo usa primers de
calmodulina referenciado por Hong et al., 2005. As condicdes reacionais de PCR podem ser observadas

na Tabela 3.2.

Tabela 3.2- Condices reacionais de PCR para protocolos de primers ITS, p-tubulina e calmodulina.

. iy Sequéncia nucleotidica
Oligonucledtidos iniciadores

(5’ >3
primer forward -1TS1 (5'-TCCGTAGGTGAACCTGCG-3")
primer reverse -1TS4 (5'- AGGAGGTGATAACTATCG -3")
primer forward -Btb2a (5'-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3")
primer reverse -Btb2b (5'- TGGGAGTCACATCATAGGGAACCG -39
primer forward -Cmd5 (5'-CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3")
primer reverse -Cmd6 (5'- GGCTATCTCCAGTATTGCACC -3")

As reacOes de PCR baseadas no protocolo do ITS foram preparadas com um volume final de 50,00
uL. Na Camara de Seguranga Biologica #2 (TELSTAR BIO-11-A) foram colocados 45,00 pL da mistura
reacional, num eppendorf, composto pelos reagentes expostos na Tabela 3.3 e os restantes 5,00 uL de

compdsito advieram do ADN de cada estirpe adicionadas na Camara de Adi¢do do ADN (TradeLabor

(IPAC)).
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Tabela 3.3- Composicao das misturas reacionais para amplificagdo da regido ITS.

Concentragao Final dos Volume para cada amostra
Reagentes
Reagentes (uL)
ITS1- Sequéncia
oligonucleotidica ir?iciadora (Fw) 0.3 M 150
ITS4-Sequéncia
oligonucleatidica iniciadora 0,3 uM 1,50
(Rev)
dNTP 0,1 UM (cada) 2,00
MgCl, 1,5mM 3,00
Taq polimerase 15U 0,30
1x (5 mM Tris-HCI ; pH
Tampao 8,3; 25 mM KCI; 0,75 mM 5,00
MgCly)
Agua (H.0) 29,00
ADN 10 - 50 ng/puL 5,00
Volume final amostra 50,00

As reacOes de PCR foram processadas num termociclador (LabMetro, BioRad) durante um periodo

de 180 minutos e acompanhadas por uma ventilagdo externa do ar condicionado, a 17°C para promover

um ambiente apropriado a este processo. As condicOes utilizadas apresentam-se na Tabela 3.4.

Tabela 3.4- Condigdes de PCR para amplificacdo da regido ITS.

Fase de PCR T (°C) At N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 95 4,5 min 1
Desnaturagéo 95 30 seg
Hibridacéo 50 30 seg 40
Extenséo 72 1 min
Extensdo Final 72 3 min 1

As reagdes de PCR baseadas no protocolo da B-tubulina foram preparadas com um volume final de

25,00 puL. Na Camara de Fluxo Laminar #2 (TELSTAR BIO-I1-A) foram colocados 21,00 puL de mistura
reacional, num eppendorf, composto pelos reagentes expostos na Tabela 3.5 e os restantes 4,00 uL de

compdsito advieram do ADN de cada estirpe adicionadas na Camara de Adicdo do ADN (TradeLabor
(IPAQC)).
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Tabela 3.5- Composicéo das misturas reacionais para amplificagdo do gene que codifica a B-tubulina.

Reagentes e aluslces Volume para cada amostra (uL)
Reagentes
Btbh2a - Sequéncia
oligonucleotidica iniciadora (Fw) 0.4 1M 120
Btb2b - Sequéncia
oligonucleatidica iniciadora (Rev) 0.4 M 1,20
dNTP 0,2 uM (cada) 1,25
MgCl, 2 mM 1,00
Taq polimerase 1U 0,30
x 1x (5 mM Tris-HCI ; pH 8,3 ;
Tampdo 25 mM KCI : 0,75 mM MgCl,) 2,50
Agua (H,0) 13,55
ADN 10-50 ng/pL 5,00
Volume final amostra 25,00

As reacOes de PCR foram processadas num termociclador (LabMetro, BioRad) durante um periodo

de 180 minutos e acompanhadas por uma ventilagdo externa do ar condicionado, a 17°C para promover

um ambiente apropriado a este processo. As condigdes utilizadas apresentam-se na Tabela 3.6.

Tabela 3.6 -Condicoes de PCR para amplificagdo do gene que codifica a B-tubulina.

Fase de PCR T (°C) At N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 94 5min 1
Desnaturagdo 94 30 seg
Hibridacdo 55 45 seg 32
Extensédo 72 2 min
Extensdo Final 72 5 min 1

As reacBes de PCR baseadas no protocolo de calmodulina foram preparadas com um volume final
de 25,00 pL. Na Camara de Seguranga Biologica #2 (TELSTAR BIO-II-A) foram colocados 21,00 uL
de mistura reacional, num eppendorf, compostos por 0s reagentes expostos na Tabela 3.7 e 0s restantes
4,00 uL de composito advieram do ADN de cada estirpe adicionadas na Camara de Adi¢do do ADN
(TradeLabor (IPAC)).

38



Material e Métodos

Tabela 3.7- Composicao das misturas reacionais para amplificacdo do gene que codifica a calmodulina

Reagentes ConceRr;;rgg:;:mal dos Volume para cada amostra (uL)
Cmd5 - Sequéncia
oligonucleotidica iniciadora 0,3uM 1,50
(Fw)
Cmd6 - Sequéncia
oligonucleotidica iniciadora 0,3uM 1,50
(Rev)
dNTP 0,1 uM (cada) 2,00
MgCl, 1,5mM 3,00
Taq polimerase 15U 0,30
~ 1x (5 mM Tris-HCI ; pH 8,3 ;
Tampao 25 mM KCI ; 0,75 mM MgCl,) 5,00
Agua (H,0) 29,00
ADN 10- 50 ng/uL 5,00
Volume final amostra 50,00

As reacOes de PCR foram processadas num termociclador (LabMetro, BioRad) durante um periodo
de 180 minutos e acompanhadas por uma ventilagdo externa do ar condicionado, a 17°C para promover

um ambiente apropriado a este processo. As condigdes utilizadas apresentam-se na Tabela 3.8.

Tabela 3.8- Condicbes de PCR para amplificagdo do gene que codifica a calmodulina.

Fase de PCR T (°C) At N° de ciclos
Desnaturacdo inicial 95 10 min 1
Desnaturagéo 95 30 seg
Hibridagéo 55 30 seg 38
Extenséo 72 1 min
Extenséo Final 72 5 min 1

ii. Otimizagéo das condicbes de PCR

Inicialmente, durante varios ensaios, usou-se os protocolos de B-tubulina e calmodulina, mas devido
a resultados insatisfatorios houve necessidade de optimizar as condi¢des das reagdes de PCR. Portanto,
a otimizacg&o dos requisitos considerados para um melhor rendimento da reacdo do ADN dos Aspergillus
consistiu em empregar beads (illustra™,GE Healthcare), pequenas esferas brancas compostas por
concentragdes de MgCl, (15 mM), dNTP's (200 pM em 10 mM Tris-HCI, pH 9) e KCI (50 mM),
adaptadas a este ADN e aliadas a exclusividade de uso dos primers Cmd5 e Cmd6. A este preparado foi
acrescentado reagentes, 17,0 puL agua ultrapura e e 1,5 pL de cada primer (Cmd5 e Cmd6) as beads na

Camara de Seguranca biolégica (TELSTAR BIO-II-A). Seguidamente, adicionou-se aos eppendorfs ja
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com as beads dissolvidas, de um volume de 20,0 puL, um volume de 4,0 pL de ADN (20-50 ng), obtido
apos a extracdo de ADN, na Camara de Adicdo do ADN (TradeLabor (IPAC)).

(h) Electroforese em Gel de Agarose

A electroforese em gel de agarose (Seaken®, Lonza, Gel Strength: 1%) separa os fragmentos de
ADN, de acordo com o0 seu peso molecular. Esta técnica foi utilizada para confirmar o sucesso ou
insucesso da amplificacdo de cada fragmento de ADN, quer pelos primers ITS, primers -tubulina quer
pelos primers calmodulina. Utilizou-se gel de agarose (Seaken ®, Lonza) para se separar fragmentos de
ADN lineares com um peso molecular entre 100-1500 pares de bases (pb). A preparacdo dos géis de
agarose incluia uma solucéo tamponada de TBE 0,5x a pH 8,0 (44,5 mM Tris-base, 44,5 mM acido
bérico, 1,0 MM EDTA) e 1,80 g de agarose, dissolvida ap6s um aguecimento prévio, durante 1 minuto,
no microondas (Sanyo). Subsequentemente, arrefeceu-se esta solucéo e adicionou-se 2,0 uL de Gel Red
(SYTO®, 60 Red Fluorescent Nucleic Acid Stain - 5 mM Solution in DMSO). De seguida, verteu-se a
mistura num molde ou cama do gel complementada com o pente com 0s nimeros de pocos pretendidos
no gel e aguardou-se cerca de 20 minutos, para ocorrer a polimerizacdo do gel de agarose. Concluido o
tempo estimado, depositou-se o gel numa tina de electroforese horizontal, contendo uma solugéo
tamponada de TBE 0,5x a pH 8,0. No primeiro poco do gel de agarose introduziu-se 2,0 pL de marcador
ADN de 100 pb (100-1200 pb) (Gene Ruler ™, Fermentas, DNA Codder Mix, 0,5 pg/pL) juntamente
com 3,0 pL de Loading Buffer (Azul de bromofenol- 2,6 -dibromo— 4-[3-(3,5-dibromo-4-hidroxifenil)).
O fragmento que se pretende amplificar tem um tamanho de aproximadamente 500 pb, pelo que é
essencial a inclusdo do marcador de pesos moleculares que permita saber se ocorreu amplificacdo da
regido pretendida. Nos outros pocos do gel foram colocados 3,0 pL de Loading Buffer juntamente com
10,0 pL de cada um dos produtos de PCR.

As electroforeses foram realizadas sob uma diferenca de potencial constante de 120 V, do céatodo
para 0 anodo, durante 20 minutos, a partir do equipamento de corrida (BioRad: Power PC Basic). Apds
a terminus da electroforese, colocou-se o gel de agarose num transiluminador acoplado a uma camara
de video, Gel Doc (Gel ChemiDoc) e a um programa informéatico Quantity One (Biorad), que por
exposicdo a luz ultravioleta possibilitou a visualizacdo da fluorescéncia das bandas na regido dos 500
pb.

(i) Purificacé@o dos Produtos de PCR

Como requisito para a sequenciacdo dos produtos de PCR, a purificagdo dos mesmos, através do
reagente EXoSAP-IT™ (GE™ Healthcare) torna-se necessaria para eliminar os eventuais dNTP's néo
consumidos durante a reagdo de PCR, bem como contaminantes (excesso de primers) que possam

interferir com as reacGes de sequenciacao.
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O ExoSAP-IT "limpa" a mistura de PCR utilizando duas enzimas hidroliticas, exonuclease | (Exo 1)
e rShrimp fosfatase alcalina (rSAP), dissolvidas num tamp&o especialmente formulado. Nesta
formulacdo os dNTP's sdo removidos pela Exo | e a rSAP remove iniciadores residuais de cadeia simples
e qualquer ADN de cadeia simples irrelevante produzido na PCR, num periodo de 30 minutos (Figura
3.1).
VP WV WP U oV U P W™
™ T T ™
T ™ ,:f "" . T

T
Excesso de dNTPs \.-lf' T s - \'1 T Excesso de primers
T T T T

Adigdo de ExoSap IT 37°C por 15 min, para tratamento
80°C por 13 min, para inativagio

Fosfato Inorginico (Pi)

Figura 3.1- Purificagdo dos produtos de PCR por Ex0SAP-IT
(http://www.affymetrix.com/estore/browse/promotionLandingPage.jsp?promotionld=promo440001&navModeV
alue=&isHtmlStatic=true&aldValue)

Adicionou-se 1,6 pL de ExoSAP-IT™ a 4,0 uL de cada um dos produtos de PCR obtidos, na Camara
de Manipulagéo Pds-PCR (TradLabor SF). As misturas de purificagdo foram submetidas as seguintes
condigdes: 37°C, durante 15 minutos e a um aquecimento de 80°C durante mais 15 minutos, que inativou
0 reagente Exosap. A temperatura decresceu até a um ponto estavel de 10°C, por tempo indefinido, no

termociclador (Biorad).

(J) Sequenciacédo e Sequenciacéo por Método de Sanger

As reagdes de sequenciacdo do ADN foram processadas num termociclador (LabMetro, BioRad)
durante um periodo de 3 horas, novamente acompanhadas por uma ventilagdo externa do ar
condicionado, a 17°C para promover um ambiente apropriado a este processo. As reaces de
sequenciacdo foram aplicadas aos trés protocolos anteriormente descritos e as suas condi¢des podem ser
observadas na tabela 3.9, 3.10, 3.11 e 3.12. Os requisitos para esta sequenciacdo envolveram o uso
descriminado do primer foward que Ié a cadeia 5'-3' e cada eppendorf apresentava um volume final de
9,0 pL da mistura reacional de reagentes e acrescentou-se 1,0 uL de produto de PCR purificado, na
Camara de Manipulagdo P6s-PCR, perfazendo um volume final de 10,0 pL. Nesta reacdo sé se
implementou o uso da sequéncia oligonucleotidica iniciadora (Fw), uma vez o uso da sequéncia
oligonucleotidica iniciadora (REV) ndo apresentar resultados divergentes e que apresentam a mesma

complementacéo, ap6s anélise de dados obtidos.
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Tabela 3.9- Condicbes reacionais de Sequenciagdo para protocolos de sequenciacdo utilizando os
primers ITS, B-tubulina e calmodulina.

Reagentes Volume para cada amostra (L)
Sequéncia oligonucleotidica iniciadora (Fw) 20
ITS1; Bth2a e Cmd5 '
Big dye® (kit, terminator v1.1; Ref: 4336778) 1,0
Tampéo Big Dye® (Ref: 4336699) 3,0
Agua (H,0) 3,0
Produto PCR 1,0
Volume final amostra (Mix) 10,0
Tabela 3.10- CondicGes de Sequenciacdo do Produto de PCR para ITS
Fase de Sequenciagio T (°C) At N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 96 5 seg 1
Desnaturagdo 96 10 seg
Hibridacdo 50 5 seg 30
Extenséo 60 4 min
Extensdo Final 72 5 min 1
Tabela 3.11- Condig¢des de Sequenciagdo do Produto de PCR para B-tubulina.
Fase de Sequenciacio T (°C) At N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 94 3 min 1
Desnaturagéo 96 10 seg
Hibridacdo 50 5 seg 25
Extenséo 52 4 min
Extensdo Final 60 5 min 1
Tabela 3.12- Condicdes de Sequenciagdo do Produto de PCR para calmodulina
Fase de Sequenciagéo T (°C) At N° de ciclos
Desnaturacéo inicial 96 5 seg 1
Desnaturacéo 96 10 seg
Hibridagdo 50 5 seg 32
Extenséo 60 4 min
Extensédo Final 72 5 min 1
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(i, k, I) Analise nucleotidica no Chromas Lite e Cruzamento de dados obtidos no Chromas Lite
com as bases de dados CBS Database e BLAST NCBI

Os resultados obtidos da sequenciacdo do ADN pelo sequenciador (ABI 3130xI, Genetic Analyser)
da UTIQ (esquematizacdo ponto 1.7.1, Fig. 3.2) através da detecéo a laser dos fluorocromos (nucle6tidos
com fluorescéncia) permitiram analisar computacionalmente os electroferogramas, uma vez haver
emissdo de luz a um comprimento de onda diferente, quando excitado pelo laser e portanto todas as
quatro bases podem ser detetadas e distinguidas por quatro cores diferentes (Figura 3.2).

(= TTTCTCTTGGT GG C GCGTTTGT ST GCCTGG CGTGC < <

A
A AA AN

3
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Figura 3.2— Anélise computacional através da sequenciago surgindo ordenadamente por cor de fluorescéncia. A
sequéncia da cadeia molde pode entdo ser lida. Os nucleétidos denominados com N que ndo puderam ser
classificados (Lodish et al., 1999).

A recolha dos dados para um software converte o sinal de fluorescéncia em dados digitais e regista-
los num arquivo podendo ser analisado pelo programa Chromas Lite. Segundo este programa pode-se
verificar a inexisténcia ou existéncia de veracidade da amplificacdo e sequenciacdo do ADN em estudo.
A inexisténcia de dados pode advir de falhas operacionais nas etapas anteriores ou contaminacfes
externas resultando um electroferograma com nucleétidos denominados com N, ndo podem ser
classificados e contrariam a veracidade de amplificacBes observadas por electroferogramas de étimas
amplificagBes e uma leitura sequencial até cerca de 500 pb.

Segundo os dados provenientes da analise de sequenciacdo pelo Método de Sanger ocorreu a
determinagdo das especies cripticas do género Aspergillus nomeadamente de Aspergillus fumigatus
consultando  os  resultados  presentes nas bases de dados CBS  Database
(http://www.cbs.knaw.nl/Collections/) e BLAST NCBI (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). As
sequéncias obtidas foram correlacionadas com as sequéncias das bases ao nivel dos pardmetros de Max
score, Total score, Query coverage e E-value. A identificacdo final das espécies a analisar resulta de
uma analise conjunta dos parametros acima, que devem compreender um valor estatistico (E value)
préximo de zero (0) ou mesmo zero e uma percentagem de homologia ou similaridade superior a 98%,
para que se considerem o0s resultados obtidos como fiaveis e exatos. Deste modo, valores de E value
superiores a zero conjuntamente com valores de homologia inferiores a 98% séo rejeitados. Para uma
analise mais eficaz e precisa, € efectuado o referido estudo nas duas bases de dados acima mencionadas

e os valores obtidos sdo comparados e complementados.
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2. Testes de Suscetibilidade a Antifungicos

Perante as necessidades encontradas, existem varias metodologias disponiveis que detetam a
sensibilidade de fungos filamentosos e leveduriformes, permitindo, de forma precisa e reprodutivel, o
conhecimento referente ha sensibilidade dos fungos isolados conduzindo a melhor escolha clinica (Rex
et al., 2001; Johnson, 2008; Cannon et al., 2009; Kleinkauf et al., 2013). Estas metodologias englobam
0s métodos de referéncia EUCAST (E. DEF9.1, 2008) e CLSI (M38-A method) bem como o0 método
Etest® (AB bioMeérieux, Marcy I'Etoile, Franga) (Alanio et al., 2011). A CLSI apresenta o procedimento
BMD como teste de suscetibilidade a antifungicos de espécies de Aspergillus. Este método é também
partilhado pela EUCAST, que apresenta também o método EUCAST BMD (Pfaller et al., 2003; Pfaller
et al., 2009). Diferem entre si na preparacao, concentra¢do e quantificacdo do inéculo. Por outro lado,
um teste de suscetibilidade de facil aplicacdo e que permite efetuar uma monitorizagdo rapida da
suscetibilidade: o teste 4-Well Azole - Agar Dilution Plates, procedimento resultante do uso de placas
compostas por meio de agar — azol com quatro pogos. Este meio tem como base 0 meio RPMI 1640
suplementado com agar e azdis - Itraconazol (4 mg/L), Voriconazol (1 mg/L) e Posaconazol (0,5 mg/L),
colocados em trés pocos diferentes. Cada pogo é inoculado com pequenas suspensdes de esporos do
agente patogénico cuja suscetibilidade se pretende determinar, neste caso A. fumigatus (Van der Linden
etal., 2013).

Apos adaptacdo de procedimentos que averiguam a resisténcia de culturas a moléculas de azdis,
aplicou-se ao estudo a metodologia descrita por Morio et al., 2012, que descreve a implementacéo de
um screening em placas de meio de cultura de agar - RPMI 1640 com uma concentracdo de 4 mg/L de
ITC. Por amostragem da colecgdo de estirpes inicial, testaram-se 33 estirpes de A. fumigatus das 108
isoladas, representadas por n=21 de estirpes clinicas e n=12 de estirpes ambientais, selecionadas de
acordo com as informacdes referentes aos seus pontos de recolha/colheita (de forma a serem o0 mais
diversificadas possivel), estirpes estas anteriormente amplificadas e cujo gene da calmodulina foi
sequenciado (Rodriguez-Tudela et al., 2008; Morio et al., 2012).

O Itraconazol foi o antifungico selecionado para efetuar um primeiro screening na resisténcia destas

estirpes aos azois.

a) Elaboracao do meio de cultura de Agar - RPMI 1640 com ITC

Numa primeira fase, tarou-se um frasco schott de volume de 500 mL, na balanca (METTER
TOLEDO, Labmetro) e introduziu-se uma quantidade de 10,40 g de Meio RPMI- 1640, em p6 (Cell
Culture Tested, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France); 30,03 g de MOPs, em p6 (C7H1sNOsS,
Sigma-Aldrich, Life Science); 18,00 g de D-Glusose, em p6 (CsH1.0s, MERCK), sendo que todos 0s
componentes foram precisamente pesados na balanca (METTER TOLEDO, Labmetro). De modo, a

perfazer o volume pretendido, acrescentou-se cerca de 400 mL de &gua desionizada ao preparado
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anterior. Apés esta reconstituicdo, imiscuiu-se uma por¢do ndo descriminada de pastilhas de KOH
(MERCK) ao preparado, de onde desencadeou a mudanca de pH de 5,5 para 7,0, registada por um
elétrodo de pH (MEtrohm, Labmetro) e sob agitacdo de um agitador magnético (Tecniclab, SBS®).
Assim que houve estabilizacdo do pH, a 7, acrescentou-se ao frasco schott agar de modo a ter uma
concentragdo final de 1,5% (p/v) na balanca (Labcal, Labmetro). Paralelamente a etapa anterior
preparou-se uma solugdo 4 mg/L do antifungico Itraconazol (JANSSEN PHARMACEUTIC, Belgium).
Para tal, pesou-se com rigor, numa balanca analitica (Labmetro), 2 mg do p6 do antifingico, sob normas
de seguranca e condi¢Oes de assepsia. De seguida adicionou-se, a temperatura ambiente, 5 mL de DMSO
((CH)sSO, MERCK).

O meio RPMI inicialmente preparado no frasco schott foi sujeito a uma esterilizacdo a 105°C, durante
15 minutos, na autoclave (British Sterilizer), resultando num meio estéril, com auséncia de qualquer tipo
de microrganismo. A este foi adicionado a solugdo de Itraconazol com DMSO, que ndo foi autoclavada
face as suas caracteristicas farmacoldgicas. O meio assim preparado foi de seguida distribuido em placas
de Petri de 15 mL.

Todas as placas foram envolvidas com parafilme e armazenadas a 5°C, uma vez este meio contamina-

se com muita facilidade.

b) Implementacdo dos testes de suscetibilidade sobre as estirpes selecionadas segundo o local

de recolha/colheita

Na Camara de Seguranca Bioldgica #1 (TradeLabor) procedeu-se ao estudo da sensibilidade das
diferentes estirpes isoladas perante exposicdo direta ao ITC. Em cada caixa de Petri de 15 mL foram
plagueados com uma zaragatoa 0,5 McF (McFarland) derivados de uma suspenséao de esporos da estirpe
especifica, resultado de um passo intermediério.

Para tal, efetuaram-se novos reisolamentos de estirpes selecionadas da colecdo de culturas estudada.
Estes reisolamentos foram feitos em placas de Malte com Cloranfenicol (0,05 g/L) e posterior
crescimento na estufa (LabMetro), a 27,5°C. Apos a obtencéo de culturas em fase de esporulagdo (cerca
de 5 dias), adicionou-se, com uma pipeta de Pasteur, 3 gotas de agua destilada estéril. Com o auxilio de
uma zaragatoa, raspou-se a superficie das colonias fungicas, obtendo-se assim uma suspensao densa de
esporos. O volume da suspenséo foi totalmente aspirado da placa com uma nova pipeta de Pasteur, sendo
este introduzido num tubo com 5 mL de 4gua destilada estéril e a densidade da suspensdo medida num
densitémetro (Densimat, bioMérieux). O densitometro permitiu a determinacdo da quantidade de
esporos suspensos pretendida, 0,5 McF, efeito da adi¢do intervalada de gotas da suspensdo de esporos
no tubo de agua destilada.

Apos acerto da densidade da suspensdo de esporos, realizou-se o seu espalhamento sobre placas de
RPMI com ITC estéreis com uma zaragatoa previamente embebida e escorrida na suspensao. Todas as

placas com meio teste plaqueadas foram inoculadas na estufa (LabMetro), a 27,5°C, durante um periodo
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de 48 a 72 horas, possibilitando a determinacéo da resisténcia/susceptibilidade da estirpe estudada. A
auséncia de crescimento fungico visivel nas placas RPMI-ITC com concentracdo definida de antifungico
permitem concluir que a estirpe em questdo ndo consegue crescer em presenca de uma concentracdo de
ITC > 4 mg/L (valor de MIC que indica o endpoint de susceptibilidade) (Morio et al., 2012). A
interpretacdo desses resultados permite estabelecer analogias entre a capacidade de crescimento e as
MIC, resisténcia ou susceptibilidade do fungo filamentoso. Estas avaliagfes sobre 0 modo de resisténcia
das espécies flngicas testadas face ao antifungico e suas concentracBes advieram de valores de
breakpoints determinados pela EUCAST-AFST, ap6s inimeros estudos laboratoriais em estirpes de
Aspergillus spp. Estes valores de breakpoints definidos inicialmente foram revistos ap6s dois anos, uma
vez poder ocorrer alteraces das concentracdes que geram resisténcia (Verweij et al., 2009; EUCAST,
2012).

Para validagdo do teste em aplicagdo recorreu-se a inoculagdo, em simultaneo com as estirpes a testar,
de duas espécies que servirdo como controlo negativo e uma espécie que servira de controlo positivo.
As duas estirpes usadas como controlo negativo, A. fumigatus (HSMAZ23) e A. niger (110072), uma vez
resultados anteriores demonstrarem que ambas as espécies eram conhecidas como espécies resistentes
ao ITC demonstraram efeito contréario, considerando-se assim como controlo negativos. Como tal, a
espécie anteriormente referida por Fusarium solani (Mart.) Sacc., considerada muito resistente a este
antifangico (Alastruey-lzquierdo et al., 2008) representa o controlo postivo. Tal como o fungo em
estudo, Aspergillus fumigatus, esta espécie controlo apresenta semelhancas de habitat, frequéncia de
aparecimento no solo e em residuos vegetais, modo de infecdo e associagbes como em casos de micoses

invasivas em doentes imunocomprometidos (Zhang et al., 2006).
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IV. RESULTADOS

1. Identificacdo de Aspergillus e detecao de espécies cripticas

Foram aplicadas todas as metodologias enunciadas anteriormente a 108 isolados fungicos inoculados
em meio de cultura Malte com Cloranfenicol.

Procedeu-se a identificagdo polifasica das culturas recorrendo-se a observagfes macro e
microscopica das coldnias de Aspergillus. De acordo com a analise macroscopica ilustrada pela Figura
4.1, remete-se para as caracteristicas especificas desta espécie A. fumigatus, frequentemente citadas na
literatura e comprovadas neste estudo. Porém, de entre os 108 isolados trés destes apresentaram uma
identificacdo morfoldgica duvidosa, sendo a identificagdo molecular um parametro decisivo e relevante
para a confirmacéo das espécies. Este fungo filamentoso, de modo geral a todos os isolados observados,
apresentou col6nias de aspeto aveludado, com conidiéforos hialinos e hifas aéreas do mesmo tom.
Observaram-se col6nias com tonalidades brancas, principalmente na periferia, devido a imaturidade da
colonia, visto a pigmentagdo dos esporos se relacionar com a maturagéo do fungo; exibiu também um
crescimento radial (do centro para a periferia), no micélio aéreo na superficie, sendo o seu reverso de
tonalidade creme, ap0s exposigdo a temperaturas de 27,5 - 37°C, na estufa, durante 3 dias. Da andlise
microscopica, também representada na Figura 4.1, observaram-se os conidi6foros curtos, lisos sem
irregularidades, hialinos mas de coloracdo azul-esverdeada, devido a tonalidade do azul de lactofenol
(Laptophenol Blue Solution, Fluka). Os conidiéforos terminam com vesiculas redondas e subglobosas,
com fialides unisseriadas (auséncia de métula) e dispostas de forma colunar, sobre as vesiculas, mas
apenas localizadas na parte superior. Os conidios sdo pequenos, incolores e apresentam uma forma

globosa.

Figura 4.1- llustragdo do fungo patogénico Aspergillus fumigatus em cultura de Malte com Cloranfenicol,
apos crescimento de 3 dias, a 27,5°C. Al) Micélio aéreo A. fumigatus; A2) Micélio vegetativo; B) Morfologia
microscépica da estrutura de Aspergillus fumigatus por observagao ao microscépio digital com ampliagao de 400x.

Embora as condicdes de assepsia do ambiente da Camara de Seguranca Biol6gica sejam sempre

consideradas e asseguradas, podem ocorrer contaminacdes; desta forma, todas as placas de Petri com
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evidéncias de contaminagdes por outros fungos (macroscopicamente distinguiveis — col6nias com
morfologias diferentes) eram eliminadas e processava-se um novo isolamento do fungo a estudar. Por
eventualidade de se requerer mais coldnias para subsequentes testes e para novos isolamentos recorreu-
se a inoculacdo dos esporos de A. fumigatus em meio Malte com Cloranfenicol, que por etapas anteriores
foram suspensos em PBST com glicerol e crioconservados, colocados a incubar a 27,5°C, durante 3 dias.

Apos confirmacgdo das caracteristicas das coldnias, segue-se para o processo de analise individual e
comparativa do material genético de cada uma das estirpes. Para tal, utilizaram-se na fase final, géis de
agarose observados com o auxilio de um transiluminador. Esta andlise, ilustrada pelas imagens dos géis
abaixo (Figura 4.2), pdde confirmar o sucesso ou fracasso da amplificagdo do ADN, das condicdes
(térmicas e periddicas) das reacdes de PCR e da eficiéncia da extracdo do ADN.

Como referido no capitulo 111, foram empregados trés protocolos distintos, tanto nas condigdes
reacionais como nos genes utilizados, como tal, os resultados tendem a ser desiguais. Na Figura 4.2
observou-se a eficiéncia de todas etapas processuais pela presenca da banda de amplificacdo na regido
dos 500-600 pb, a dimenséo pretendida do fragmento.

pb
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Figura 4. 2- Perfil de electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de amplificagdo por PCR do ADN de
Aspergillus pelos primers cmd5 e cmd6 (pogos 1-15). Pogo 1- Marcador ADN Gene Ruler ™ (Fermentas); Pogo
2 - Controlo negativo; Poco 3 - Controlo positivo; Pogos 4 a 15 - Produto PCR com ADN de Aspergillus; Retangulo
verde — regido dos 500 pb amplificada; Retangulo vermelho — regido ndo amplificada; Retangulo azul- residuos
da PCR.

Apds analise do resultado anteriormente obtido, conclui-se que apenas os produtos da PCR presentes
nos pocos 4 e 10 ndo amplificaram na regido demarcada pelo retdngulo vermelho correspondente a
regido dos 500 pb. O retadngulo azul evidencia a presenca de dimeros de primers, residuos do processo
da PCR. Apesar da obtencdo de dois resultados insatisfatorios, todas as restantes amostras apresentaram
uma amplificacdo favoravel na zona pretendida promovida pelo uso do par de primers cmd5 e cmd6
(que amplificam o gene que codifica a calmodulina). De forma a obter resultados positivos a partir destes
dois resultados negativos pode optar-se por duas solugdes, 1) Repeti¢do da reacdo de PCR, com 0 mesmo
ADN, confirmando a presenca desse mesmo ADN por amplificacdo (caso tenha ocorrido alguma falha
na reacdo de amplificagdo) e 2) Extracdo de novo ADN (caso tenha ocorrido alguma falha na reacéo de
extracdo).

No caso em que a aplicabilidade dos primers cmd for repetidamente ineficiente, sem qualquer razéo
aparente para tal, utiliza-se uma metodologia complementar, aplicando-se os primers BT que amplificam

o gene que codifica a B-tubulina (Figura 4.3).
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Figura 4. 3- Perfil de electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de amplificagdo por PCR do ADN de
Aspergillus pelos primers BT (pogos 1-11). Pogo 1- Marcador ADN Gene Ruler ™ (Fermentas); Pogo 2 - Controlo
negativo; Poco 3 - Controlo positivo; Pocos 4 a 11 - Produto PCR com ADN de Aspergillus; Retangulo vermelho
—regido amplificada se hibridizagdo nédo especifica do primer BT.

Compreendeu-se que o resultado acima evidenciou que o uso do marcador B-tubulina nédo
discriminou especificamente a amplificacdo do produto da PCR com ADN apenas na regido pretendida,
expondo um conjunto de bandas bem visiveis nas regides de 100, 200, 300, 400 e 500 pb. Este fendmeno
assinalado pelo retdngulo vermelho designa-se hibridizacdo ndo especifica do primer BT. Como
alternativa, optava-se pelas duas solucgdes acima referenciadas ou pelo corte do fragmento pretendido
diretamente do gel de agarose e a partir dai proceder a sua analise imediata. Embora os resultados obtidos
tivessem sido aparentemente controversos, selecionaram-se, ocasionalmente, 5 amostras para
Sequenciacdo por Método de Sanger, representadas pelos pocos de 4 a 11 correspondentes as estirpes
09-03; 09-20; 09-21; 09-22; 09-23; 09-47; 08-139 e 08-140, respetivamente.

Dados os bons resultados obtidos com os primers cmd e considerando que os resultados obtidos pelos
primers BT ndo foram suficientemente discriminatérios para estas estirpes (mas até entdo
discriminatérios para outras estudadas no Laboratério de Candida, Aspergillus, Dermatofitos e outros
fungos emergentes) a sua aplicacdo neste estudo foi residual. No entanto, a Figura 4.4 apresenta um dos
géis de agarose onde se observou mais uma vez a presenca de hibridizacdo ndo especifica do primer,
mas também a presenca de uma contaminagdo exibida pela presenca de banda no pogo do controlo
negativo, do qual deveria estar ausente (retangulo vermelho). Todavia, as contamina¢des ndo sao
estritamente relacionadas com a utilizacdo dos primers BT, podem ter ocorrido por contaminagdo

ambiental da mix reaccional de PCR.

Figura 4.4- Perfil de electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de amplificagdo por PCR do ADN de
Aspergillus pelo primer BT (pogos 1-10). Poco 1- Marcador ADN Gene Ruler ™ (Fermentas); Pogo 2 - Controlo
negativo; Pogo 3 - Controlo positivo; Pogos 4 a 10 - Produto PCR com ADN de Aspergillus. Retangulo vermelho
— regido ndo amplificada do primer BT.
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Alguns fatores exteriores & reacdo podem ainda alterar os resultados obtidos, como o caso de
variacOes de temperatura, que possivelmente terdo alterado alguns dos resultados obtidos (Figura 4.5),
como evidenciado pela inexisténcia de banda de amplificagdo (retdngulo vermelho). Por
indisponibilidade das beads efetuaram-se as misturas reacionais da PCR de forma individual e
convencional, segundo o protocolo apresentado na Tabela 3.7, secéo i), o que dificultou a obtengéo dos
resultados desejados, uma vez que o calor extremo possivelmente afetou as condi¢des de manipulagédo
e armazenamento dos reagentes adicionados na formulagdo das misturas reacionais da PCR. Apesar de
todas as medidas utilizadas para contornar esse problema (utilizagdo constante de cuvetes de gelo,
manipulacdo em sala climatizada para a reagdo de PCR, aumento da concentracdo de MgCl, na mistura
reacional) as temperaturas elevadas dificultaram a obtencdo de bons resultados e alteraram-nos pelo

periodo de um més.
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Figura 4.5- Perfil de electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de amplificagdo por PCR do ADN de
Aspergillus pelos primers cmd5 e cmd6 (pogos 1-14). Pogo 1- Marcador ADN Gene Ruler ™ (Fermentas); Pogo
2 - Controlo negativo; Poco 3 - Controlo positivo; Pogos 4 a 14 - Produto PCR com ADN de Aspergillus; Retangulo
vermelho — regido ndo amplificada do primers cmd5 e cmd®é.

Segundo os resultados anteriores, a auséncia da amplificacdo do ADN nos produtos da PCR foram
Obvias.

Apo6s normalizagdo das condigdes externas e internas do local de manipulagdo das técnicas e rececéo
das beads repetiram-se todos os resultados rejeitados, obtendo-se assim, resultados satisfatérios, como
observado na Figura 4.6, assinalado pelo retangulo verde. Na ilustracdo da amplificagdo do ADN na
regido dos 500 pb, assinalou-se a auséncia de dimeros de primers pelo retdngulo azul.

Concluiu-se entdo, que as variacOes de temperatura e as beads, por terem condi¢des 6timas na mistura
reacional, sdo dois fatores que influenciam de forma essencial a obtencdo de resultados e que a
negatividade dos resultados obtidos néo estava relacionada com o ADN/estirpe estudada, mas sim com
condi¢des que influenciaram a prossecucdo da técnica de PCR/gel de agarose.

A titulo exemplificativo, a Figura 4.6 mostra os resultados esperados e obtidos para as 108 estirpes

analisadas.
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Figura 4.6- Perfil de electroforese em gel de agarose (2%) dos produtos de amplificagdo por PCR do ADN de
Aspergillus pelos primers cmd5 e cmd6 (pogos 1-20). Pogo 1- Marcador ADN Gene Ruler ™ (Fermentas); Pogo
2 - Controlo negativo; Poco 3 - Controlo positivo; Pogos 4 a 20 - Produto PCR com ADN de Aspergillus; Retangulo
verde — regido dos 500 pb amplificada.

Mediante a execucdo de todas as etapas metodoldgicas para as 108 estirpes a diagnosticar, (por vezes
com necessidade de trés réplicas processuais devido a erros), efetuaram-se as anélises das sequéncias,
de modo a descobrir a existéncia ou ndo de espécies ditas cripticas. A concluséo sobre a identificacdo
destas espécies foi suportada pela analise de sequéncias e comparacao de resultados com duas bases de
dados, a CBS Database (http://www.cbs.knaw.nl/Collections/) e o BLAST NCBI
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), comparando com a sequéncia exata obtida pelo programa
Chromas Lite (Figura 4.7). Apds cruzamento de resultados e ponderagdo sobre a percentagem de
similaridade de homologia, que deveria ser superior ou igual a 98%, obtiveram-se a identificagdo das
107 estirpes estudadas (Tabela 4.1).

280 290 300 310 320 330 340 350
CCCTTCCGAGTCAGAGCTGCAAGATATGAT CAACGAGGTGGATGC TGACAACAACGGCACCATCGATTTCCCCGGTAT

i uu,. bt

Figura 4.7- Electroferograma parcial do gene da calmodulina de uma estirpe de Aspergillus, obtido através do
programa informéatico Chromas Lite, expondo os nucleétidos, segundo a sua cor de fluorescéncia e registo.

No decorrer do processo de sequenciagdo podem ocorrer erros, que no entanto podem ser remediados
executando novamente toda a metodologia laboratorial, caso se verifiqguem erros nas sequéncias obtidas
ou caso as sequéncias ndo sejam suficientemente discriminatorias. Se existem resultados duvidosos da
amplificacdo de produto de PCR (por exemplo, bandas ténues ou obtengéo de mais que um fragmento),
a probabilidade de ocorrerem erros de leituras das sequéncias deve ja ser esperada; apesar de por norma
para a sequenciacao s6 seguirem amostras cujos resultados obtidos por PCR e visualizados em gel de
agarose sejam bastante conclusivos, no que respeita a positividade da amostra. Como explicitado na
metodologia, seccdo (j), foi efetuada apenas a sequenciagdo da cadeia forward no caso de amplificacéo

das regides ITS e calmodulina, mas no caso da amplificagdo do fragmento que codifica para a B-tubulina
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efetua-se a sequenciagdo das cadeias forward e reverse; ja que a sequenciagdo de amostras s embarca
a utilizacdo de primers ITS e cmd que leiam essa cadeia, uma vez que a sequéncia oligonucleotidica
iniciadora da cadeia complementar ndo apresenta resultados divergentes e apresenta a mesma
complementacéo, apos anélise de dados obtidos. No entanto, na mistura reacional implementa-se ambos
os primers BT, FW (forward) e REV (reverse), de tal maneira que possibilite a obtencdo da sequéncia
especifica por complementaridade das duas sequéncias obtidas, segundo a leitura dos dois primers.

Tabela 4.1- Caracterizacdo das estirpes de Aspergillus, identificagdo morfoldgica e molecular das

especies cripticas.

Identificacao

Proveniéncia das

Identificagéo

Identificacao

das Estripes Estirpes Produto Morfoldgica Molecular
08-91 Papagaio-do-mar Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Fratercula corniculata
08-95 Mobel.ha—pequena Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Gavia stellate
08-99 Alro_(comum) Pulmé&o A. fumigatus A. fumigatus
Uria aalge
08-131 . Goraz . Massa pulmonar A. fumigatus A. fumigatus
Nycticorax nycticorax
08-132 Aguia-de-cabeca-branca Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Haliaeetus leucocephalus
08-133 Buiteo-de-cauda-vermelha Pulméo A. fumigatus A. fumigatus
Buteo jamaicensis
Ave sem especificacdo . .
08-134 Familia Accipitridae Baco A. fumigatus A. fumigatus
08-135 Ave S?rT‘ espeC|f|f: a6a0 Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Familia Falconidae
Galinha . .
08-136 Gallus gallus Baco A. fumigatus A. fumigatus
08-137 ,_Agula—real Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Aquila chrysaetos
08-138 Buteo-de-cauda-vermelha Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Buteo jamaicensis
08-139 Buteo-de-cauda-vermelha Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Buteo jamaicensis
08-140 Buteo-de-cauda-vermelha Pulméo A. fumigatus A. fumigatus
Buteo jamaicensis
08-141 Ave S?f“ espe_0|.f|<.:a(;ao Pulméo A. fumigatus A. fumigatus
Familia Accipitridae
08-142 Ave S,e m espgqflga(;ao Pulmé&o A. fumigatus A. fumigatus
Familia Accipitridae
09-03 Buteo-de-cauda-vermelha Massa A. fumigatus A. fumigatus
Buteo jamaicensis
09-04 Buteo-de-cauda-vermelha Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Buteo jamaicensis
09-05 Buteo-de-cauda-vermelha Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus

Buteo jamaicensis
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Tabela 4.1- Caracterizagdo das estirpes de Aspergillus, identificagdo morfolégica e molecular das

espécies cripticas (continuacao).

Identificacéo

Proveniéncia das

Identificacdo

Identificacdo

das Estripes Estirpes Pz Morfologica Molecular
09-06 Ave sem espe_m_fu_:agao Pulméo A. fumigatus A. fumigatus
Familia Accipitridae
Buteo-de-cauda-vermelha ) . .
09-07 . . - Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Buteo jamaicensis
09-08 Buteo-de-cauda-vermelha Pulméo A. fumigatus A. fumigatus
Buteo jamaicensis
09-09 Falcao—peregr.mo Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Falco peregrinus
Avrara azul grande
09-10 Anodorhynchus Abcesso/ A. fumigatus A. fumigatus
L tumor
hyacinthinus
Caturra ~ . .
09-11 Nymphicus hollandicus Pulméo A. fumigatus A. fumigatus
09-12 Agma—real Lesdo A. fumigatus A. fumigatus
Aquila chysaetos
Ave sem especificacdo . .
09-13 Familia Psittacidae Lavado traqueal A. fumigatus A. fumigatus
09-14 Ave S?'T‘ espe C'f'.c 3640 Aglomerado A. fumigatus A. fumigatus
Familia Psittacidae traqueal
09-15 Gavido-papa-gafanhoto Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Buteo swainsoni
Pato-de-rabo-al¢ado-
09-16 americano Esterno A. fumigatus A. fumigatus
Oxyura jamaicensis
09-17 Coruja aguia (_ja_Vlrglnla Olho A. fumigatus A. fumigatus
Bubo virginianus
09-18 Buteo-de-cauda-vermelha Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Buteo jamaicensis
Caturra . . .
09-19 Nymphicus hollandicus Traqueia A. fumigatus A. fumigatus
09-20 Arara-canide Nasal A. fumigatus A. fumigatus
Ara araraun
09-21 Arara-canide Lavado traqueal A. fumigatus A. fumigatus
Ara araraun
Caturra ~ . .
09-22 Nymphicus hollandicus Pulméo A. fumigatus A. fumigatus
09-23 Falcao Vfarmelho Aglomerado A. fumigatus A. fumigatus
Buteo lineatus traqueal
09-25 Alrc_) comum Saco aéreo cervical A. fumigatus A. fumigatus
Uria aalge
09-27 Papagaio-do-mar Rim direito A. fumigatus A. fumigatus
Fratercula corniculata
09-28 Am? comum Lavado traqueal A. fumigatus A. fumigatus
Uria aalge
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Tabela 4.1- Caracterizagdo das estirpes de Aspergillus, identificagdo morfologica e molecular das

espécies cripticas (continuacao).

Identificacéo

Proveniéncia das

Produto

Identificacao

Identificacao

das Estripes Estirpes Morfolégica Molecular
09-29 Pelicano p.ardo . Lavado traqueal A. fumigatus A. fumigatus
Pelecanus occidentalis
09-30 Aqu comum Saco acreo A. fumigatus A. fumigatus
Uria aalge abdominal
09-31 Corvo-marinho-d'orelhas Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Phalacrocorax auritus
09-32 Aqu comum Lavado traqueal A. fumigatus A. fumigatus
Uria aalge
09-33 Alrg comum Saco aéreo A. fumigatus
Uria aalge
09-34 Aqu comum Lavado traqueal A. fumigatus A. fumigatus
Uria aalge
09-35 Blgua-sargenfco. Lavado traqueal A. fumigatus A. fumigatus
Phalacrocorax penicillatus
09-37 Mobel_ha—pequena Saco aéreo A. fumigatus A. fumigatus
Gavia stellate
09-38 Am.) comum Lavado traqueal A. fumigatus A. fumigatus
Uria aalge
09-39 Gaivota ogldenta_l Saco acreo A. fumigatus A. fumigatus
Larus occidentalis cervical
09-40 Am.) comum Lavado traqueal A. fumigatus A. fumigatus
Uria aalge
09-41 Blgua-sargenFo_ saco acreo A. fumigatus A. fumigatus
Phalacrocorax penicillatus cervical
09-42 Am.) comum Saco a(?reo A. fumigatus A. fumigatus
Uria aalge abdominal
09-43 Corvo-marinho-d orglhas Esfregago oral A. fumigatus A. fumigatus
Phalacrocorax auritus (amigdalas)
09-44 Gaivota-de-bico-riscado - oy traqueal  A. fumigatus A. fumigatus
Larus delawarensis
09-45 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-46 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-47 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-48 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-49 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-50 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-51 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-52 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-53 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-54 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-55 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-56 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-57 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-58 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
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Tabela 4.1- Caracterizagdo das estirpes de Aspergillus, identificagdo morfoldgica e molecular das
espécies cripticas (continuacéo).

Identificacéo

Proveniéncia das

Identificacao

Identificacdo

das Estripes Estirpes PIELlif Morfolégica Molecular
09-59 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-60 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-61 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-62 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-63 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-64 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-65 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-66 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-67 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-68 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-69 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-70 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-71 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-72 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-73 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-74 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-75 Ambiente Agua A. fumigatus A. fumigatus
09-76 Ambiente Agua A. fumigatus A. fumigatus
09-77 Ambiente Agua A. fumigatus A. fumigatus
09-78 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-79 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-80 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-81 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-82 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-83 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-84 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-85 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-86 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-87 Ambiente Ar A. spp A. fumigatus
09-88 Ambiente Ar A. spp Emeric&_ellz.a nidula.ms var.lata/

Erimicella nidulans

09-89 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-90 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-91 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-92 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-93 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-94 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-95 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-96 Ambiente Ar A. spp Emericella echinulata
09-97 Ambiente Ar A. fumigatus A. fumigatus
09-98 Ambiente Agua A. fumigatus A. fumigatus
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Para a investigacdo das espécies cripticas de Aspergillus fumigatus foram analisados dados
morfologicos e moleculares. Os resultados indicados na tabela 4.1 resultaram de observagdes macro e
microscopicas, de comparagOes efetuadas entre os isolados e ainda, do uso de marcadores especificos
que codificam partes dos constituintes deste fungo. Sendo as espécies cripticas classificadas como
indistintas morfologicamente, mas como espécies diferentes (diferengas essas a nivel molecular), s6
mesmo a analise molecular e sequenciacdo do ADN possibilitara a diferenciagdo de espécies
morfologicamente tdo semelhantes (Bickford et al., 2007).

Uma grande percentagem de isolados (74 em 108) apresentou homologia de 99% ou 100% e elevada
similaridade de pb com as espécies Aspergillus phialiseptatus Kwon-Chung 1975 e Aspergillus
neollipticus Kozak 1989. Verificou-se, ap0s pesquisa efetuada, que se tratava de identificacdes
sindénimas de Aspergillus fumigatus, descritas como espécies anamorfas integradas no complexo
Fumigatis de Aspergillus e ndo como espécies cripticas de Aspergillus fumigatus, considerado como
uma espécie Unica (Latgé, 1999; Varga & Téth, 2003; Hong et al., 2005; Samson et al., 2007,
Montenegro et al., 2009; Mycobank.org).

Também Aspergillus lentulus (espécie criptica de A. fumigatus) surgiu com a mesma percentagem
de homologia que A. fumigatus em alguns casos, mas apresentava um nimero de pb coincidentes
inferior, 0 que levou a rejeitar a hipétese de inclusdo como espécie criptica na identificacdo molecular
de algum dos 108 isolados testados. Esta exclusdo baseou-se portanto em resultados de estudos
moleculares, dado que as espécies cripticas caracterizam-se por varias estirpes de A. fumigatus que sdo
identificadas como fenotipicamente idénticas, mas geneticamente distintas.

Além do estudo das espécies cripticas, explicito na Tabela 4.1, pode ainda ser observado a
determinagdo dos trés isolados cuja identificacdo morfoldgica foi inconclusiva. Deste modo, a técnica
molecular distinguiu, mais uma vez, uma espécie A. fumigatus e surpreendentemente, duas espécies
inesperadas, Emericella echinulata, correspondente a Emericella nidulans var. echinulata e Emericella
nidulans. Ambas as espécies correspondem ao teleomorfo ou fase sexuada de Aspergillus nidulans,
confirmadas por micromorfologia ap6s recec¢do dos resultados de sequenciacdo, visto a identificagdo
destas espécies em laboratérios de microbiologia clinica ser comummente baseada nas caracteristicas
morfoldgicas microscopicas. Estas espécies sdo raramente encontradas em populagdes de risco com
diagndstico de aspergilose, mas afetam severamente o 6rgdo-alvo, pulméo, propiciada pela inalacéo de
esporos do fungo presente no ambiente aéreo (Dotis & Roilides, 2004; Balajee et al., 2007). Ainda por
observacdo da Tabela 4.1, denota-se que os dados relativos a estirpe 09-33 se apresentam incompletos,
uma vez que a estirpe ficou inviavel, pelo que ndo foi possivel obter a descriminacdo molecular
necessaria; esta inviabilidade impediu a continuacdo e repeti¢cdo do seu estudo, assim o estudo recai

sobre 107 isolados em vez de 108.
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2. Testes de Susceptibilidade a Antifangicos

De forma conhecer a capacidade de resisténcia a antifingicos inocularam-se 33 estirpes
(selecionadas a partir de todas as estirpes analisadas molecularmente, de forma a serem o0 mais
representativas possivel da amostra total, no que respeita a sua origem) ao meio de agar - RPMI 1640
com ITC, testando-as sempre acompanhadas pelo controlo positivo, possibilitando a observagéo gradual
das taxas de crescimento neste meio. A taxa de crescimento para o controlo positivo rondava 2 a 3 dias,
mantendo-se os inoculos nas condig¢des de estufa, durante um periodo de uma semana, de modo a
salvaguardar os resultados observados (dado que a taxa de crescimento de alguma das estirpes testadas

podia ser baixa), ilustrados pela Figuras 4.8 e Tabela 4.2.

Figura 4.8- Teste de Suscetibilidade em placas de Petri com meio agar - RPMI 1640 com ITC com as estirpes
inoculadas. A) Placas de Petri na fase de pré-inoculacdo das estirpes. B) Placas de Petri apds uma semana de
inoculagdo (27,5°C), retdngulo verde evidenciando o controlo positivo assinalado.

Notoriamente se repara que as placas de Petri ndo assinaladas pelo retdngulo na Figura 4.9 painel B
apresentam um meio limpido idéntico ao meio da Figura 4.8 painel A, porém todas elas foram sujeitas
a teste, apenas ndo apresentam crescimento das estirpes que se inoculou e tal como se observa na placa
de Petri assinalada pelo retangulo verde (controlo positivo). Quer isto dizer que, nas placas com as
estirpes testadas, a acdo do antifangico foi eficiente, sendo elas sensiveis ao ITC com concentragdo de
2mg/0,5 L. Apesar da Figura 4.8 painel B apresentar apenas 5 amostras elucidativas, todas as 33estirpes

testadas apresentaram os mesmos resultados ao agente antifungico testado (Tabela 4.2).
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Tabela 4.2- Estirpes manipuladas de acordo com os locais de colheita e resultados da suscetibilidade ao meio ao qual foram testadas.

e . N . Identificacéo Teste de Susceptibilidade . o Periodo de
Identificacdo das Estripes Proveniéncia das Estirpes Molecular (Meio agar- RPMI com ITC) Crescimento (27,5°C) Incubago
Estirpe . 10/01/2014;
Controlo Fusarium Resistente Observado (taxade ) /015014:05/02/201
o solani crescimento 2 a 3 dias)
Positivo 4
Estirpe HSMA23 * Susceptivel Né&o observado 01-12-2013
Controlo
Negativo 1%}?853) iA' Susceptivel Néo observado 01-12-2013
Goraz . . ~
08-131 Nycticorax nycticorax A. fumigatus Susceptivel N&o observado 01-12-2013
Aguia-de-cabeca-branca . . x e
08-132 Haliaeetus leucocephalus A. fumigatus Susceptivel N&o observado 10-01-2014
08-133 Biio-rle-catida-vermelna A. fumigatus Susceptivel N&o observado 10-01-2014
Buteo jamaicensis
Ave sem especificacdo . . x
08-134 Familia Accipitridae A. fumigatus Susceptivel N&o observado 10-01-2014
Ave sem especificacdo . . x
08-135 Familia Falconidae A. fumigatus Susceptivel N&o observado 10-01-2014
08-136 Galinha A. fumigatus Susceptivel N&o observado 10-01-2014
Gallus domesticus ' g P
Clinica Aguia-real . ] «
(n=21) 08-137 Aquila chrysaetos A. fumigatus Susceptivel N&o observado 10-01-2014
Buteo-de-cauda-vermelha . . x
08-138 Buteo jamaicensis A. fumigatus Susceptivel N&o observado 10-01-2014
Buteo-de-cauda-vermelha . . x
08-139 Buteo jamaicensis A. fumigatus Susceptivel Nao observado 10-01-2014
Buteo-de-cauda-vermelha . . x
08-140 Buteo jamaicensis A. fumigatus Susceptivel Nao observado 22-01-2014
08-141 Ave sem esp(_ec_lﬁf:a(;ao A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 22-01-2014
Familia Accipitridae,
08-142 Ave sem esp(_ec_lﬁf:a(;ao A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 22-01-2014
Familia Accipitridae,
09-03 Buteo-de-cauda-vermelha A. fumigatus Susceptivel N4o observado 22-01-2014

Buteo jamaicensis

58



Resultados

Tabela 4.2- Estirpes manipuladas de acordo com os locais de colheita e resultados da suscetibilidade ao meio ao qual foram testadas (continuacéo).

Identificacao

Proveniéncia das Estirpes

Identificacdo

Teste de Susceptibilidade

Crescimento (27,5°C)

Periodo de Incubagéo

das Estripes Molecular (Meio agar- RPMI com ITC)

Falcéo vermelho . . x

09-23 Buteo lineatus A. fumigatus Susceptivel N&o observado 22-01-2014
Papagaio-do-mar . . x

08-91 Fratercula corniculata A. fumigatus Susceptivel N&o observado 05-02-2014
Mobelha-pequena . . x

08-95 Gavia stellata A. fumigatus Susceptivel N&o observado 05-02-2014
Airo (comum) . . x

08-99 Uria aalge A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014
Airo comum . . x

09-25 Uria aalge A. fumigatus Susceptivel N&o observado 05-02-2014
Pelicano pardo . . x

09-29 Pelecanus occidentalis A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014
Corvo-marinho-d'orelhas . . x

09-31 Phalacrocorax auritus A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014
Pato-de-rabo-algado-americano . . x

09-16 Oxyura jamaicensis A. fumigatus Susceptivel N&o observado 05-02-2014

09-75 Ambiente A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014

Agua  09-76 Ambiente A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014

09-77 Ambiente A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014

09-57 Ambiente A. fumigatus Susceptivel N&o observado 05-02-2014

09-62 Ambiente A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014

. . 09-72 Ambiente A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014

Ambientais

(n=12) 09-93 Ambiente A. fumigatus Susceptivel N&o observado 05-02-2014

Ar  09-94 Ambiente A. fumigatus Susceptivel Néo observado 05-02-2014

09-95 Ambiente A. fumigatus Susceptivel N&o observado 05-02-2014

09-96 Ambiente Emgrlcella Susceptivel Né&o observado 05-02-2014

echinulata
09-97 Ambiente A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014
09-98 Ambiente A. fumigatus Susceptivel Né&o observado 05-02-2014

*
Por cada um dos trés ensaios a testar a suscetibilidade foram realizadas 3 controlos.
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Mais uma vez os resultados expostos na Tabela 4.2 elucidam sobre os efeitos do antiflngico aplicado
as estirpes selecionadas. A exce¢do do controlo negativo, ja conhecido pela resisténcia a este agente,
todas as outras estirpes ndo apresentaram crescimento aquando inoculadas com a concentracdo de 4
mg/L de ITC. Como tal, estes resultados contrapdem-se aos resultados descritos na literatura, revelando
isolados suscetiveis ao antifingico, mas ndo subestimam a prevaléncia de resisténcia adquirida de
estirpes de Aspergillus fumigatus ao antifingico Itraconazol, por exposi¢cdo ambiental, explicita na
literatura. Perante isto, o grupo de isolados especificos sujeitos ao teste podem néo ter entrado em
contacto prévio com o ITC, como comummente ocorre em isolados clinicos de populac@es selvagens de
A. fumigatus, descritos pela EUCAST - AFST, como sensiveis ao Itraconazol (EUCAST, 2012).
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V. DISCUSSAO

1. Identificacdo de Aspergillus e detecdo de espécies cripticas

A analise e pesquisa de espécies cripticas nos 107 Aspergillus isolados, como observado na Tabela
3.1a) e 3.1b) e 4.1 foram efetuadas em diversos pontos de recolha, 6rgdos e distintas espécies animais.
O estudo dos isolados foi conclusivo face ao especulado sobre a existéncia de espécies cripticas de
Aspergillus nas amostras estudadas, alcangando-se assim o objetivo pretendido. A aplicacdo de técnicas
de biologia molecular permitiu ainda a resolucdo de erros de identificacdo em 2 das 107 estirpes
(identificagdo morfoldgica prévia discrepante), mostrando assim a eficécia e sensibilidade associadas a
esta metodologia que é portanto a recomendada para uma correta identificacéo de espécies dentro do
género Aspergillus e especificamente dentro do complexo Fumigati. Além deste resultado, esta
ferramenta permitiu clarificar e reverificar os dados fornecidos pelas entidades colaboradoras no estudo,
que cederam os isolados e que apresentaram apenas dados sobre a identificagdo morfoldgica. No entanto,
a obtencéo destes resultados moleculares ndo deve descuidar da alianga entre a metodologia utilizada e
0 emprego de primers apropriados, especificamente os primers que amplificam gene da calmodulina,
cmd5 e cmd6, que permitem uma descriminacado satisfatdria das espécies de Aspergillus (determinando
espécies cripticas), aquando comparados com os resultados obtidos quando utilizados outros primers
gue amplificam outras regifes com a sequenciacao de outras regides. A sequenciacao da regido ITS ndo
permite um poder discriminatoério elevado, enquanto que a sequenciacdo do gene que codifica a [3-
tubulina pode ter resultados duvidosos pelo aparecimento de bandas inespecificas. Assim sendo, 0s
genes de calmodulina definiram que 105 das 107 estirpes correspondiam a Aspergillus fumigatus e
exibiam um elevado grau de homologia, 99% e 100%, assim como definiram 2 das 107 estirpes como
outras espécies de Aspergillus, mais concretamente, duas fases sexuais do género Aspergillus, do
complexo Nidulantes, que curiosamente podem ser agentes etiol6gicos da aspergilose (Hong et al.,
2005). Em suma, a metodologia molecular foi muito vantajosa no estudo, pois otimizou o processo de
identificacdo das espécies. Como anteriormente referido nos resultados, a sequéncia obtida a partir de
um dos isolados estudados teve homologia com uma espécie criptica de A. fumigatus, Aspergillus
lentulus, que apesar da percentagem da homologia obtida de 99% ser igual a obtida por A. fumigatus, o
numero de pares de bases (710 pb de A. fumigatus perante 715 pb de Aspergillus lentulus) impossibilitou
a sua aceitacdo como espécie criptica, pois 0 seu resultado final foi confirmado tratando-se de A.
fumigatus sensu stricto.

O quadro clinico causado por A. fumigatus é amplamente estudado; varios estudos tém também vindo
a ser feitos acerca das infegBes causadas pelas ocultas espécies cripticas, que apesar de geneticamente
distintas provocam a mesma doenca (Balajee et al., 2005b; Samson et al., 2007; Montenegro et al.,

2009). Emericella echinulata e Emericella nidulans (fases sexuadas de Aspergillus nidulans)
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enquadram-se também no grupo de fungos patogénicos, cujo quadro clinico podera ser semelhante ao
causado por A. fumigatus, pelo que a sua identificagdo se torna também relevante neste estudo. De entre
as duas espécies, E. nidulans considera-se um patogénico humano mais severo que E. echinulata,
propenso para gerar infegdes invasivas nos pulmdes. Todavia, estes dois agentes fungicos dispdem uma
baixa associagdo como vetores zoonGticos e estdo mais correlacionados com outras doencas que também
afetam o sistema imunitério, no caso da doenca cronica granulomatosa (Denning, 1998; Pagano et al.,
2007;Verweij et al., 2008).

Mediante os resultados moleculares obtidos a partir de isolados flngicos recolhidos de um vasto
grupo de diferenciadas espécies ornitoldgicas e diferentes 6rgdos vitais, qual a analogia implicita? O
leque de espécies presentes, espécies domésticas, selvagens e de cativeiro, na Tabela 3.1a) partilham
com as aves aviarias, Gallus gallus e entre cada espécie apresentada a predisposicdo para a infecéo pela
espécie flngica oportunista e consequentemente o aparecimento de aspergilose invasiva (Friend &
Franson, 1999; Nardoni et al., 2006; Alvarez-Perez et al., 2010; Arné et al., 2011).

A origem da contaminacdo das espécies presentes na amostragem em estudo pode provir de
diferentes fatores relacionados com o meio envolvente dos habitats das espécies, como exemplificado
pela Tabela 3.1b). O “acolhimento” involuntario deste fungo resulta da exposicdo a variados fatores
(intrinsecos e extrinsecos) propicios ao desenvolvimento dos fungos. Como vetores extrinsecos a
transmissdo do fungo, podemos considerar a alimentacdo (residuos vegetais e restos de alimentos), o
contacto com éagua, areias e solo, a composicao dos ninhos ou das "camas" nos aviarios, o contato com
outras espécies de aves ou animais de outras espécies, o stress, a poluicdo (acumulacdo de residuos
fecais), as mudancas climatéricas e de habitats e a temperatura e humidade relativa. Como fatores
intrinsecos, podemos considerar o estado geral das aves, patologias de base, e a debilidade dos 6rgaos
vitais respiratorios e a sua temperatura corporal (Shah et al., 2011; Piggot et al., 2012). E bem conhecida
a associacao destes fatores com a infecdo destas espécies de aves por A. fumigatus, sensiveis a este
patogénico e cuja dispersao de conidios por qualquer um dos ambientes referidos ser frequente.

As aves selvagens em estudo, marinhas e aquaticas, habitam locais himidos e em contato com a
agua, encontrando-se assim mais expostas a contaminantes prejudiciais a sua satde, como matéria fecal
proveniente das mesmas ou de aguas residuais que sdo despejadas nos seus habitats, do que as aves de
aviarios, que apesar de estarem em contacto com poeiras onde na sua envolvéncia existe esporos e
contaminantes quimicos, podem ser maioritariamente controlados e remediados. Além disso, as aves
marinhas, para além do ar e agua circundante, bem como com o0s outros individuos do seu ecossistema,
entram também em contato direto com a areia ou solo, que também se apresenta como um fator critico
por englobar e propagar microrganismos bacterianos e flngicos (Shah et al., 2011; Piggot et al., 2012).
As aves que habitam em ambientes marinhos de climas frios sdo altamente suscetiveis a infe¢do por
parte de A. fumigatus, nomeadamente em climas favoraveis a sua existéncia e propaga¢do, mas também
em ambientes artificiais, onde a ventilacdo mal efetuada contribui para o desenvolvimento deste fungo

e, como consequéncia, ocorre uma maior incidéncia de Al, que é o que sucede no caso das aves de
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aviarios. A manifestacdo da doenca, Al, afeta uma ampla gama da avifauna mundial e gera elevadas
taxas de mortalidade e perda de biodiversidade, mas o diagnostico pode ndo ser rapido e evidente.
Assim, a Al pode considerar-se intratvel nas aves selvagens, caso ndo sejam implementadas medidas
que contrariem este acontecimento. No entanto, também as aves de climas marinhos temperados e com
elevados niveis de humidade sdo favoraveis a infe¢es pelo fungo em estudo, devido ao microclima
potenciar o crescimento deste (Phalen, 2006; Causey & Edwards, 2008; EPA, 2008; Beernaert et al.,
2010; Sehgal, 2010; Perrott & Armstrong, 2011).

Desta forma, a presenca deste fungo em nichos ecolégicos marinhos ndo € invulgar, e apesar dos
isolados em estudo terem sido recolhidos em espécies de ambientes do continente Americano, em
Portugal também existem algumas das espécies de aves estudadas em contacto com os humanos, e em
ambientes condicionalmente semelhantes. Nos ambientes marinhos portugueses também existe presenca
de A. fumigatus. Surge cada vez mais associa¢ao, de que ndo sO a agua e o ar representarem vetores de
contaminacao, tornando-se a areia, também um vetor (Heaney et al., 2009; Sabino et al., 2014a). Esta
referéncia advém de estudos realizados sobre a carga micolGgica presentes nas areias e sobre as
interacOes ou manifestagdes individuais que resultarem da interface entre o sistema terrestre e marinho.
Deste estudo resulta a sustentacdo da possivel ocorréncia de perturbacGes na Satde Publica e Animal,
devendo ser verificado e analisado a qualidade microbioldgica destes fatores, respeitando os valores
médios sustentado pela norma Diretiva Europeia de 17 CFU/g para potenciais fungos patogénicos
(Sabino et al., 2014a). Em suma, a envolvéncia nestes ambientes e a exposicdo aos percursores neles
patentes, como esporos, poeiras, micotoxinas, continuaram a complementar as possiveis debilidades
imunoldgicas acopladas a suscetibilidade das aves, pois este agente tera sempre sustentabilidade para se
reproduzir.

A presenca do fungo Aspergillus num determinado ambiente pode estar articulado, para além de
muitos fatores, com as sazonalidades climaticas. Nas estagdes do ano, em que a temperatura seja
favoravel e a humidade relativa muito elevada, cerca de 27°C e 94% HR, respetivamente, a concentracéo
de esporos no ar eleva-se. Contrariamente, valores de 35°C de temperatura e 66% HR indicam um
ambiente ligeiramente desfavoravel, dai uma menor concentracdo de esporos. Estas razdes ecologico-
climatéricas estdo associadas a perturbagdes externas que originam explosfes esporadicas de
guantidades indeterminadas de esporos de Aspergillus que sdo aerotransportados e que proliferam mais
rapidamente a temperaturas de 25°C, temperaturas ambientais do que a temperaturas de 37°C, a
temperatura corporal humana (Falvey & Streifel, 2007; Causey & Edwards, 2008; Sharma, 2012). As
aves possuem maiores taxas metabdlicas e temperaturas corporais mais elevadas (variam até 43°C) do
que a temperatura corporal dos humanos, 37°C, a base da viruléncia de A. fumigatus, revelam-no como
um organismo tolerante, que prefere meios basais como os das aves. A preferéncia por este meio basal
face aos humanos advém de requisitos disponiveis pelas aves, como as taxas metabdlicas; o contato
constante com os conidios, de dimensdes reduzidas, em diversos ambientes; anatomia e fisiologia, que

promove a dispersao por varios 6rgaos, como o caso dos sacos aéreos que apresentam um fluxo de ar
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que promove a deposic¢do dos conidios e estes conseguirem passar mais facilmente as vias respiratorias
das aves e ainda a temperatura corporal de 43°C. Deste modo, as aves albergam facilmente o agente
patogénico, que acaba por germinar (Ibrahim-Granet et al., 2008; Abad et al., 2010; McCormick et al.,
2010).

Um dos factores de viruléncia de A. fumigatus senso stricto é a resisténcia a temperaturas mais
elevadas que as suas espécies cripticas. Este facto pode explicar a inexisténcia de espécies cripticas
como causadoras de infecdo nas aves. Estudos sobre a viruléncia de A. fumigatus debrucam-se sobre
diferentes mecanismos de stress exercidos sobre a sua capacidade de germinacdo e esporulacdo a
diferentes temperaturas, revelando-se pois como um organismo termostavel, aguentando temperaturas
gue oscilam entre 17°C a 42°C, podendo muitas vezes alcancar os 55°C. Claro que as condi¢es de stress
ecologico influenciam a integracdo deste fungo ubiquo, visto este revelar elevada capacidade de
resisténcia, adaptacéo e evolucao aos diversos nichos ecoldgicos, mas a suscetibilidade das aves ou de
humanos severamente debilitados, a sua temperatura corporal e sua taxa de metabolismo sdo pontos
cruciais para o fungo alcangar os seus objetivos (Causey & Edwards, 2008; Clarke & Rothery, 2008;
Ibrahim-Granet et al., 2008; McCormick et al., 2010; Hartmann et al., 2011; Low et al., 2011).

Como se pode observar pela Tabela 3.1a), as estirpes isoladas foram colhidas de diferentes 6rgédos
vitais das diferentes aves. Estas evidéncias mostram que as alteragdes patoldgicas resultantes de uma
infecdo por A. fumigatus ocorrem principalmente no sistema respiratorio (saco aéreo, traqueia, seios
nasais), mas podem-se disseminar e envolver outros 6rgdos, como os olhos, ou tecido tumoral ou
previamente lesionado. Apo6s a esporulacdo do fungo, a disseminagéo rapida deste € incontornavel, pois
o desenvolvimento e ramificagdo do micélio origina massas nodulares em diferentes érgaos, como bago,
rins, figado e até do sistema digestivo (Nardoni et al., 2006; Femenia et al., 2007; Cacciuttolo et al.,
2009; Beernaert et al., 2010; Thierry et al., 2010; Arné et al., 2011; Olias et al., 2011; Suleiman et al.,
2012; Thierry et al., 2013; Reza et al., 2013). Deste modo, a infecdo pelo fungo distribui-se de forma
alargada e como uma incidéncia geral em todas as espécies de aves, estando muito associada a produgao
de aves em cativeiro e em incubadoras, pelo que os locais como a reabilitacdo e cativeiro de aves e
parques zooldgicos sdo ambientes com elevada incidéncia de Al. Esta doenca tem como populagédo alvo
afeta aves jovens, ao invés de aves adultas. Assim sendo, a populacéo alvo pode ter acentuadas perdas
de biodiversidade em termos ecoldgicos e perdas econdémicas, que se podem traduzir em perdas de lotes
inteiros quando nos focamos na producdo avicola. De facto, neste Gltimo caso, e apesar de se estudar
apenas uma espécie, a Al pode levar a altas taxas de mortalidade, inspecdo sobre o abate e baixa
produtividade e consequentemente, elevadas perdas econémicas que sdo inevitaveis (Femenia et al.,
2007). Apesar de esta situagdo ser uma problemética para a producdo agropecudria, poderd ser
facilmente remediada caso haja elevada rastreabilidade, pois logo ap6s alarme de ocorréncia de Al numa
ave ou detecdo de A. fumigatus, devera ocorrer a remocao do lote de aves inserido no aviario de producédo
ou noutro qualquer ambiente, seguida de desinfecdo do local. As aves e/ou respetivo ambiente, podem

também por vezes ser colocados em quarentena ou periodo de incubacéo até surgirem indicios de qual
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a origem de infecdo. O leque de origem da doenca e infecdo é extenso, esta pode advir da exposicao
aérea (bioaerrossois), ambiente interno da producdo das aves e externo, da alimentacdo (alimentos e
agua), das proprias instalacdes e suas infraestruturas, como por exemplo os sistemas de ventilagcdo. No
que respeita a parte alimentar e sector avicola, este fungo ¢ um problema a nivel mundial em diferentes
fases na cadeia de producdo de aves. Ele afeta essencialmente aves jovens e recém-nascidas, aves com
apenas 1 dia de idade e embrides, causando elevadas taxas de mortalidade por doencas respiratdrias,
nomeadamente Al, mas também micoses oculares e dérmicas, que também se podem observar nas aves
mais velhas (Samson et al., 2000; Sonaiya & Swan, 2004; HSE, 2008; Williams, 2009; Arneé et al.,
2011; Gavier-Widén et al., 2012; Dhama, 2013; Thierry et al., 2013; Ravindran, 2014).

A nutricdo dos fungos, nomeadamente de Aspergillus, da-se por degradacdo da matéria organica no
exterior e posterior absorcdo de nutrientes. Deste modo, A. fumigatus utiliza o seu generoso metabolismo
e a competéncia incontorndvel da sua biologia em prol da absorcdo de nutrientes existentes nestes
ambientes (a alimentagdo usada na criagdo de aves nos aviario e algumas aves domeésticas e até nas aves
selvagens pode albergar a presenga desses nutrientes), tornando-se este microrganismo num oportunista
sem qualquer tipo de concorréncia (Perrott & Armstrong, 2011). Ainda relacionado com o0 mesmo
campo de acdo, paralelemente ao crescimento dos conidios de A. fumigatus ocorre produgdo de enzimas
que degradam os materiais organicos e estas correspondem a proteases e metabolitos secundarios
toxicos, como a gliotoxina, associada a problemas de Saide Animal e Humana (Arné et al., 2011; FAO,
2014; Ravindran, 2014). Estas toxinas flngicas podem ser inaladas pelas aves e pelos trabalhadores da
indUstria avicola, sendo necessario determinar os tipos e niveis de micotoxinas presentes no ar para
evitar consequentes riscos para a Saude Publica e Animal. Os problemas associados aos animais e
humanos derivam maioritariamente da inalacdo das micotoxinas e ndo pela sua absor¢do dérmica ou
através do trato digestivo, exceto se ocorrer ingestao direta de alimentos contaminados com a micotoxina
(no caso dos cereais) ou indireta por ingestdo de produtos animal, no caso de carne, ovos e leite (CAST,
2003). Mesmo que a concentracdo de micotoxinas presentes nestes ambientes seja baixa, uma
prolongada e repetida exposicdo a estes origina uma redugdo das defesas imunitérias e aumenta a
suscetibilidade a doengas, como doencas respiratorias (Wang et al., 2008). Também associado a
ambientes agricolas e avicolas, ocorre a presenca de componentes da parede celular dos fungos, mais
especificamente o - (1-3) -D-glucano. Como principal constituinte da parede celular de A. fumigatus
liberta-se durante o crescimento das hifas e caso ocorra a presenca de elevadas concentracdes deste
componente celular, ou ocorram misturas deste com outros, poderdo surgir desordens fisiolégicas como
Sindrome Toxica das Poeiras Organicas (ODTS), reacdes alérgicas e inflamag¢6es nos pulmdes. Este
componente é pesquisado em pacientes que sejam portadores de doencas fingicas, uma vez que podera
ser detetado em circulacdo no soro humano, lavados e fluidos broncopulmonares (Zmeili & Soubani,
2007; EPA, 2008; Viegas et al., 2012; Khan & Karuppayil, 2012). Pelo exposto a possibilidade de

ocorrer contacto com este agente é diversa, o que pode constituir um risco para a Satude Publica.
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Em suma, as aves infetadas por esta doenga podem ser tratadas, através de remocao cirdrgica das
lesbes nodulares ou granulomatosas, de diagndstico evidente acessivel, ou aplicagdo de antifingicos
veterinarios/clinicos (enilconazol; cetoconazol; itraconazol), uma vez a prevengdo ndo ser suficiente; o
uso de farmacos comerciais para tratamento de micoses sistémicas e superficiais, descritos como
antifungicos de largo espectro de acdo, erguer-se como método indiscutivel e com grande aplicacdo na
industria avicola e nenhum procedimento de vacinagdo para Al estar disponivel (Arné et al., 2011). A
difusdo do fungo e consequentemente da doenga podem ser controladas e prevenida por medidas de
biosseguranca que compreendem o controlo de producao de poeiras e fungos depositados nos alimentos,
assim como aplicacdo de métodos de higiene nas camas (uma das maiores fontes de introducéo de Af
nos aviarios) (Williams, 2009; Viegas et al., 2012). Também outros factores sdo relevantes: a
higienizacdo dos utensilios que suportam os alimentos e a dgua, ambiente controlado, temperatura
adequada e HR até 50%, sistema de ventilagdo mais eficiente e com monitorizagdo e higienizagdo
periodica; uso de equipamentos com tecnologias a vacuo e de desumidificacdo dos ambientes e
irradiagdo para os utensilios; conservacdo dos alimentos em embalagens apropriadas e armazenamento
a 4°C (temperatura Optima de conservacdo para questdes de seguranca e qualidade alimentar);
desinfecdo do ambiente e dos utensilios, assim como esterilizagdo destes; protecdo dos avicultores por
equipamentos individuais e desinfectados; criagdo de areas de quarentena; perspicacia na detecdo de
sintomas produzidos pelas aves e eliminacdo de todo o conjunto de aves nesse local, adi¢do de
antifungicos na alimentacdo, higienizacdo dos residuos e controlo da poeira e bioaerrossois; mas
também por medidas que reduzam posteriores contaminagdes cruzadas durante 0 manuseio, transporte
e processamento de aves vivas ou a carne de frangos, que ndo foram infetados e aplicacdo de
desinfetantes antifngicos agricolas aplicados esporadicamente para controlar possiveis contaminacdes
no ambiente, assim como aplicacdo de enilconazol para descontaminar as superficies, antes de introduzir
outras aves para producdo (Sonaiya & Swan, 2004; HSE, 2008; Williams, 2009; Khan & Karuppayil,
2012; Viegas et al., 2012; Dhama, 2013; FAO, 2014; Ravindran, 2014; Sabino et al., 2014b; Viegas et
al., 2014).

Sendo a espécie avicola doméstica Gallus gallus a portadora mais suscetivel a infeces pelo agente
patogénico referido, a prevencgdo da disseminacdo da doenga e restrigdo de zonas podera ser a melhor
estratégia para minimizar o aparecimento e a propagacdo da doenca (Sonaiya & Swan, 2004;
Khosravinia et al., 2009).

2. Antifangicos e Vertente alimentar

Como estratégia e medida contra o Aspergillus, agente etioldgico da doenca infeciosa Al,
anteriormente enunciada, a utilizacdo de azdéis (que inibem a biossintese do ergosterol da membrana
plasmética fingica), nomeadamente os triazois, de onde se salienta o itraconazol (ITC), muito aplicado

para combater infecdes flngicas invasivas é fundamental.
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Nas amostras dos 6rgaos de aves estudados, com antecedentes que suspeitavam aspergilose aviéria,
a biologia molecular permitiu a identificacdo do fungo patogénico em estudo (Aspergillus). Este estudo
foi entdo posteriormente complementado com o teste de susceptibilidade ao ITC das estirpes de
Aspergillus isoladas. Os resultados obtidos e apresentados na Tabela 4.2 mostram a susceptibilidade das
estirpes ao antifingico em questdo. Assim, o conjunto de estirpes estudadas de Aspergillus fumigatus
foram inoculadas em meio de cultura com a concentracdo de 4 mg/L de ITC; apds periodo de incubacao,
as culturas ndo cresceram, pelo que se conclui que apresentam sensibilidade ao antiflngico em questao
e a valores de concentragdo >4 mg/L. O facto de se saber se as estirpes sdo sensiveis ou resistentes ao
antifangico ITC, a partir de gque concentragdes do mesmo, promove suporte laboratorial para o
tratamento clinico eficaz das estirpes em andlise. Ao contrario dos resultados obtidos neste trabalho,
tem-se detetado um grande ndmero de estirpes de Aspergillus fumigatus resistentes ao ITC. Os triazéis,
incluindo o ITC, sdo considerados a primeira linha de terapéutica associada ao combate da infec¢éo por
Aspergillus, especialmente A. fumigatus. A resisténcia a azois, detetada inicialmente em infe¢des por
Aspergillus tratadas com estas moléculas, tem sido descrita desde a Ultima década e tem tido uma
incidéncia crescente na Europa (Pfaller, 2012; Chowdhary et al., 2013; Kleinkauf et al., 2013). Isto
deve-se essencialmente ao aparecimento de uma resisténcia secundaria ou adquirida. Esta podera advir
de uma selecdo de isolados resistentes no decorrer de terapia antifingica ou também devido a este
antifungico ser utilizado profilacticamente em contexto hospitalar. Devido a esta preocupante
emergéncia de estirpes resistentes, o European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)
elaborou um Technical Report dando algumas recomendagdes no sentido da prevencdo do aparecimento
de estirpes resistentes e para a sua rapida detecdo (Kleinkauf et al., 2013). Também nos aviarios isto
acontece, dado serem muitas vezes efectuadas terapias antiflngicas as aves, 0 que potencia o
aparecimento de estirpes resistentes, apesar de ndo terem sido detectadas neste trabalho.

Por outro lado, o efeito persistente da aplicacdo e do uso exagerado de triazois clinicos no ambiente
e agricultura, enquanto fitofarmacos, podem estar a desencadear uma resisténcia adquirida e uma
resisténcia cruzada. As consequéncias da resisténcia adquirida poderdo advir de isolados ambientais
resistentes a azois clinicos sujeitos a implementagdo na agricultura, andlogos aos antifingicos
fitossanitarios (Tabela 2.4) e a resisténcia cruzada podera encaminhar para um aumento do nimero de
isolados de Aspergillus resistentes aos azdis por sele¢do destes em detrimento dos isolados sensiveis. A
maior prevaléncia ambiental de isolados resistentes aos az0is podera, desta forma, por sua vez, aumentar
a probabilidade de contaminagdo de pacientes com estirpes de elevada resisténcia a estes. Deve entdo
considerar-se a diminuigdo de agentes fitossanitarios, especialmente os fungicidas IsD, inibidores da
enzima dimetilase, da via de sintese da ergosterol, componente da membrana plasmética em Af andlogos
aos triazois. De facto, a pratica de azdis enquanto fungicidas no combate a pragas, que devastam culturas
para fins alimentares e para a cadeia industrial humana e animal, como cereais, vegetais, plantas, frutas,
entre outros, servem para salvaguardar dessas dizimacdes, mas paralelamente esta a desenvolver-se

eventuais sobrecargas de doses excessivas dos fungicidas que vao selecionar positivamente estirpes de
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A. fumigatus resistentes aos antifingicos (Waterman & Lepesheva, 2005; Pascual et al., 2008; Snelders
et al., 2008; Beernaert et al., 2009; Verweij et al, 2009; Perkhofer et al., 2010; Arendrup et al., 2011,
Van der Linden et al., 2011a; Van der Linden et al., 2011b; Pfaller, 2012; Chowdhary et al., 2013;
Kleinkauf et al., 2013).

De acordo, com a analise dos dados obtidos e tendo em consideragdo que se um valor de ITC superior
a 4 mg/L permite o crescimento de Aspergillus fumigatus em cultura, essa estirpe é entdo considerada
como resistente a este antifingico (Verweij et al, 2009; Van der Linden et al., 2011a; Van der Linden
et al., 2011b; Morio et al., 2012). Nas estirpes estudadas verificou-se, pelo contrario, uma sensibilidade
a este antifungico. Da observacéo das 33 estirpes testadas, 32 delas foram identificadas com A. fumigatus
sensu stricto e uma das estirpes corresponde a fase sexuada de Aspergillus nidulans, dita como espécie
suscetivel ao tratamento com ITC e confirmada por observacao dos resultados da Tabela 4.2 (Van der
Linden et al., 2011a; Van der Linde et al., 2011b). Tal semelhanca de dados néo se verifica com as
restantes estirpes de A. fumigatus. Destes A. fumigatus isolados (n=33) descriminou-se a origem dos
isolados, correspondendo a duas origens distintas: clinica (n=14) e ambiental (n=12), sendo que nem as
da clinica nem as do ambiente demonstram a referida resisténcia explicita na literatura. Os resultados
obtidos, que exibem suscetibilidade a ITC (4 mg/L) das estirpes isoladas em aves diversificadas,
selvagens e domésticas, com indicios de Al e a presenca do agente oportunista detetada, ndo poderdo
ser desprezados nem tomados como imutaveis e dever-se-do efectuar, de forma regular, testes de
susceptibilidade nestes tipos de settings (aviarios), dado poderem ocorrer resisténcias adquiridas.

Esta metodologia para detecdo de resisténcias (meio de cultura com antiflngico incorporado) é
apenas considerada como um método de “screening”, pelo que futuras confirmagdes deverdo ser
efectuadas com o método de referéncia - microdiluicdo em placa— EUCAST (norma Europeia) ou CLSI
(norma Americana). Ambas as normas traduzem que o uso continuado de antifingicos de base azol
apresentam consequéncias indesejaveis como o aumento de isolados resistentes.

No caso da EUCAST, método padrdo valido para testar a susceptibilidade dos conidios de fungo a
antifungicos por determinagdo de concentracbes minimas inibitorias € aplicado em espécies de
Aspergillus devido & sua facilidade, rapidez e economia de execucdo, bem como um elevado grau de
aceitacdo. A suplementacdo deste trabalho abarcou conhecimentos e procedimentos desta norma, pois
esta declara que o uso de ITC contra Aspergillus spp. pode ser influenciada pelos testes de
microdiluicBes, temperaturas e tempos de incubacdo (Rodriguez-Tudela et al., 2008). Perante isto,
optou-se pelo método de “screening”.

A CLSI (anterior NCCLS) estd intrinsecamente associada a Internacional Standardization
Organization (ISO), WHO, FDA, laboratérios e hospitais lideres na implementacdo métodos de
referéncia para testes suscetibilidade a antifungicos por fungos filamentosos (CLSI M38-A method),
padrdes de controlo de qualidade (CQ) e interpretacdo de breakpoints, assim como aperfeicoamento de
conhecimentos e atualizacdes metodoldgicas face a emergéncia de resisténcia microbioldgicas, como

por exemplo a adequacéo do teste em meio RPMI-1640. A norma M38-A, método de microdiluicdo, é
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descrita como teste de suscetibilidade para fungos que geram infe¢des flngicas invasivas com
antifungicos pré-definidos, como os triazdis, posoconazol, ravuconazol e voriconazol (CLSI, 2008).

Este estudo ndo incide sobre a vertente da resisténcia molecular a ITC por parte das estirpes de
Aspergillus fumigatus; esta é associada a muta¢des no gene CYP51A, mas a inter-relacdo de que as
estirpes em pesquisa ndo possuem tais mutacGes ndo pode ser refutada. De facto, estas mutagdes
pontuais levam a substituicdes de aminoéacidos ou a repeticdes em tandem em hotspots dos genes
CYP51A (por exemplo, Gli 54, Leu 98, Gly 138 e Met 22). A presenca destas mutacdes especificas
devera posteriormente ser comparada com os resultados das concentragfes minimas inibitorias in vitro
determinadas pelo método de microdiluicdo em placa (método de referéncia), para assim estabelecer
correlacdes metodologicas.

O tratamento de Al nos aviarios carece de muita atencao dada a elevada perda econdmica e animal.
Assim, a prevencdo e controlo de todos os pontos criticos que possam corresponder a focos de
contaminagdo sdo importantes estabelecer visto que A. fumigatus pode estar presente em todos os
estados de producéo avicola (Arné et al., 2011; Ceolin et al., 2012). Por outro lado, o tratamento de aves
com Al recorrendo aos az6is pode ndo resultar como pretendido devido a resisténcia das estirpes
infectantes. Deste modo, deve continuar-se 0 estudo da terapia antifingica adequada (testes de
susceptibilidade e metodologias de deteccdo de resisténcias) para melhorar a compreensdo de quais as
medidas que possam auxiliar a contrariar esta problematica.

N&do s6 o tratamento de Al em aviarios por antifungicos é importante, também devem ser
implementadas, estabelecidas e cumpridas medidas preventivas em empreendimentos de produgéo
massiva de animais com destino comercial para evitar zoonoses e prevenir doencas (Clark et al., 2012).

A distribuicdo universal das espécies de Aspergillus, j& ndo é desconhecida, nem mesmo a
envolvéncia de infe¢Ges associadas a estas. Como referido ao longo deste estudo, uma inalacdo de uma
quantidade consideravel de conidios, num ambiente oportuno geram Al que afeta humanos e aves,
fisioldgica e imunologicamente debilitados. Deste modo, o nivel de patogenicidade de A. fumigatus no
hospedeiro pode ser explicado por vérios fatores. A nutrigdo, temperatura corporal, debilitacdo do
sistema imunitério (por exemplo nos casos de doentes hematoldgicos ou transplantados), a idade e o
ambiente (Lewis et al., 2005; Brock, 2009).

A transmissdo dos esporos de Aspergillus de individuo para individuo, ndo tem sido relatada. Além
da contaminacdo ambiental aérea, os esporos podem ser transmitidos por outras fontes e vetores, como
alimentos, agua e medicamentos contaminados e sistemas de ventilacdo ineficazes. Conhece-se que
ambientes de construgdo com demoligdes geram elevadas concentragdes de esporos que se dispersam
pelo ar e asseguram uma fonte incontornavel de contaminacdo e a qualidade do ar interior e exterior
estdo na base da atencdo, enquanto fatores ambientais que geram infecOes respiratorias preocupantes em
ambientes clinicos. Tendo os sistemas de ventilacdo um papel fundamental na purificacdo e limpeza do
ar, nem sempre tal ocorre e estes podem servir de veiculos de propagacdo dos esporos (Siegel et al.,

2007). A determinacéo das concentragdes fungicas em diferentes locais hospitalares mostra a presenca
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de uma variagéo entre 1-55 UFC/m® nas enfermarias e de 5-120 UFC/m?® nas cozinhas hospitalares. De
acordo, com estes dados foram detetados em 35% das enfermarias e 33% de cozinhas espécies de
Aspergillus, condicionando assim, de forma direta e indireta a saude dos pacientes e os alimentos que
Ihes sdo fornecidos (Perdelli et al., 2006). Assim, a filtracdo e purificacéo do ar tem vindo a ser acoplada
a sistemas de filtracdo especificos, como os HEPA, que reduzem o risco de infe¢cbes por fungos
filamentosos, quer em ambientes hospitalares de cuidado redobrado, nas UCI, quer nas industrias
alimentares de producdo animal. N&o sé estes sistemas sdo apropriados para a reducéo destas espécies
flngicas, os cuidados higiénico-sanitarios e equipamentos de vestudrio também sdo necessarios e
importantes, assim como a aplicacdo da irradiacdo e esterilizacdo de dispositivos hospitalares,
diminuindo os riscos de infecdes. Além destes equipamentos, o uso de ventilagbes com fluxo laminar
do ar durante periodos de construcdo hospitalar ou de obras em redor destas unidades devem ser
consideradas para eliminar as particulas provenientes desta acdo, que causam o aumento de esporos de
Aspergillus fumigatus e um aumento de casos de Al, em individuos debilitados. O uso desta ventilagéo
em cirurgias especificas e em UCI podem também ser utilizadas para reduzir e purificar o ambiente com
propensdo a acumulagdo de conidios. No caso da desinfe¢do das méos para profissionais de saude e
inddstrias que manipulam dispositivos que contactam direta ou indiretamente com doentes vulneraveis,
devendo usar desinfetantes que reduzam a densidade da flora epidérmica, como etanol ou n-propanol
(Crnich, et al., 2005; Perdelli et al., 2006; Priss-Ustiin & Corvalan, 2006; Goebes et al., 2008). Além
destes vetores hospitalares, os doentes ventilados sdo alvo de infe¢des fungicas dado que os tubos dos
ventiladores acumulam particulas fangicas nestes aparelhos, devendo também serem alvo de desinfecdo
e atencdo redobrada (Kidd et al., 2009). Com enunciado anteriormente, as cozinhas hospitalares séo
6timos reservatérios de agentes patogénicos e depdsito de inimeros esporos de diferentes géneros, uma
vez que estes locais apresentam condicdes propicias ao desenvolvimento e crescimento destes, dado
serem ambientes de elevada HR e elevadas temperaturas de ar. Assim, as cozinhas hospitalares tém com
elevada presenca de Aspergillus e Penicillium, dado ser uma atmosfera quente e humida aquando
manipulagdo dos alimentos e manipulacdo de materiais. Obviamente, que as concentracfes destes
fungos sdo menores quando em comparagdo com os ambientes exteriores (Perdelli et al., 2006).

A vertente alimentar, tem pois grande importancia na disseminacdo de fungos em diferentes
ambientes ocupacionais, desde agricultura a inddstria alimentar (aviarios e suiniculturas) (Sabino et al.,
2014b), nomeadamente de Aspergillus devendo ser tomadas medidas para minimizar contaminagoes,
como elevados parametros de rastreabilidade face aos lotes de produtos introduzidos nas industrias;
seguranca na alimentacao animal; controlo de espécies selvagens, insetos; equipamentos e material dos
avicultores e da industria e para reverter ou diminuir a probabilidade de ocorrer estas situagdes, a
aplicacdo de protocolos de HACCP (Hazard analysis and critical control points), que visem analise e
controlo de perigos e pontos criticos durante procedimentos de manipulacéo alimentar, surgem como as
melhores solugdes (Paterson, 2006). Esta evidéncia deve salvaguardar a qualidade e seguranga da

producdo avicola e com ela assegurar as boas praticas de producdo, desde a isencdo de contaminantes

70



Discussao

bioldgicos, quimicos e fisicos na producdo até ao controlo e certificacdo da qualidade das matérias-
primas usadas na subsisténcia das aves (Ravidran, 2014), uma vez que, estes pontos podem causar
inviabilidade do produto e rejeicéo por parte do consumidor. Isto porque, 0s organismos resultantes da
deterioracdo dos alimentos ndo sdo originalmente parte integrante destes, mas estdo amplamente
presentes na agua, solo, ar e outros animais, que assumem o papel de vetores indirectos para propagacao
dos esporos e micotoxinas destes. Assim sendo, estes procedimentos sdo extremamente necessarios para
obter uma matriz isenta de qualquer microrganismo patogénico e que possa corresponder aos potenciais
fins comerciais e nutricionais. No caso da carne da ave apresentar uma possivel contaminacdo
microbioldgica, através de aplicacdo de metodologias e planos de HACCP, aptas para a detetar, esta sera
rejeitada caso tal se verifique, e ndo integra a cadeia alimentar industrial. Isto €, os animais débeis que
originam carnes para fins de subsisténcia sdo colocados em questdo quanto a qualidade e seguranca da
sua carne e a duvida sobre a persisténcia de microflora contaminante.

Como solucéo, o uso de conhecidas tecnologias de processamento industrial, como o processamento
térmico, esterilizacdo ou irradiacdo sdo desenvolvidas para matar cargas microbianas presentes nos
alimentos (Doyle, 2007). Deste modo, a esterilizacdo de alimentos surge como uma tecnologia eficiente
para destruir microrganismos presentes nos alimentos evitando a possivel transmisséo e o desencadear
de doencas. Esta técnica pode ter varios componentes de a¢éo, dependendo da intensidade e durabilidade
do processo, estando correlacionados os parametros tempo e temperaturas. Contudo, a esterilizacdo a
elevadas temperaturas, por acdo de vapor ou calor seco, durante 40 minutos ou 1 a 6 horas,
respetivamente, destroi todos os microrganismos (células vegetativas e esporos) (Rutala & Weber, 2004;
Rutala et al., 2008; Sydnor & Perl, 2011; FDA, 2013). Para eliminar a maioria das micotoxinas, o
processamento convencional dos alimentos ndo é satisfatério, nem atinge os objetivos propostos, pois
enquadram-se na faixa de temperatura dos 80-121°C (Milicevic et al., 2010). Assim, s6 um tratamento
acima dos 150°C é capaz de destruir uma concentracdo significativa de micotoxinas (Bullerman &
Bianchini, 2007). Deste modo, e como técnica complementar, a irradiagéo de alimentos podera ser uma
promissora e eficaz tecnologia de seguranca alimentar que promove eliminar microrganismos
originadores de doengas transmitidas pelos alimentos. Esta técnica garante a inalteracdo nutricional e
estrutural dos alimentos e a auséncia de substancias perigosas nos alimentos, sendo apoiada por varias
organizagdes conhecidas, como WHO, CDC, USDA e a FDA com uma dose eficaz e segura acima de
10 kGy (Quilogray), ndo existindo efeitos adversos para a Satde Publica e Animal (WHO, 1997; Tauxe,
2001).

Os paragrafos anteriores procuraram contextualizar a importancia de Aspergillus em diferentes
ambientes, focando a vertente alimentar. Procuram ainda mostrar evidéncias da sua presenca em
diferentes settings e seus efeitos nocivos quer para 0 Homem, quer para 0s animais. Pelo exposto,
conclui-se a enorme relevancia da detecdo de Aspergillus em alimentos e em ambientes especificos, que
poderdo influenciar, por sua vez, a qualidade dos alimentos, quer diretamente quer indiretamente através

da cadeia alimentar.
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VI. CONCLUSAO

O estudo em foco permitiu compreender melhor a contextualizacdo da importancia de Aspergillus
em diferentes ambientes e diferentes espécies da avifauna, focando também a vertente alimentar. A
aplicacdo de metodologias que permitissem efectuar uma abordagem para toda a problemaética
envolvente, foi essencial para alcance rapido e eficaz da identificacdo das espécies envolvidas na infecéo
ou presentes no ambiente, assim como para mostrar evidéncias da presenca destas espécies em diferentes
settings e quais os seus efeitos nocivos no Homem e nos animais.

Pelo exposto, conclui-se a enorme relevancia da detecdo de Aspergillus em animais e em ambientes
especificos, que poderdo influenciar, por sua vez, a qualidade dos alimentos, quer direta quer
indiretamente através da cadeia alimentar e consequentemente a Saude Publica. As amostras isoladas
relevantes para o desenrolar deste trabalho deram enfoque aos isolados provenientes de aves e do
ambiente que as rodeia, permitindo concluir-se que Aspergillus fumigatus sensu stricto, muito
possivelmente pelas suas especificidades e fatores de viruléncia, foi a espécie mais frequentemente
encontrada, segundo metodologias moleculares. Também estas ferramentas possibilitaram a
identificacdo mais correta de dois isolados cuja identificacdo de espécie estava errada e confirmacao dos
restantes. Por outro lado, a aplicacdo destas metodologias permitiu concluir que ndo foram detetadas
espécies cripticas do complexo Fumigati, tendo sido identificada apenas a espécie Aspergillus fumigatus
sensu stricto. A base da justificacdo para auséncia de outras espécies pode envolver a temperatura
corporal das aves (43°C) e o facto de apenas esta espécie, comparada com as outras do mesmo complexo,
ser produtora de determinadas micotoxinas (como a gliotoxina).

A detecdo de determinadas espécies cripticas de A. fumigatus indica de imediato a possivel
resisténcia/menor susceptibilidade a determinados antifingicos, nomeadamente azois. Desta forma, a
elaboracdo de um método de screening a presenca de estirpes resistentes aos azois possibilita também
uma maior protecdo as aves, conduzindo a menos riscos para a Saude Animal e Pablica.

Assim, métodos moleculares auxiliados por métodos convencionais, complementados com métodos
screening, acompanhados por evolugdo cientifica e por implementagdes de protocolos de biosseguranca
e planos de acdo, introduzidos e abordados em ambientes ecol6gicos, hospitalares e de producao de aves
podem possibilitar o controlo do oportunista Aspergillus fumigatus e da doenca aspergilose invasiva.
Em suma, a prevencdo e evolucdo cientifica serd a melhor solucdo para o controlo deste agente

etioldgico.
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VIl. PERSPECTIVAS FUTURAS

Futuramente, este estudo pode ser otimizado recorrendo a analise de um maior nimero de estirpes,
ndo descredibilizando o nimero de estirpes estudadas neste estudo, que foi significativo. Porém um
maior numero, de estirpes possibilitaria outra abordagem e outras conclusdes sobre diferentes espécies
e diferentes ambientes.

Aplicar as metodologias de referéncia especificas para a determinacdo das suscetibilidades
individuais de cada isolado, de modo a carateriza-los quanto a concentracdo minima inibitéria para cada
antifangico, particularmente itraconazol, uma vez aplicado em estudo, e por exemplo, outros triazois
como voriconazol e posaconazol (aplicados em terapéuticas clinicas em humanos), enilconazol,
cetoconazol, clotrimazol, fluconazol (aplicado na protecdo avicola nos aviarios), difenoconazol,
propiconazol, epoxiconazol, bromuconazol, tebuconazol (aplicados na agricultura). Quaisquer uns
destes antiflngicos sdo activos contra A. fumigatus e estruturalmente muito semelhantes aos triazéis
aplicados na terapéutica clinica, dado que todos se ligam a proteina — alvo lanosterol 1,4- o dimetilase
(Snelders et al., 2012; Chowdhary et al., 2013; Denning & Bowye, 2013; Gisi 2013). Esta aplicacdo
possibilitara a realizacdo de estudos epidemioldgicos mais pormenorizados e detetar tendéncias e focos
de reducdo de susceptibilidade.

Por outro lado, o estudo poderia evoluir no sentido de efetuar tipagem de isolados de A. fumigatus
de aves e de ambientes envolventes, para certificar que se trata da mesma estirpe e poder determinar
fontes de infecéo.

Estudos sobre as micotoxinas produzidas por espécies de Aspergillus senso stricto versus espécies
cripticas seriam também importantes no sentido de conhecer processos de invaséo e infecdo causados
pelas diferentes espécies e em que sentido seriam coadjuvados ou ndo pelas micotoxinas produzidas.

Aprofundar conhecimentos cientificos sobre reservatorios, fontes de infecdo e disseminacéo infecdes
por A. fumigatus de forma a poder oferecer melhores estratégias para controlo ou prevencéo de infegdes.

A sugestdo de otimizacdo de metodologias e equipamentos na inddstria avicola que permitam suprir
A. fumigatus, por aplicacéo de biorreatores de conversdo de agua sanitaria, por dgua potavel com cloreto

de sddio (NaCl), enquanto agente bactericida e desinfetante (Jirotkova et al., 2013).

75



76



VIIl. REFEREENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Abad A, Ferndndez-Molina J, Bikandi J, Ramirez A, Margareto J, Sendino J, Hernando F, Ponton J, Garaizar
J, Rementeria A (2010) What makes Aspergilus fumigatus a sucessful pathogen? Genes and molecules
involved in invasive aspergillosis. Revista Iberoamericana de Micologia. 27:4, pp. 155-182

Alanio A, Cordonnier C, Bretagne S (2011) Azole Resistance in Aspergillus fumigatus - Current
Epidemiology and Future Perspectives. Current Fungal Infection Reports. 5:3, pp. 168-178

Alastruey-lzquierdo A, Cuenca-Estrella M, Monzon A, Mellado E, Rodrigeuz-Tudela L (2008) Antifungal
susceptibility profile of clinical Fusarium spp. Isolates identified by molecular methods. Journal of
Antimicrobial Chemotherapy. 61:4, pp. 805-809

Alastruey-lzquierdo A, Mellado E, Cuenca-Estrella M (2012) Current section and species complex concepts
in Aspergillus: recommendations for routine daily practice. Annals of the New York Academy of Sciences.
1273, pp. 18-24.

Alcazar-Fuoli L, Mellado E, Alastruey-lzquierdo A, Cuenca-Estrella M, Rodriguez-Tudela J (2008a)
Aspergillus Section Fumigati: Antifungal Susceptibility Patterns and Sequence-Based Identification.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 52:4, pp. 1244-1251

Alcazar-Fuoli L, Mellado E, Garcia-Effron G, Lopez J, Grimalt J, Cuenca-Estrella M, Rodriguez-Tudela J
(2008b) Ergosterol biosynthesis pathway in Aspergillus fumigatus. Steroids. 73:3, pp.339-347

Alvarez-Perez S, Mateos A, Dominguez L, Martinez-Nevado E, Blanco J, Garcia M (2010) Polyclonal
Aspergillus fumigatus infection in captive penguins. Veterinary Microbiology. 144:3, pp.444-449

Animal Diversity Web “http://animaldiversity.ummz.umich.edu/”. — Acedido a 14 de Abril de 2014.

Arendrup M, Mavridou E, Mortensen K, Snelders E, Frimodt-Mgller N, Khan H, Melchers W, Verweij P
(2010) Development of Azole Resistance in Aspergillus fumigatus during Azole Therapy Associated with
Change in Virulence. PLoS ONE. 5:4, pp. 1-8

Arné P, Thierry S, Wang D, Deville M, Le Loc'h G, Desoutter A, Fém F (2011) Aspergillus fumigatus in
Poultry. Review Article. International Journal of Microbiology. 2011. pp. 1-14

Arvanitoyannis | (2009) HACCP and ISO 22000: Application to Foods of Animal Origin. Wiley-Blackwell.
5, pp. 1- 56

Ashley E, Lewis R, Lewis J, Martin C, Andes D (2006) Pharmacology of Systemic Antifungal Agents.
Clinical Infectious Diseases. 43:1, pp.S28-S39

Balajee S, Gribskov J, Hanley E, Nickle D, Marr K (2005b) Aspergillus lentulus sp. nov., a New Sibling
Species of A. fumigatus. Eukaryotic Cell. 4:3, pp. 625-632

Balajee S, Gribskov J,, Brandt M, Ito J, Fothergill A, Marr K (2005a) Mistaken Identity: Neosartorya
pseudofischeri and Its Anamorph Masquerading as Aspergillus fumigatus. Journal of Clinical
Microbiology. 43:2, pp. 5996-5999.

Balajee S, Houbraken J, Verweij P, Hong SB, Yaghuchi T, Varga J, Samson R (2007) Aspergillus species
identification in the clinical setting. Studies in Mycology.59, pp. 39-46

Beauvais A, Latgé JP (2001) Membrane and cell wall targets in Aspergillus fumigatus. Drug Resitance
Updates. 4:1, pp. 38-49

Beernaert L, Pasmans F, Van Waeyenberghe L, Dorrestein G, Verstappen F, Vercammen F, Haesebrouck F,
Martel A (2009) Avian Aspergillus fumigatus Strains Resistant to both Itraconazole and Voriconazole.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 53:5, pp. 2199-2201

Beernaert L, Pasmans F, Van Waeyenberghe L, Haesebrouck F, Martel A (2010) Aspergillus infections in
birds: a review. Avian Pathology. 39:5, pp. 325-331

Bennett J, Klick M (2003) Mycotoxins. Clinical Microbiology Review. 16:3, pp. 497-516.

Bhat R, Rai R, Karim A (2010) Mycotoxins in Food and Feed: Present Status and Future Concerns.
Comprehensive Reviews in Food Science and Food Safety. 9:1, pp. 57- 82

Bickford D, Lohman D, Sodhi N, Ng P,Meier R, Winker K, Ingram K, Das | (2007) Cryptic species as a

window on diversity and conservation. Trends in Ecology & Evolution. 22:3, pp. 148-155

Bird Guide - The CornellLab of Ornithology { «“ HYPERLINK
http://www.allaboutbirds.org/NetCommunity/Page.aspx?pid=1077&g=Gavia+stellata” } — Acedido 14
de Abril de 2014

Bok J, Balajee S, Marr K, Andes D, Nielsen K, Frisvad J, Keller N (2005) LaeA, a Regulator of
Morphogenetic Fungal Virulence Factors. Eukaryotic Cell. 9:4, pp. 1574-1582

Boudra H, Morgavi D (2005) Mycotoxin risk evaluation in feeds contaminated by Aspergillus fumigatus.
Animal Feed Science and Technology. 120, pp. 113-123

77


http://www.allaboutbirds.org/NetCommunity/Page.aspx?pid=1077&q=Gavia+stellata

Referéncias Bibliogréaficas

Bowman S, Free S (2006) The structure and synthesis of the fungal cell wall. BioEssays. 28:8, pp. 799-808.

Brock M (2009) Fungal metabolism in host niches. Current Opinion in Microbiology. 12:4, pp. 371-376

Bueid A, Howard S, Moore C, Richardson M, Harrison E, Bowyer P, Denning D (2010) Azole antifungal
resistance in Aspergillus fumigatus: 2008 and 2009. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 65:10, pp.
2116-2118.

Butcher G, Jacob J, Mather F (2003) Respiratory Diseases. Common Poultry Diseases. Institute of Food and
Agricultural Sciences, University of Florida. PS47, pp. 1-19.

Cacciuttolo E, Rossi G, Nardoni S, Legrottaglie R, Mani P (2009) Anatomopathological aspects of avian
aspergillosis. Veterinary Research Communications. 33, pp. 521 — 527

Campbell C, Johnson E, Philpot C, Warnock D (1996) Identification of pathogenic Fungi. Public Health
Laboratory Service. London. pp. 298. ISBN 0901144398

Cannon R, Lamping E, Holmes A, Niimi K, Baret P, Keniya M, Tanabe K, Niimi M, Goffeau A, Monk B
(2009) Efflux-Mediated Antifungal Drug Resistance. Clinical Microbiology Reviews. 2:22, pp. 291-321

CAST (2003) Mycotoxins: Risks in Plant, Animal and Human Systems. Council for Agricultural Science
and Technology. Task Force Report N°139. Ames, 1A, USA.

Causey D, Edwards S (2008) Ecology of Avian Influenza Virus in Birds. Journal of Infectious
Diseases.198:1. pp. S29-S33

Ceolin L, Corréa I, Galiza G, Lovato M, Kommers G, Risso N, Santurio J (2012) Macroscopic and
Microscopic Diagnosis of Aspergillosis in Poultry. Case Report. Acta Scientiae Veterinariae. Publication
1061. 40:3. pp. 1-4

Chai L, Vonk A, Kullberg B, Verweij P, Verschueren |, Meer J, Jossten L, Latgé JP, Netea M (2011)
Aspergillus fumigatus cell wall components differentially modulate host TLR2 and TLR4 responses.
Microbes and Infection. 13:2, pp. 151-159

Chi MH, Craven K (2013) Oxygen and an Extracellular Phase Transition Independently Control Central
Regulatory Genes and Conidiogenesis in Aspergillus fumigatus. PLoS ONE. 8:9, pp. 1-12. 74805

Chowdhary A, Kathuria S, Xu J, Meis J (2013) Emergence of Azole-Resistant Aspergillus fumigatus Strains
due to Agricultural Azole Use Creates an Increasing Threat to Human Health. PLOS Pathogens. 9:10.
€1003633

Clark S, Daly R, Jordan E, Lee J, Mathew A, Ebner P (2012) Extension Education Symposium: The Future
of biosecurity and antimicrobial use in livestock production in the United States and the role of extension.
Journal of Animal Science. 20:8, pp. 2861- 2872

Clarke A, Rothery P (2008) Scaling of body temperature in mammals and birds. Functional Ecology. 22:1,
pp. 58-67

Clements Checklist (2007) The Cornell lab of Ornithology. Clements, J. Clements Checklist of Birds of the
World, 6th Edition. 2013

CLSI (2008) Reference Method for Broth Dilution Antifungal Susceptibility Testing of Filamentous Fungi;

Approved Standard-Second. CLSI document M38-A2. Clinical and Laboratory Standards Institute. pp, 1-

13

Crnich C, Safdar N, Maki D (2005) The Role of the Intensive Care Unit Environment in the Pathogenesis
and Prevention of Ventilator-Associated Pneumonia. Respiratory Care. 50:6, pp. 813-836

Crook B (2011) Bioaerosols from commercial composting. HPA Bioaerosols Group March. Microbiology
team, Health and Safety Laboratory. An Agency of the Health and Safety Executive. pp. 1-24.

Dagenais T, Keller N (2009) Pathogenesis of Aspergillus fumigatus in Invasive Aspergillosis. Clinical
Microbiology Reviews. 22:3, pp. 447-465

Denning D (1998) Invasive Aspergillosis. Clinical Infectious Diseases.26:24, pp.781-803

Denning D, Anderson M, Turner G, Latgé JP, Bennett J (2002) Sequencing the Aspergillus fumigatus
genome. The Lancet Infectious Diseases. 2:4, pp.251-253.

Denning D, Bowye P (2013) Voriconazole Resistance in Aspergillus fumigatus: Should We Be Concerned?
Clinical Infectious Diseases. 57:4, pp. 521-3

Denning D, Venkateswarlu K, Oakley K, Anderson M, Manning N, Stevens D, Warnock D, Kelly S (1998)
Itraconazole resistance in Aspergillus fumigatus. Antimicrobial Agents and Chemotherapy. 41:6, pp.
1364-1368

Denning, D.; Clemons, K.; Stevens, D. (1992) Quantitative preservation of viability of Aspergillus fumigatus.
Medical Mycology. 30:6, pp. 485-488.

Dhama K, Chakraborty S, Verma A, Tiwari R, Barathidasan R, Kumar A, Singh S (2013) Fungal/Mycotic
Diseases of Poultry-diagnosis, Treatment and Control: A Review. Pakistan Journal of Biological
Sciences. 16:23, pp. 1626-1640

78



Referéncias Bibliogréaficas

Dimopoulos G, Frantzeskaki F, Poulakou G, Armaganidis A (2012) Invasive aspergillosis in the intensive
care unit. Annals of the New York Academy of Sciences. 1272:1, pp. 31-39

Donham K, Thelin A (2006) Occupational and Environmental Health for the Health Professions. Agricultural
Medicine. Wiley-Blackwell. pp. 1- 429. ISBN 978 0 81381803 0

Dotis J, Roilides E (2004) Osteomyelitis due to Aspergillus spp. in patients with chronic granulomatous
disease: comparison of Aspergillus nidulans and Aspergillus fumigatus. International Journal of
Infectious Diseases. 8:2, pp. 103-110

Doyle M (2007) Fri Briefings: Microbial Food Spoilage — Losses and Control Strategies. Food Research
Institute, University of Wisconsin—Madison.3, pp. 1-10

EPA, United States Environmental Protection Agency. (2008) Mold Remediation in Schools and Commercial
Buildings. Indoor Air Quality (IAQ). EPA 402-K-01-001. pp. 1-47

EUCAST (2012) Itraconazole and Aspergillus spp. Rationale for the EUCAST Clinical Breakpoints, Version
1.0. pp. 1-11 { HYPERLINK: http://www.eucast.org/fileadmin/src/
media/PDFs/EUCAST files/Rationale documents/Itraconazole Aspergillus vl Of.pdf <}

Falvey D, Streifel A (2007) Ten-year air sample analysis of Aspergillus prevalence in a university hospital.
Journal of Hospital Infection. 67:1. pp, 35-41

FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations. (2014) Poultry and Nutrition and Feed.
Agriculture and Consumer Protection Department. Animal Production and Health.

FDA, Food and Drug Administration. (2013) Food Code. Public Health Service. U. S. Department of Health
and Human Services. ISBN 978-1-935239-02-4

Femenia F, Fontaine JJ, Lair-Fulleringer S, Berkova N, Huet D, Towanou N, Rakotovao F, Granet Ol, Le
Loc'h G, Arné P, Guillot J (2007) Clinical, mycological and pathological findings in turkeys
experimentally infected by Aspergillus fumigatus. Avian Pathology. 36:3, pp. 213-219

Ferreira W, Sousa J (2000) Microbiologia. Micoses subcutaneas e sistémicas. 2, pp. 329 — 342. Lidel —
Edicdes Técnicas.

Fontaine T, Beauvais A, Loussert C, Thevenard B, Fulgsang C, Ohno N, Clavaud C, Prevost MC, Latgé JP
(2010) Cell wall al-3glucans induce the aggregation of germinating conidia of Aspergillus fumigatus.
Fungal Genetics and Biology. 47:8, pp. 707-712

Friend M, Franson J (1999) Field Manual of Wildlife Diseases. General Field Procedures and Diseases of
Birds. USGS, National Wildlife Health Center. 13, pp. 129-134

Frisvad J, Larsen T, Vries R, Meijer M, Houbraken J, Cabafies F, Ehrlich K, Samson R (2007) Secondary
metabolite profiling, growth profiles and other tools for species recognition and important Aspergillus
mycotoxins. Studies in Mycology. 59, pp. 31-37.

Fuller K, Ringelberg C, Loros J, Dunlap J (2013) The Fungal Pathogen Aspergillus fumigatus Regulates
Growth, Metabolism, and Stress Resistance in Response to Light. mBio Journals. 4:2, pp. 1-12

Geiser D (2009) Sexual structures in Aspergillus: morphology, importance and genomics. Medical Mycology.
47:1, pp. 21-26.

Gisi U (2013) Assessment of selection and resistance risk for demethylation inhibitor fungicides in
Aspergillus fumigatus in agriculture and medicine: a critical review. Pest Management Science. 70:3. pp.
1-13

Glass N, Donaldson G (1995) Development of Primer Sets Designed for Use with the PCR To Amplify
Conserved Genes from Filamentous Ascomycetes. Apllied and Enviromnental Microbiology. 61:4, pp.
1323-1330

Goebes M, Baron E, Mathews K, Hildemann L (2008) Effect of Building Construction
on Aspergillus Concentrations in a Hospital. Infection Control and Hospital Epidemiology. 29:5, pp.
462-4

Griffiths A, Wessler S, Lewontin R, Gelbart W, Suzuki D, Miller J (2005) Introdution to genetic analysis.
Genetic analysis. 8(ed). 7, pp. 360-361

Hartmann T, Sasse C, Schedler A, Hasenberg M, Gunzer M, Krappmann S (2011) Shaping the fungal
adaptive — Stress responses of Aspergillus fumigatus. Mini Review. International Journal of Medical
Microbiology. 301:5, pp. 408-416

Heaney C, Sams E, Wing S, Marshall S, Brenner K, Dufour A, Wade T (2009) Contact with beach sand
among beachgoers and risk of illness. American Journal of Epidemiology. 170:2, pp.164-172

Henry T, Iwen P, Hinrichs S (2000) Identification of Aspergillus Species Using Internal Transcribed

Holh T, Feldmesser M (2007) Aspergillus fumigatus: Principles of Pathogenesis and Host Defense.
Eukaryotic Cell. 6:11, pp. 1953-1963

79



Referéncias Bibliogréaficas

Hong SB, Go SJ, Shin HD, Frisvad J, Samson R (2005) Polyphasic taxonomy of Aspergillus fumigatus and
related species. Mycologia. 97:6, pp. 1316-1329

Hong SB, Shin HD, Hong J, Frisvad J, Nielsen P, Varga J, Samson R (2008) New taxa of Neosartorya and
Aspergillus in Aspergillus section Fumigati. Antonie Van Leeuwenhoek. 93:1-2, pp. 87-98

Howard S, Arendrup M (2011) Acquired antifungal drug resistance in Aspergillus fumigatus: epidemiology
and detection. Medical Mycology. 49:1, pp. 90-5

Howard S, Cerar D, Anderson M, Albarrag A, Fischer M, Pasqualotto A, Laverdiere MM, Arendrup M,
Perlin D, Denning D (2009) Frequency and Evolution of Azole Resistance in Aspergillus fumigatus
Associated with Treatment Failure. Emerging Infectious Diseases. 15:7, pp. 1-9

HSE, Health and Safety Executive. (2008) Statement of evidence: Respiratory hazards of poultry dust. UK,
Executive 03/09, pp. 1 - 14

Huber F, Bignell E (2014) Distribution, expression and expansion of Aspergillus fumigatus LINE-like
retrotransposon populations in clinical and environmental isolates. Fungal Genetics and Biology. 64, pp.
1-9

Huffman J, Gerber R, Du L (2010). Recent advancement in the biosynthetic mechanism for polyketide-
derived mycotoxins. Biopolymers. 93:9, pp. 764-776.

Hussein H, Brace J (2001) Toxicity, metabolism, and impact of mycotoxins on humans and animals.
Toxicology. 167:2, pp. 101-134

Ibrahim-Granet O, Dubourdeau M, Latgé JL, Ave P, Huerre M, Brakhage A, Brock M (2008) Methylcitrate
synthase from Aspergillus fumigatus is essential for manifestation of invasive aspergillosis. Cellular
Microbiology. 10:1, pp. 134-148

Jacob J, Pescatore T, Cantor A (2011) Avian respiratory system. Chapter 3 — Chickem Anatomy and
Physiology. Cooperative Extension Service. University of Kentucky, College of Agriculture.

Jirotkova D, Soch M, Kernerova N, Palka V, Zabransky L, Maresova I (2013) Possibilities of the use of
electrolyzed water in poultry breeding. Acta Universitatis Cibiniensis Series E: Food Technology. 17:2,
pp. 129-136

Johnson E (2008) Issues in antifungal susceptibility testing. Journal of Antimicrobial Chemotherapy. 61:1,
pp. 13-18.

Juvvadi P, Gehrke C, Fortwendel J, Lamoth F, Soderblom E, Cook E, Hast M, Asfaw Y, Moseley M, Creamer
T, Steinbach W (2013) Phosphorylation of Calcineurin at a Novel Serine-Proline Rich Region
Orchestrates Hyphal Growth and Virulence in Aspergillus fumigatus. PLoS Pathogens. 9:8, pp. 1-19.
e1003564

Kappfahl C, Michalka A, Lass-Florl C Fischer G, Haase G, Ruppert T, Geginat G, Hof H (2008) Gliotoxin
production by clinical and environmental Aspergillus fumigatus strains. International Journal of Medical
Microbiology. 14:1, pp. 78-84

Kelkar Y, Ochman H (2011) Causes and Consequences of Genome Expansion in Fungi. Genome Biology
and Evolution. 4:1, pp. 13-23

Khan A, Karuppayil S (2012) Fungal pollution of indoor environments and its management. Saudi Journal
of Biological Sciences. 19:4, pp. 405-426

Khosravinia H, Gharoni M, Darvishnia M (2009) Litter mycology and the impacts of litter type and
preslaughter feed withdrawal on crop bacterial community in broiler chicken. African Journal of
Microbiology Research. 3:10, pp. 844-850

Kidd S, Ling L, Meyer W, Morrissey O, Chen S, Slavin M (2009) Molecular Epidemiology of Invasive
Aspergillosis: Lessons Learned from an Outbreak Investigation in an Australian Hematology Unit.
Infection Control and Hospital Epidemiology. 30:12, pp. 1223-1226.

Kleinkauf N, Verweij P, Arendrup M, Donnelly P, Cuenca-Estrella M, Fraaije B, Melchers W, Adriaenssens
N, Kema G, Ullmann A, Bowyer P, Denning D (2013) Risk assessment on the impact of environmental
usage of triazoles on the development and spread of resistance to medical triazoles in Aspergillus species.
European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC). ECDC TECHNICAL REPORT, pp. 1- 17

Klich M (2009) Health effects of Aspergillus in food and air. Toxicology and Industrial Health. 25:9-10, pp.
657-667

Komillowicz-Kowalska T, Kitowski | (2012) Aspergillus fumigatus and Other Thermophilic Fungi in Nests
of Wetland Birds. Mycopathologia. 175:1-2, pp.43-56

Kousha M, Tadi A, Soubani A (2011) Pulmonary aspergillosis: a clinical review. European Respiratory
Review. 20:121, pp. 156-174

Krijgsheld P, Bleichrodt R, Van Veluw G, Wang F, Miiller W, Dijksterhuis J, Wésten H (2013) Development
in Aspergillus. Studies in Mycology. 74:1, pp. 1-29

80



Referéncias Bibliogréaficas

Krimitzas A, Pyrri I, Kouvelis V, Kapsanaki-Gotsi, Typas M (2013) A Phylogenetic Analysis of Greek
Isolates of Aspergillus Species Based on Morphology and Nuclear and Mitochondrial Gene Sequences.
BioMed Research International. Article ID 260395. 2013, pp. 1-18

Latgé JP (1999) Aspergillus fumigatus and Aspergillosis. Clinical Microbiology Reviews. 12:2, pp. 310-350

Latgé JP (2001) The pathobiology of Aspergillus fumigatus. Trends in Microbiology. 9:8, pp. 382-389

Latgé JP (2007) The cell wall: a carbohydrate armour for the fungal cell. Molecular Microbiology. 66:2, pp.
279-290

Leung M, Diaz-Llano G, Smith T (2006) Mycotoxins in Pet Food: A Review on Worldwide Prevalence and
Preventative Strategies. Journal of Agriculture and Food Chemistry. 54:26, pp. 9623-9635.

Linden J, Camps S, Kampinga G, Arends J, Debts-Ossenkopp Y, Haas P, Rijnders B, Kuijper E, Van Tiel F,
Varga J, Karawajczyk A, Zoll J, Melchers W, Verweij P (2013) Aspergillosis due to VVoriconazole Highly
Resistant Aspergillus fumigatus and Recovery of Genetically Related Resistant Isolates From Domiciles.
Clinical Infectious Diseases. 57:4, pp. 513-520.

Lodish H, Berk A, Zipursky SL, Matsudaira P, Baltimore D, Darnell J (1999) Molecular Cell Biology. New
York. W.H. Freeman and Company. 4th. pp. 373.

Low S, Danneniller K, Yao M, Yamamoto N, Peccia J (2011) The Allergenicity of Aspergillus fumigatus
conidia is influenced by growth temperature. Fungal Biology. 115:7, pp. 1-16

Maertens J (2004) History of the development of azole derivates. Clinical Microbiology and Infection. 10:1,
pp. 1-10

Matias R, Catry P, Costa H, Elias G, Jara J, Moore C, Tomé R (2007) Systematic List of The Birds of
Mainland Portugal. Anuario Ornitoldgico. 5, pp. 74-132

McCormick A, Loeffler J, Ebel F (2010) Aspergillus fumigatus: contours of an opportunistic human
pathogen. Cellular Microbiology. 12:11, pp. 1535-1543

McVey D, Kennedy M, Chengappa M (2013) Veterinary Microbiology. 3 (ed).Wiley-Blackwell

Melo dos Santos V, Dorner J, Carreira F (2002) Isolation and toxigenicity of Aspergillus fumigatus from
moldy silage. Mycopathologia. 156, pp. 133-138

Metzker M (2005) Emerging technologies in DNA sequencing. Genome Research. 15, pp. 1767-1776

Mexis S, Chouliara E, Kontominas M (2012) Self life extension of ground chicken meat using an oxygen
absorber and a citrus extract. LWT - Food Science and Tecnology. 49:1, pp. 21-27

Montenegro G, Puch S, Jewtuchowicz V, Pinoni M, Relloso S, Temporitti E, lovannitti C, Mujica M (2009)
Phenotypic and genotypic characterization of Aspergillus lentulus and Aspergillus fumigatus isolates in a
patient with probable invasive aspergillosis. Journal of Medical Microbiology. 58:3, pp. 391-395

Morio F, Aubin G, Danner-Boucher D, Haloun A, Sacchetto E, Garcia-Hermosos D, Bretagnes S, Miegeville
M, Le Pape P (2012) High prevalence of triazole resistance in Aspergillus fumigatus, especially mediated
by TR/L98H, in a French cohort of patients with cystic fibrosis. Journal of Antimicrobial Chemotherapy.
67:8, pp. 1870-1873.

Mortensen K, Mellado E, Lass-Florl C, Rodriguez-Tudela J, Johansen H, Arendrup M (2010) Environmental
Study of Azole-Resistant Aspergillus fumigatus and Other Aspergilli in Austria, Denmark and Spain.
Antimicrobial Agents nd Chemotherapy. 11:54, pp.4545-4549

Mycobank.org { HYEPRKINK
http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank&MycoBankNr _=211776 } - Acedido 15
de Abril de 2014

Nardoni S, Ceccherelli R, Rossi G, Mancianti F (2006) Aspergillosis in Larus cachinnans micaellis: Survey
of eight cases. Mycopathologia. 161:5, pp. 317-321

Nierman W, Pain A, Anderson M, Wortman J, Kim H, Arroyo J, Berriman M, Abe K, Archer D, Bermejo C,
Bennett J, Bowyer P, Chen D, Collins M, Coulsen R, Davies R, Dyer P, Farman M, Fedorova N,
Feldblyum T, Fischer R, Fosker N, Fraser A, Garcia J, Garcia M, Goble A, Goldman G, Gomi K, Griffith-
Jones S, Gwilliam R, Haas B, Haas H, Harris D, Horiuchi H, Huang J, Humphray S, JiménezJ, Keller N,
Khouri H, Kitamoto K, Kobayashi T, Konzack S, Kulkarni R, Kumagai T, Lafton A, Latgé JP, Li W,
Lord A, Lu C, Majoros W, May G, Miller B, Mohamoud Y, Molina M, Monod M, Mouyana I, Mulligan
S, Murphy L, O'Neill S, Paulsen I, Pefialva M, Pertea M, Price C, Pritchard B, Quail M, Rabbinowitsch
E, Rawlins N, Rajandream MA, Reichard U, Renauld H, Robson G, Cérdoba S, Rodriguez-Pefia J,
Ronning C, Rutter S, Salzberg S, Sanchez M, Sanchez-Ferrero J, Saunders D, Seeger K, Squares R,
Squares S, Takeuchi M, Tekaia F, Turner G, Vazquez de Aldana C, Weidman J, White O, Woodward J,
Yu JH, Fraser C, Galagan J, Asai K, Machida M, Hall N, Barrell B, Denning D (2005) Genomic sequence
of the pathogenic and allergenic filamentous fungus Aspergillus fumigatus. Nature. 438, pp. 22-29

81


http://www.mycobank.org/Biolomics.aspx?Table=Mycobank&MycoBankNr_=211776

Referéncias Bibliogréaficas

O'Donnell K (1992) Ribosomal DNA internal transcribed spacers are highly divergent in the phytopathogenic
ascomycete Fusarium sambucinum (Gibberella pulicaris). Current Genetics. 22:3, pp. 213 — 220

Ok M, Einsele H, Loeffler J (2011) Genetic susceptibility to Aspergillus fumigatus infections. International
Journal of Medical Microbiology. 301:5, pp. 445-452

Olias P, Gruber A, Hafez H, Lierz M, Slesiona S, Brock M, Jacobsen D (2011) Molecular epidemiology and
virulence assessment of Aspergillus fumigatus isolates from white stork chicks and their environment.
Veterinary Microbiology. 148:2-4, pp. 348-355

Ostrosky-Zeichner L, Casadevall A, Galgiani J, Odds F, Rex J (2010) An insight into the antifungal pipeline:
selected new molecules and beyond. Nature Reviews Drug Discovery. 9, pp. 719-727

Pagano L, Caira L, Picardi M, Candoni A, Melillo L, Fianchi L, Offidani M, Nosari, A (2007) Invasive
Aspergillosis in Patients with Acute Leukemia: Update on Morbidity and Mortality—SEIFEM-C Report.
Clinical Infectious Diseases. 44:11, pp. 1524-1525

Park S, Mehrad B (2009) Innate Immunity to Aspergillus Species. Clinical Microbiology Reviews. 22:4, pp.
535-551

Pascual A, Calandra T, Bolay S, Buclin T, Bille J, Marchett O (2008) Voriconazole therapeutic drug
monitoring in patients with invasive mycoses improves efficacy and safety outcomes. Clinical Infectious
Diseases. 46:2, pp. 201 -11

Pasqualotto A (2010) Aspergillosis: From Diagnosis to Prevention. Springer. pp. 1- 1027. ISBN 978-90-481-
2408-4

Paterson R (2006) Fungi and fungal toxins as weapons. Mycological Research. 110:9, pp. 1003-1010

Pattron D (2006) Aspergillus, Health Implication & Recommendations for Public Health Food Safety.
Internet Journal of Food Safety. 8, pp. 19-23

Pena G, Pereyra C, Armandol M, Chiacchiera S, Magnoli C, Orlando J, Dalcero A, Rosa C, Cavaglieri L
(2010) Aspergillus fumigatus toxicity and gliotoxin levels in feedstuff for domestic animals and pets in
Argentina. Letters in Applied Microbiology. 50:1, pp. 77-81

Perdelli F, Cristina M, Sartini M, Sapgnolo A, Dallera M, Ottria G, Lombardi R, Grimaldi M, Orlando P
(2006) Fungal Contamination in Hospital Environments. Infection Control and Hospital
Epidemiology. 27:1, pp. 44-7

Perfect J, Cox G, Lee J, Kauffman C, Repentigny, L, Chapman S, Morrison V, Pappas P, Hiemenz J, Stevens
D (2001) The impact of culture isolation of Aspergillus species: a hospital-based survey of aspergillosis.
Clinical Infectious Diseases. 33:11, pp. 1824-33

Perkhofer S, Lass-FIorl C, Hell M, Russ G, Krause R, Honigl M, Geltner C, Auberger J, Gastl G, Mitterbauer
M, Willinger B, Knébi P, Resch G, Waldner R, Makrai A, Hartmann G, Girschikofsky M, Greil R (2010)
The Nationwide Austrian Aspergillus Registry: a prospective data collection on epidemiology, therapy
and outcome of invasive mould infections in immunocompromised and/or immunosuppressed patients.
International Journal of Antimicrobial Agents. 36:6, pp. 531-536.

Perrone G, Susca A, Cozzi G, Ehrlich K, Varga J, Frisvad J, Meijer M, Noonim P, Mahakarnchanakul W,
Samson R (2007) Biodiversity of Aspergillus species in some important agricultural products. Studies in
Mycology. 6:59, pp. 53-66.

Perrott J, Armstrong D (2011) Aspergillus fumigatus Densities in Relation to Forest Succession and Edge
Effects: Implications for Wildlife Health in Modified Environments. EcoHealth. 8:3, pp. 290-300

Pfaller J, Messer S, Hollis R, Diekema R, Pfaller M (2003) In Vitro Susceptibility Testing of Aspergillus
spp.. Comparison of Etest and Reference Microdilution Methods for Determining Voriconazole and
Itraconazole MICs. Journal of Clinical Microbiology. 41:3, pp. 1126-1129

Pfaller M (2012) Antifungal Drug Resistance: Mechanisms, Epidemiology, and Consequences for Treatment.
The American Journal of Medicine. 125:1, pp. S3-S13.

Pfaller M, Diekema D, Ghannoum M, Rex J, Alexander B, Andes D, Brown S, Chaturvedi V, Espinel-Ingroff
A, Fowler C, Johnson E, Knapp C, Motyl M, Ostrosky-Zeichner L, Sheehan D, Walsh T (2009) Wild-
type MIC distribution and epidemiological cutoff values for Aspergillus fumigatus and three triazoles as
determined by the Clinical and Laboratory Standards Institute broth microdilution methods. Journal
Clinical Microbiology. 55:6, pp. 2855-2859.

Phalen D (2006) Preventive and Screening Medicine. Clinical Avian Medicine. 21. pp. 573-585..

Piggot A, Klaus J, Johnson S, Phillips M, Solo-Gabrielo H (2012) Relationship between enterococcal levels
and sediment biofilms at recreational beaches in South Florida. Applied and Environmental Microbiology.
78:17, pp. 5973-5982

82



Referéncias Bibliogréaficas

Prester L, Macan J, Matkovic K, Vucemilo M (2010) Determination of Aspergillus fumigatus Allergen 1 in
Poultry Farms using the Enzyme Immunoassay. Archives of Industrial Hygiene and Toxicology. 61:2, pp.
167-173

Pringle A, Baker D, Platt J, Wares J, Latgé JP, Taylor J (2005) Cryptic Speciation in the cosmopolitan and
clonal human pathogenic fungus Aspergillus fumigatus. Evolution. 59:9, pp. 1886-1899

Protocolo Extragdo de DNA {“ HYPERLINKhttp://www.bioneer.co.kr/products/DNARNAPrep/GMO-
GenomicDNAExtraction-technical.aspx”} — Acedido a 7 de Dezembro de 2013.

Priiss-Ustiin A, Corvalan C (2006) Preventing disease through Healthy Environments. Towards an estimate
of the environmental burden of disease.World Health Organization, WHO. ISBN 92 4 159382 2

Ravindran V. (2014) Poultry feed availability and nutrition in developing countries. Food and Agriculture
Organization of the United Nations, FAO. Poultry development review

Reddy K, Salleh B, Saad B, Abbas H, Abel C, Shier W (2010) An overview of mycotoxin contamination in
foods and its implications for human health. Toxin Reviews. 29:1, pp. 3-26

Reiss E, Shadomy H, Lyon G (2012) Fundamental Medical Mycology. Wiley-Blackwell. pp. 656

Rex J, Pfaller M, Walsh T, Chaturvedi V, Espinel-Ingroff A, Ghannoum M, Gosey L, Odds F, Rinaldi M,
Sheehan D, Warnock, D (2001) Antifungal Susceptibility Testing: Practical Aspects and Current
Challenges. Clinical Microbiology Reviews. 4:14, pp. 643-658

Reza K, Nasrin A, Mahmoud S (2013) Clinical and pathological findings of concurrent poxvirus lesions and
aspergillosis infection in canaries. Asian Pacific Journal of Trpical Biomedicine. 3:3, pp. 182-185

Rochette F, Engelen M, Vanden Bossche H (2003) Antifungal agents of use in animal health — practical
applications. Journal Veterinary Pharmacology Therapeutics. 26:1, 31-53

Rodland E, Ueland T, Pedersen T, Halvorsen B, Muller F, Aukrust P, Froland S (2010) Activation of Platelets
by Aspergillus fumigatus and Potential Role of Platelets in the Immunopathogenesis of Aspergillosis.
Infection and Immunity. 78:3, pp.1269-1275

Rodriguez-Tudela J, Arendrup M, Arikan S, Barchiesi F, Bille J, Chryssanthou E, Cuenca-Estrella M,
Dannaoui E, Denning D, Donnelly J, Fegeler W, Lass-Florl C, Moore C, Richardson M, Gaustad P,
Schmalreck A, Velegraki A, Verweij P (2008) EUCAST DEFINITIVE DOCUMENT E.DEF 9.1: Method
for the determination of broth dilution minimum inhibitory concentrations of antifungal agents for conidia
forming moulds. Antifungal MIC method for conidia forming moulds. Subcommittee on Antifungal
Susceptibility Testing (AFST) of the ESCMID. European Committee for Antimicrobial Susceptibility
Testing (EUCAST). pp. 1-13

Rutala W, Weber D (2004) Disinfection and Sterilization in Health Care Facilities: What Clinicians Need to
Know. Clinical Infectious Diseases. 39:5, pp. 702-709

Rutala W, Weber D, The Healthcare Infection Control Practices Advisory Committee (HICPAC) (2008)
Guideline for Disinfection and Sterilization in Healthcare Facilities. Healthcare Infection Control
Practices Advisory Committee (HICPAC).

Sabino R, Rodrgues R, Costa I, Carneiro C, Cunha M, Duarte A, Faria N, Ferreira F, Gargaté M, Jualio C,
Martins M, Nevers M, Oleastro M, Solo-Gabriele H, Verissimo C, Viegas C, Whitman R, Brandao J
(2014a) Routine screening of harmful microorganisms in beach sands: Implications to public health.
Science of the Total Environment. 472, pp. 1062-1069

Sabino R, Verissimo C, Parada H, Branddo J, Viegas C, Carolino E, Clemons K, Stevens D (2014b)
Molecular screening of 246 Portuguese Aspergillus isolates among different clinical and environmental
sources. Medical Mycology (accepted) . doi: 10.1093/mmy/myu006.

Saiki RK, Gelfand DH, Stoffel S, Scharf SJ, Higuchi R, Horn GT, Mullis KB, Erlich HA (1988) Primer-
directed enzymatic amplification of DNA with a thermostable DNA polymerase. Science. 239:4839, pp.
487-491

Samson A, Hoeksha E, Frisvad J, Filtenborg O (2000) Introduction to Food and Airborne Fungi. CBS.

Samson R, Hong S, Peterson S, Frisvad J, Varga J (2007) Polyphasic taxonomy of Aspergillus section
Fumigati and its teleomorph Neosartorya. Studies in Mycology. 59, pp. 147-203

Samson R, Varga J (2009) What is a species in Aspergillus? Medical Mycology. 47:1, pp. 13-20

Schmidt A (1998) Georg Fresenius and the species Aspergillus fumigatus. Mycoses. 41:2, pp.89-91

Secuenciacion automatica de ADN basada en técnica de Sanger { “HYPERLINK -
http://www.youtube.com/watch?v=ujhxO6dPsX0”}- Acedido a 16 de Julho de 2014

Sehgal R (2010) Deforestation and avian infectious diseases. The Journal of Experimental Biology. 213:6,
pp. 955-950

Serrano R, Gusméo L, Amorim A, Aradjo R (2011) Rapid identification of Aspergillus fumigatus within the
section Fumigati. BMC Microbiology.11:82. pp. 1- 7.

83


http://www.bioneer.co.kr/products/DNARNAPrep/GMO-GenomicDNAExtraction-technical.aspx
http://www.bioneer.co.kr/products/DNARNAPrep/GMO-GenomicDNAExtraction-technical.aspx

Referéncias Bibliogréaficas

Shah A, Abdelzaher A, Phillips M, Hernandez R, Solo-Gabriele H, Kish J, Scorzetti G, Fell J, Diaz M, Scott
T, Lukasik J, Harwood V, McQuaig S, Sinigalliano C, Gidley L, Wanless D, Ager A, Lui J, Stewart R,
Plano L, Fleming L (2011) Indicator microbes correlate with pathogenic bacteria, yeasts and helminthes
in sand at a subtropical recreational beach site. Journal of Applied Microbiology. 110:6, pp. 1571-1583

Sharma K (2012) Prevalence of Aspergillus in the phyllosphere of Ocimum sanctum. Journal of Phytology.
4:3, pp. 14-15

Sheehan D, Hitchcock C, Sibley C (1999) Current and Emerging Azole Antifungal Agents. Clinical
Microbiology Reviews. 12:1, pp. 40-79

Siegel J, Rhinehart E, Jackson M, Chiarello L, the Healthcare Infection Control Practices Advisory
Committee (2007) Guideline for Isolation Precautions: Preventing Transmission of Infectious Agents in
Healthcare Settings. http://www.cdc.gov/ncidod/dhgp/pdf/isolation2007.pdf

Snelders E (2012) Azole resistance in Aspergillus fumigatus: collateral damage of fungicide use. Dissertation,
Radboud Universiteit Nijmegen.

Snelders E, Camps S, Karawajczyk A, Schaftenaar G, Kema G, Van der Lee H, Klaassen C, Melchers W,
Verweij P (2012) Triazole Fungicides Can Induce Cross- Resistance to Medical Triazoles in Aspergillus
fumigatus. PloS ONE. 7:3, pp. 1-11

Snelders E, Van der Lee H, Kuijpers J, Rijs A, Varga J, Samson R, Mellado E, Donders A, Melchers W,
Verweij P (2008) Emergence of azole resistance in Aspergillus fumigatus and spread of a single resistance
mechanism. PLoS Med. 5:11, pp. 1-9. €219

Sobel J, The Mycoses Study Group (2000) Practice Guidelines for the Treatment of Fungal Infections.
Clinical Infectious Diseases. Guidelines form the Infectious Diseases Society of America. 30:4, pp.652

Sonaiya E, Swan S (2004) Small - Scale Poultry Production. Technical guide. FAO Animal Production and
Health. pp. 1-109

Spacer Regions 1 and 2. Journal of Clinical Microbiology. 38:4, pp. 1510-1515

Stevens D, Schwartz M, Lee J, Moskovitz B, Jerome D, Catanzaro A, Bamberger D, Weinmann A, Tuazon
C, Judson M, Platts-Mills T, Grossman J, Slavin R, Reuman P, DeGraff A (2000) A Randomized Trial of
Itraconazole in Allergic Bronchopulmonary Aspergillosis. The New England Journal of Medicine.
342:11, pp. 756-762.

Suleiman M, Duncan N, Eloff J, Naidoo V (2012) A controlled study to determine the efficacy of Loxostylis
alata (Anacardiaceae) in the treatment of Aspergillus in a chicken (Gallus domesticus) model in
comparison to ketoconazole. BMC Veterinary Research. 8:210, pp.1 -10

Sydnor E, Perl T (2011) Hospital Epidemiology and Infection Control in Acute-Care Settings. Clinical
Micobiology Reviews. 24:1, pp. 141-173

Tauxe R (2001) Food Safety and Irradiation: Protecting the Public from Foodborne Infections. Conference
Presentations. Emerging Infectious Diseases, 7:3, pp. 516-521.

Taylor J (2011) One Fungus = One Name: DNA and fungal nomenclature twenty years after PCR. IMA
Fungus. 2:2, pp. 113-120.

The poultry site { HYPERLINK http://www.thepoultrysite.com/articles/1048/what-measures-can-be-taken-
to-keep-the-hatchery-free-of-the-fungus-aspergillus}- Acedido a 22 de Maio de 2014

Thierry S, Durand B, Melloul E, Tafani JP, Wang D, Deville M, Cordonnier N, Chermette R, Guillot J, Arné
P (2013) Assessment of Aspergillus fumigatus pathogenicity in aerosol- challenged chickens (Gallus
gallus) belonging to two lineages. Comparative Immunology, Microbiology and Infectious Diseases. 36:4,
pp. 379-385

Thierry S, Wang D, Arné P, Deville M, De Bruin B, Nieguitsila A, Pourcel C, Laroucau K, Chermette R,
Huang W, Botterel F, Guillot J (2010) Multiple-locus variable-number tandem repeat analysis for
molecular typing of Aspergillus fumigatus. BMC Microbiology. 10:315, pp. 1-8

Tomee J, Kauffman H (2000) Putative virulence factors of Aspergillus fumigatus. Clinical & Experimental
Allergy. 30:4, pp. 476-484

Van der Linden J, Camps S, Kampinga G, Arends J, Debets-Ossenkopp Y, Haas P, Rijnders B, Kujiper E,
Van Tiel F, Varga J, Karawajczyk A, Zoll J, Melchers W, Verweij P (2013) Aspergillosis due to
Voriconazole Highly Resistant Aspergillus fumigatus and Recovery of Genetically Related Resistant
Isolates From Domiciles. Clinical Infectious Diseases. 57:4, pp. 513-20.

Van der Linden J, Snelders E, Kampinga G, Rijnders B, Mattsson E, Debets-Ossnkopp Y, Kuijper E, Van
Tiel F, Melchers W, Verweij P (2011a) Clinical Implications of Azole Resistance in Aspergillus
fumigatus, the Netherlands, 2007—-2009. Emerging Infectious Diseases. 17:10, pp. 1846-1854

Van der Linden J, Warris A, Verweij P (2011b) Aspergillus species intrinsically resistant to antifungal agents.
Medical Mycology. 49:1, pp. 82-89

84


http://www.thepoultrysite.com/articles/1048/what-measures-can-be-taken-to-keep-the-hatchery-free-of-the-fungus-aspergillus%7d-
http://www.thepoultrysite.com/articles/1048/what-measures-can-be-taken-to-keep-the-hatchery-free-of-the-fungus-aspergillus%7d-

Referéncias Bibliogréaficas

Van Waeyenberghe L, Pasmans F, D’Herde K, Ducatelle R, Favoreel H, Li SJ, Haesebrouck F, Martel A.
(2012) Germination of Aspergillus fumigatus inside avian respiratory macrophages is associated with
cytotoxicity. Veterinary Research. 43:32, pp. 1-5

Varga J, Toth B (2003) Genetic variability and reproductive mode of Aspergillus fumigatus. Infection,
Genetics and Evolution. 3:1, pp. 3-17

Verweij P, Howard S, Melchers W, Denning D (2009a) Azole-resistance in Aspergillus: proposed
nomenclature and breakpoints. Drug Resistance Updates. 12:6, pp. 141-7

Verweij P, Snelders E, Kema G, Mellado E, Melchers W (2009b) Azole resistance in Aspergillus fumigatus:
a side-eff ect of environmental fungicide use? The Lancet Infectious Diseases. 9, pp. 789-95

Verweij P, Varga J, Houbraken J, Rijs A, VerduynLunel F, Blijlevens N, Shea Y, Holland S, Warris A,
Melchers W, Samson R (2008) Emericella quandrilineata as cause of Invasive Aspergillosis. Emerging
Infectious Diseases. 14:4, pp. 566-572

Viegas C, Carolino E, Malta-Vacas J, Sabino R, Viegas S, Verissimo C (2012) Fungal Contamination of
Poultry Litter: A Public Health Problem. Journal of Toxicology and Environmental Health, Part A. 5:22-
23, pp. 1341-1350

Viegas C, Malta-Vacas J, Sabino R, Viegas S, Verissimo C (2014) Acessing indoor fungal contamination
using coventional and molecular methods in Portuguese poultries. Environmental Monitoring and
Assessment. 186:3, pp. 1951-1959

Viegas S, Veiga L, Figueredo P, Almeida A, Carolino E, Sabino R, Verissimo C, Viegas C (2013)
Occupational exposure to aflatoxin Bi: the case of poultry and swine production. World Mycotoxin
Journal. 6:3. pp, 309-315

Walsh T, Anaissie E, Denning D, Herbrecht R, Kontoyiannis D, Marr K, Morrison V, Segal B, Steinbach,
W.; Stevens, D.; Burrik, J.A.; Wingard, J.; Patterson, T. (2008) Treatment of Aspergillosis: Clinical
Practice Guidelines of the Infectious Diseases Society of America. Clinical Infectious Diseases. 46:3, pp.
327-60

Wang Y, Chai T, Lu G, Quan C, Duan H, Yao M, Zucker BA, Schlenker G (2008) Simultaneous detection
of airborne Aflatoxin, Ochratoxin and Zearalenone in a poultry house by immunoaffinity clean-up and
high-performance liquid chromatography. Environmental Research. 107:2, pp. 139-144

Waterman M, Lepesheva G (2005) Sterol 14a-demethylase, an abundant and essential mixed-function
oxidase. Review. Biochemical and Biophysical Research Communications. 338:1, pp. 418-422.

WHO, World Health Organization. (1997) High-dose irradiation: wholesomeness of food irradiated with
doses above 10 KGy, a joint FAO/IAEA/WHO study group. Food safety. 890, pp. 15-20

Williams C (2009) Poultry waste management in developing countries. Poultry Development Review. pp.1-
4

Zafra R, Perez J, Perez-Ecija RA, Borge C, Bustamante R, Carbonero A, Tarradas C (2008) Concurrent
Aspergillosis and Ascites with high mortality in a farm of growing broiler chickens. American Association
of Avian Pathologists. 52:4, pp. 711-713

Zain M (2011) Impact of mycotoxins on humans and animals. Journal Saudi Chemical Society. 15:2, pp.
129-144

Zhang N, O’Donnell K, Sutton D, Nalim F, Summerbell R, Padhye A, Geiser D (2006) Members of the
Fusarium solani Species Complex That Cause Infections in Both Humans and Plants Are Common in the
Environment. Journal of Clinical Microbiology. 6:44, pp. 2186-2190

Zmeili O, Soubani A (2007) Pulmonary aspergillosis: a clinical update. QIJM: An International Journal of

Medicine. 100:6, pp. 317-334

85


http://www.sciencedirect.com/science/journal/0006291X

86



VI1Il. ANEXO

Material e Métodos
e PBST - Phosphate Buffered Saline with Tween (Denning et al., 1992)

Para a preparacdo de 800 puL de PBST adiciona-se num frasco schoot 200 mL de PBS (pH 7,5) e
800 pL de Tween 80, que segue para auto-clave.

Meio tampdo que garante a conservacdo da vabilidade de estirpes de Aspergillus fumigatus
conservadas a -70°C.

o Reconstituicao da Liticase por Protocolo PFGE (Pulsed-field Gel Electrophoresis)

A liticase liofilizada obtida de Arthrobacter luteus (250.000; Sigma - Albrich) adiciona-se 2,5
mL de glicerol (87% p/p) e 2,5 mL de NaH.PO., Tampdo Fosfato [20 mM], pH 8. De seguida
emerge-se a preparagdo num banho a 37°C, durante 30 minutos.

Apos ter terminado, realiza-se aliquotas. Dos aproximadamente 5 mL do preparado retira-se
0,25 mL e perfaz-se com &gua ultra pura até aos 2,5 mL. Terminando isto, distribui-se por
eppendorfs.

e Preparacdo de aliquotas de Reagentes (exemplo: primers)

Num eppendorf adiciona-se 20 pL do Produto aliquotar (primer com a sua concentragéo normal)

com 180 uL de agua ultra pura.
llustracéo da Metodologia

Processo de Extracdo do ADN - http://www.bioneer.co.kr/productss DNARNAPrep/GMO-

GenomicDNAEXxtraction-technical.aspx
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€5pOfO0s SuSpensos P K rec Tsosnconanol  Removal Bufker (tepetiz duas vezes 10tagdo para remover Elution extraido
ol R o ) excessosde WashBuffer Buffer
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Esquema representativo do procedimento experimental utilizado no estudo das estirpes de Aspergillus fumigatus e no estudo da Suscetibilidade das mesmas

Isolamento dos Discos em placas de Petri de Malte com Cloranfenicol na
Céamara de Fluxo Laminar #1

<L
Analise Macro e Microscopica dos Aspergillus
Ll <L
- EEEEEEEEEEEEmEmEm_-—_—- N T EEEEEEEEEEEmEEmEmE—_-_——
I{ Suspensao dos esporos em PBST : .' Suspensdo dos esporos em PBST
i com Glicerol e conservagdodo 1| com Glicerol e conservagéo dos
| mesmo a 4°C L mesmos a -70°C
\ I o _____._
L uys

Extracdo de DNA Colegdo de culturas

L1 <L

PCR (Amplificacdo do DNA)

Teste de Suscetibilidade a
antifingicos

L1l

Electroforese em Gel de
Agarose

NEE

Purificagdo dos Produtos de PCR

L1

Sequenciacao e Sequenciacao por
método de Método de Sanger

Anexo

Reisolamento das estirpes A. fumigatus em
Malte com Cloranfenicol

Culturas em fase |
de esporulagdo 1
)

Jungdo com
dgua destilada

Solidificagdo do meio agar- |
RPMI com ITC em placas de |

— e o —————

’ 1
: Autoclavagem do meio I
| Adar RPMI 1640 |

Formulagdo e Preparagdo do
meio liquido RPMI 1640

-~

Inoculacao e Incubacdo das
estirpes A. fumigatus no
meio agar- RPMI com ITC
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