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RESUMO

Aspergillus spp. sao fungos oportunistas responsaveis por infecgcoes sistémicas e
altas taxas de mortalidade em pacientes imunocomprometidos. Voriconazol € a
primeira escolha terapéutica e o surgimento de isolados de A. fumigatus resistentes
aos azois esta sendo investigado em varios paises ao redor do mundo. Estes isolados
apresentam mutagdes no gene cyp51A que codifica a enzima 14a-demetilase um dos
alvos de agao dos azdis. Estas mutagdes podem surgir durante o tratamento ou devido
a exposicao ambiental a fungicidas e herbicidas analogos aos azbis. No Hospital de
Clinicas da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP), muitos pacientes de alto
risco sao suscetiveis a esses patdgenos oportunistas (receptores de transplante de
medula 6ssea, pacientes com fibrose cistica e outros pacientes imunocomprometidos)
situagdes que fazem a vigilancia da resisténcia extremamente necessaria. Assim, este
estudo teve como objetivos avaliar a ocorréncia de A. fumigatus e o perfil de
suscetibilidade aos antifungicos de isolados clinicos sequenciais de pacientes tratados
neste hospital, bem como a presenca de mutacdes no gene cyp51A em isolados
resistentes e seus respectivos isolados sequenciais. Foram avaliados 202 isolados de
A. fumigatus provenientes de 44 pacientes. Para identificacdo das espécies foi
utilizado o sequenciamento do gene da Btubulina 2A/B. Foi realizado um teste de
triagem de resisténcia frente aos antifungicos itraconazol, voriconazol e posaconazol,
por meio de um método de diluicdo em agar. Os microrganismos considerados
resistentes neste teste e uma porcentagem dos isolados suscetiveis foram submetidos
a determinacao da concentracao inibitéria minima (CIM), de acordo com o documento
M38-A2 do CLSI. Todos os 202 isolados foram confirmados como sendo pertencentes
ao grupo Aspergillus secdo Fumigati. A taxa de resultados falsos-suscetiveis foi de
0%, mostrando-se este um método confiavel. Dos 5 isolados resistentes no teste de
triagem somente 3 isolados demonstraram resisténcia no teste de Microdiluigdo, com
valores de CIM 2128ug/mL para ITC e 1ug/L para PSC para o isolado LIF 2444, CIM:
8ug/mL para ITC para o isolado LIF 2328 e por fim, o isolado LIF 2552 com CIM:
32ug/mL para VRC, resultando em uma taxa de falsos-resistentes de 0.99%. Isolados
com valores de CIM considerados resistentes a um ou mais dos azois avaliados, foram
submetidos a pesquisa de mutacdes no gene da cyp51A. Na busca de mutagdes no
gene cyp51A ndo foram encontradas mutagdées nos isolados resistentes e seus
respetivos isolados sequenciais. A auséncia de mutagdes no gene da cyp51A nos
isolados considerados resistentes sugere que outros mecanismos de resisténcia
podem estar envolvidos. A identificacdo precisa e confiavel das espécies é de grande
importancia para o tratamento apropriado das infeccées, manejo dos pacientes e
desenvolvimento de politicas de controle de infecgdes hospitalares. Além disso, 0
monitoramento do possivel surgimento de isolados resistentes é de extrema
importancia devido as altas taxas de mortalidade que podem alcancar 90%. A partir
de um melhor conhecimento desses agentes patogénicos, novas técnicas
diagnésticas e terapéuticas para utilizacao local poderao ser aplicadas no atendimento
ao paciente com aspergilose.

Palavras chave: Aspergillus fumigatus e azdis.



ABSTRACT

Aspergillus spp. are opportunistic fungi involved in systemic infections with high
mortality rates in immunocompromised patients. Voriconazole is the first therapeutic
choice and the emergence of azole resistant isolates of A. fumigatus is being
investigated in several countries around the world. These isolates show mutations in
the cyp51Agene encoding the 14a-demethylase enzyme, one of the azole targets.
These mutations may arise during treatment or due to environmental exposure to
fungicides and herbicides analogous to azoles. At the Clinical Hospital of the State
University of Campinas (UNICAMP), many high-risk patients are susceptible to these
opportunistic pathogens (bone marrow transplant recipients, patients with cystic
fibrosis and other immunocompromised patients) situations that make resistance
surveillance extremely necessary. The aim of this study was to evaluate the occurrence
of A. fumigatus and the antifungal susceptibility profile of sequential clinical isolates
from patients treated in this hospital, as well as the presence of mutations in the
cyp51A gene in resistant isolates and their respective sequential isolates. A total of
202 A. fumigatus isolates from 44 patients were evaluated. Sequencing of the -tubulin
2A/B gene was used to identify species. A resistance screening test against the
antifungals itraconazole, voriconazole and posaconazole was performed by an agar
dilution method. The microorganisms considered resistant in this test and a percentage
of the susceptible isolates were submitted to the determination of the minimum
inhibitory concentration (MIC), according to the document M38-A2 from CLSI All 202
isolates were confirmed to be belonging to the Aspergillus section Fumigati section.
The rate of false-susceptible results was 0%, which proved to be a reliable method.
Among the 5 resistant isolates in the screening test only 3 isolates demonstrated
resistance in the Microdilution test, with MIC values =2128ug/mL for ITC and 1ug/L for
PSC for isolate LIF2444, MIC: 8ug/mL for ITC for isolate LIF2328 and, finally, the LIF
2552 isolate with MIC: 32pug/mL for VRC, resulting in a false-resistant rate of 0.99%.
Isolates with MIC values considered resistant to one or more of the evaluated azoles
were submitted to mutation search in the cyp51A gene. In the search for mutations in
the cyp51A gene, no mutations were found in the resistant isolates and their respective
sequential isolates. The absence of mutations in the cyp51A gene in isolates
considered resistant suggests that other resistance mechanisms may be involved. The
accurate and reliable identification of the species is of great importance for the
appropriate treatment of infections, patient management and development of hospital
infection control policies. In addition, the monitoring of the possible emergence of
resistant isolates is of extreme importance due to the high mortality rates that can reach
90%. From a better knowledge of these pathogens, new diagnostic and therapeutic
techniques for local use can be applied in the care of patients with aspergillosis.

Key words: Aspergillus fumigatus and azoles.
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1. INTRODUCAO

As Infecgbes fungicas invasivas (lIFls) podem afetar hospedeiros
imunocompetentes e imunocomprometidos, sendo estes ultimos mais frequentemente
afetados por agentes oportunistas. Essas sao de dificil manejo, exigem altas doses
de antifungicos e tratamentos de longa duragdo. Em hospedeiros
imunocomprometidos, as IFls sdo frequentemente fatais, tendo como agentes
etiolégicos envolvidos leveduras, fungos filamentosos e fungos dimorficos (1).

1.1. Aspergillus spp.

Espécies do género Aspergillus tém emergido como importantes agentes
causais de infeccbes, que podem se apresentar como aspergilomas, reacdes
alérgicas e infeccdes invasivas agudas ou crbnicas (2). Esses fungos filamentosos
podem causar infec¢des fatais em pacientes imunocomprometidos, particularmente
pacientes neutropénicos, com doencas hematolégicas malignas, submetidos a
transplante halogénico de células-tronco hematopoiéticas (TCTH) e a transplantes de
orgaos solidos, pacientes em tratamento em unidades de terapia intensiva e os
infectados pelo virus da imunodeficiéncia humana (HIV) com a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) em estadgio avancado (3, 4). A alta taxa de
mortalidade pode ser reduzida com diagndstico precoce e tratamento adequado. Sem
o diagnéstico acurado, pacientes sdo muitas vezes submetidos a tratamentos
empiricos que podem ndo ser efetivos e causar diversos efeitos colaterais (5, 6).

O género Aspergillus engloba fungos filamentosos que estdo entre os mais
abundantes no mundo. O sucesso de adaptacdo das espécies do género Aspergillus
€ explicado pelo fato de estes ndo serem seletivos no que diz respeito as suas
condicbes de crescimento, uma vez que degradam uma ampla variedade de
moléculas organicas e crescem em ampla faixa de temperatura. Além disso, espécies
de Aspergillus produzem um elevado numero de conidios que sdo dispersos no ar e
podem percorrer longas distancias (7).

Aspergillus sao patégenos oportunistas ubiquitarios, cosmopolitamente
distribuidos e sao responsaveis por altas taxas de mortalidade (8).

Embora mais de 20 espécies de Aspergillus ja tenham sido descritas como
possiveis agentes causais de infeccdo em seres humanos, a principal espécie é
Aspergillus fumigatus (9). A identificacdo correta e confiavel das espécies é de
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extrema importancia para o tratamento e manejo de cada paciente e para o
desenvolvimento de politicas de controle de infecgdo. Espécies de Aspergillus
apresentam variagdo na suscetibilidade inata frente aos agentes antifungicos,
tornando a identificacdo de espécies fundamental na escolha da terapéutica
antifangica apropriada (10).

Historicamente, o género Aspergillus é classificado em oito subgéneros,
subdivididos em varios complexos de espécies que, por sua vez, incluem muitas
espécies. Para a identificagcdo dos isolados até espécie-complexo, micologistas tém
confiado em observacdo das caracteristicas macroscépicas e microscopicas. No
entanto, atualmente, a posi¢éo precisa de uma espécie dentro de um complexo de
espécies requer técnicas de biologia molecular, como sequenciamento de DNA (11).

Com a introducao da identificagdo molecular, pode-se perceber que varios
fungos identificados morfologicamente como A. fumigatus, estdo agora sendo
classificados como subespécies, assim, sendo possivel fazer a diferenciacdo entre
eles. Esses fungos macroscopicamente idénticos ao A. fumigatus estao dentro da
secao Fumigati que compreende as seguintes subespécies, sendo a forma anamorfa:
A. brevipes, A. duricaulis, A. fumigatus, A. fumigatiaffinis, A. lentulus, A.
novofumigatus, A. unilateralis, A. viridinutans, A. felis e A. franktonensis; e a forma
teleomorfa: Neorsartorya aurata, N. aureola, N. coreana, N. fennelliae, N. fischeri, N.
glabra, N. lacinosa, N. spinosa, N. quadricincta, N. stramenia, N. spathulata, N.
hiratsukae, N. pseudofischeri, N. tetenoi, N. mulplicata, N. udagawae e N.
sublevispora. (12, 13). Estes ndo possuem o mesmo perfil de suscetibilidade frente
aos antifungicos atualmente utilizados, itraconazol (ITC), voriconazol (VRC) e
posaconazol (PSC). Desta forma, a discriminacdo entre as espécies € muito
importante (14).

1.2. Epidemiologia

As espécies de Aspergillus sao frequentemente encontradas em ambientes
umidos e também tem predilecdo por solos férteis em que haja matéria em
decomposicao. Suas formas infectantes sao os conidios veiculados pelo ar. Nao
héa predilecdo por zonas climaticas, sexo, idade e etnia, sendo uma doenga de
ocorréncia universal (15).

A exposigcao ao patdgeno também pode ocorrer apds 0 consumo ou inalagao
de produtos contaminados com esporos do fungo. A aspergilose cutanea primaria foi
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relatada em pacientes com violacdo na barreira protetora da pele, como em vitimas
de queimaduras e locais proximos de vasos sanguineos em neonatos. A
contaminacdao de agua também tem sido considerada uma fonte de aspergilose
nosocomial e outras infecgdes por esse patdogeno (16).

Como existem numerosas fontes de fungos no ambiente, devem ser feitos
esforgcos razoaveis para diminuir a exposicao aos esporos fungicos em pacientes
imunocomprometidos. Foram publicadas diretrizes detalhadas sobre o modelo e
ventilacdo do quarto hospitalar para reduzir a exposicao ao mofo entre os receptores
de medula. E recomendado um “ambiente protegido”’, que inclui filtragem de ar
particulado de alta eficiéncia (HEPA) (e/ ou fluxo de ar laminar), manutengéo de sala
de pressao positiva e um numero minimo de trocas de ar por hora. Para outros grupos
em risco, como os receptores de Orgaos sélidos e os pacientes queimados, é
recomendado que sejam colocados em salas filiradas por HEPA. Essas diretrizes

podem ser aplicadas a outros pacientes imunocomprometidos (17).

1.3. Aspergilose: formas clinicas

A infeccao por espécies de Aspergillus, ocorre por meio da inalagcao dos
conidios presentes no ar. Estes podem penetrar nos alvéolos e se nédo forem
removidos pelo organismo, podem germinar e proliferar. Sendo as principais
sindromes relacionadas a aspergilose: aspergilose invasiva, formas pulmonares e
extrapulmonares. No que se refere as formas pulmonares ha o aspergiloma, a doenga
brénquica superficial, a alveolite alérgica extrinseca e a doenga broncopulmonar
alérgica. Entre as manifestacoes extrapulmonares pode-se observar a sinusite, a otite,
a endoftalmite e a endocardite em valva protética (18).

Em individuos com algum comprometimento no sistema imunol6gico, como por
exemplo, pacientes portadores do virus da imunodeficiéncia humana (HIV), pacientes
submetidos a transplante de medula 6ssea, pacientes com céancer e com alguma
doenca pulmonar obstrutiva, esses microrganismos podem causar aspergilose
invasiva (Al) (19). A Al é predominantemente uma doenga do trato respiratorio,
envolvendo o parénquima pulmonar, porém também pode envolver pleura, traqueia e
brénquios. A partir desses locais, pode haver disseminagao para outros érgaos como
cérebro, figado, rins, intestino e pele. Sinusites e otites também sao importantes
possiveis apresentacdes da infecgdo por Aspergillus (20, 21).
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Além da Al, que acomete até 10% dos individuos submetidos a transplante de
medula dssea (22), outras importantes formas clinicas da aspergilose séao:
aspergiloma, ou bola fungica, e as reagdes ou infecgdes encontradas em pacientes
fibrocisticos (20,21, 23). O primeiro processo geralmente ocorre ap6s a colonizacao
de cavidades pds-tuberculose. A tuberculose € considerada a principal doenca
promotora do aspergiloma, sendo a causa em 32 a 45% dos casos (24-26). Nesses
individuos, a colonizagdao por A. fumigatus pode levar a aspergilose pulmonar, no
caso, o aspergiloma. Estudos vém demonstrando que pacientes podem estar
colonizados e até mesmo infectados por mais de um genétipo ou mais de um isolado
ao mesmo tempo. Além disso, sabe-se que isolados ou até mesmo gendétipos
diferentes podem apresentar diferentes perfis de suscetibilidade frente a antifungicos
(20, 27, 28).

Pacientes portadores de fibrose cistica (FC), doenca genética autossémica
recessiva, que afeta principalmente os pulmdes, pancreas e o sistema digestivo, tem
o pulméo altamente vulneravel a infecgdes respiratdrias que promovem a inflamacao
e a remodelacdo das vias aéreas. Diversos microrganismos podem causar a
colonizagao e/ou infeccao no pulmao desses pacientes, sendo o principal patégeno
fungico isolado o Aspergillus, principalmente A. fumigatus (20). Pacientes em estagio
avancado da doenca podem vir a ser submetidos ao transplante de pulméao.
Protocolos internacionais recomendam que esse procedimento cirlrgico nao seja
realizado em pacientes infectados ou colonizados com Aspergillus, sendo indicado
entdo o tratamento desses processos antes do transplante. No entanto, da mesma
forma que no aspergiloma, estudos recentes vém demonstrando que em colonizagdes
e infecgdes por A. fumigatus pode ndo ser isolado um unico gendtipo desse patégeno
(21). Técnicas como a de microssatélites permitem que esses isolados sejam
caracterizados quanto sua origem clonal. Essa informacao é de extrema importancia
para todos os tipos de infecgdes causadas por A. fumigatus, pois em um Unico
paciente diversos isolados com diferentes origens clonais podem ser encontrados,
sendo que a suscetibilidade frente aos agentes antifungicos também pode ser
diferente, podendo em um mesmo paciente serem encontrados isolados suscetiveis
e isolados resistentes (27-29).

Por sua vez, pacientes receptores de transplante pulmonar representam uma
populacéao particular de pacientes com FC, devido a imunossupressao relacionada ao
tratamento anti-rejeicdo. Como consequéncia, esses pacientes estdo em alto risco de
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desenvolverem aspergilose invasiva, sendo necessaria a vigilancia de possiveis
colonizagdes no pulmao destes pacientes, indicando que a terapia antifungica se inicie
no periodo pés-transplante em pacientes colonizados por Aspergillus (21).

Tendo em vista que em um mesmo paciente, independentemente da
apresentacao clinica da aspergilose, diversos isolados com diferentes perfis frente aos
antifingicos podem ser encontrados, a vigilancia dos isolados seriados desses
pacientes quanto a sua caracterizagao clonal € muito importante para que se possa
entender melhor esses processos de colonizacao e infec¢do nesse grupo de pacientes
para que uma adequada abordagem terapéutica seja efetuada no pré e pos-operatoério
(20, 30).

Estudos demonstram que a técnica de microssatélites ndo € capaz de
diferenciar entre colonizacdo ou infeccao, porém permite discriminar os diferentes
isolados de um mesmo paciente, ou até mesmo relacionar os isolados de diferentes
pacientes, sendo importante para determinar se individuos estdo colonizados ou
infectados por micro-organismos com a mesma origem clonal. Para obter mais
informacdes sobre as relacdes epidemioldgicas entre isolados de A. fumigatus,
obtidos de varias origens (com diferentes origens clonais), a determinacdo dos
gendtipos permite abordar a elucidacdo de surtos, transmissées nosocomiais, rotas
de infeccdo e correlagdes genétipo-fendtipo. E necessario um melhor conhecimento
da populagéo de A. fumigatus em todas as formas de aspergilose, e, para este fim, a
genotipagem usando marcadores de microssatélites se mostra apropriada (31, 32).

1.4.Diagnéstico clinico

O manejo efetivo de IFls depende de varios fatores como dados
epidemiologicos, fatores de risco envolvidos em cada caso e, principalmente, do
diagnéstico precoce para que o tratamento ideal seja empregado (1).

O diagnéstico da aspergilose é de realizacdo mais dificil e complexa pois seus
sinais e sintomas s&o inespecificos, pela ocorréncia muitas vezes tardia dos infiltrados
pulmonares, ou mesmo por conta da dificuldade de estabelecer a diferenciacdo se o
agente fangico é, naquele momento, patégeno ou colonizante. Além disso, o
isolamento do fungo nas amostras clinicas é raramente positivo. Os critérios de
diagnéstico sdo as provas laboratoriais e os exames de imagem pulmonar,

combinados aos achados clinicos (2).



21

E sempre necessario fazer o diagnéstico diferencial dessa patogenia, pois a
fibrose cistica e a asma sao condigdes clinicas que podem estar associadas a
aspergilose ou até mesmo podem ser confundidas (33).

1.5.Diagnéstico laboratorial

O diagnéstico laboratorial de aspergilose pode ser realizado a partir de
identificacdo dos isolados em culturas de materiais clinicos, detecgédo de antigenos
circulantes ou atraves de sequenciamento de DNA (11, 34).

O diagnéstico a partir dos isolados em culturas ou materiais clinicos é baseado
em observagbes de caracteristicas macroscdpicas e microscopicas de cada fungo.
Macroscopicamente A. fumigatus apresentam colénias de crescimento rapido,
ilimitadas, planas e aveludadas, comegam com tonalidades verdes com um halo
branco na margem externa e que, com o tempo, ficam cinzentas e escuras. As
caracteristicas microscépicas mostram micélio liso, septado, hialino, com conidiéforos
cenociticos curtos, vesiculas subclavias de 20-30um, com conidios redondos de 2,5-
3um (34).

A deteccéao de antigenos circulantes para o diagnostico de aspergilose invasiva
foi primeiramente relatada em 1978. O primeiro kitde deteccdo de antigenos do
Aspergillus era baseado na técnica de aglutinacao indireta com particulas de latex
para deteccao de galactomanana, sendo substituido em 1995 com a disponibilizagao
do Enzimo imunoensaio ELISA (Platelia Aspergillus EIA), que foi aprovado pela
ANVISA em 2006 para utilizagdo no diagndéstico da aspergilose invasiva quando
realizado com amostras de soro (35). A galactomanana € um polissacarideo que faz
parte da camada externa da parede celular de Aspergillus, sendo liberada durante seu
crescimento. A técnica baseia-se em um ELISA sanduiche e utiliza anticorpos
monoclonais (EB-A2) de ratos que foram imunizados ao entrar em contato com cepas
de Aspergillus fumigatus. Tais anticorpos reconhecem o epitopo de galactofuranose
da galactomanana, ligando-se a eles. Estes anticorpos reagem com diversas espécies
de Aspergillus, incluindo A. fumigatus, A. flavus, A. niger, A. versicolor e A. terreus,
além de reconhecerem exoantigenos presentes em cepas de géneros fungicos como,
Penicillium, Trichophyton, Cladosporium, Alternaria, Fusarium, Rhodotorula, entre
outros (36).

E possivel fazer o diagndstico laboratorial de aspergilose por técnicas
moleculares, como sequenciamento de DNA da cultura ou do material clinico. Mais
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recentemente, um teste comercial para deteccao rapida de Aspergillus em material
clinico foi langado comercialmente, o AsperGenious®. Esse teste é baseado em um
PCR em tempo real que identifica todas as espécies relevantes de Aspergillus e
também identifica se as cepas tém ou ndo mutagcdes no gene cyp51A (37). Porém,
essas técnicas moleculares sao restritas a centros de diagndstico de referéncias e a

instituicbes de pesquisa.

1.6. Tratamento

Para o tratamento da aspergilose sao utilizados principalmente os derivados
azolicos Itaconazol (ITC), Voriconazol (VRC) e Posaconazol (PSC). O antifungico
fluconazol (FLC) nao pode ser utilizado, pois o género Aspergillus é intrinsicamente
resistente a este antifUngico especifico. Uma diretriz publicada em 2016, cita que a
primeira linha de tratamento de aspergilose € o antifungico VRC (17, 38, 39).

Os azdis e seus respectivos derivados atuam com base na inibicao de algum
dos passos na biossintese de ergosterol na membrana. A inibicdo da sintese de
ergosterol & feita por meio do bloqueio da enzima 14-a-demetilase, presente no
citocromo P-450 da célula fungica. O ergosterol é o maior componente da membrana
celular fungica e € essencial na biorregulagédo da fluidez, assimetria e integridade da
membrana celular (40).

Outros medicamentos podem ser utilizados no tratamento da aspergilose como
caspofungina (CFG) e micafungina (MFG), que pertencem a classe das
equinocandinas. Segundo manuais internacionais, as equinocandinas devem ser
utilizadas apenas quando ocorrerem falhas terapéuticas e, de preferéncia, associadas
a outra classe de antifungicos (41).

As equinocandinas tém como mecanismo de acao a inibicdo nao competitiva
da enzima [-1,3-glicano sintase, que catalisa a polimerizagdo da glicose-uridina-
difosfato (UDP-glicose) em B-1,3-glicano. Quando a sintese deste polimero é inibida,
ocorre o extravasamento de componentes da célula, como resposta a alta pressao
osmotica exercida sobre a membrana enfraquecida. Ao contrario de outras classes de
farmacos antifungicos, que atuam em membranas celulares fungicas, as
equinocandinas inibem a sintese da parede celular do fungo (42).

Além das equinocandinas, a anfotericina B (AMB), de preferéncia sob a forma
lipidica também é utilizada em casos onde nao se tem boa resposta terapéutica com
os azéis. O mecanismo de acao da AMB esta relacionado a interacdo com a
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membrana celular fangica na qual promove a formacao de poros e consequente
extravasamento de substancias intracelulares levando a morte celular (43).

Infeccbes fungicas requerem, geralmente, longos periodos de terapia
antifungica. Esses esquemas terapéuticos muitas vezes acarretam muitos efeitos
colaterais e podem induzir a resisténcia de alguns fungos aos agentes em uso. Essas
razbes enfatizam a necessidade de realizacao de testes de suscetibilidade in vitro

para avaliar o comportamento desses microrganismos frente as op¢des disponiveis.

1.7.Testes de suscetibilidade aos antifiungicos

Testes de suscetibilidade aos antifungicos tém grande importancia no
direcionamento das decisdes clinicas com o objetivo de promover terapéutica
adequada e melhores resultados para o paciente. Tem também a funcdo de
possibilitar 0 acompanhamento do possivel surgimento de isolados resistentes (39).

Os testes de suscetibilidade padronizados para fungos filamentosos séo: disco
difusdo em agar, E-test e Microdiluicdo em caldo. O teste de disco difusao utiliza
discos de papel-filtro, impregnados com antifungicos em concentragdes fixas, sobre a
placa de agar apés a semeadura do inéculo fungico e a leitura € feita apds o
crescimento fungico medindo-se o halo e inibicao de crescimento. O E-test se baseia
na mesma metodologia, o0 inéculo fungico é semeado na placa de agar e € anexado
uma fita plastica contendo diversas concentragdes de antifungico; sua leitura é feita a
partir do halo de inibicdo de crescimento que indica diretamente a Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM). O padréao de suscetibilidade e resisténcia € obtido através da
medida do halo de inibicdo de crescimento do microrganismo e comparado e com
diretrizes internacionais, como o CLSI e EUCAST (44).

O método padrao ouro para teste de suscetibilidade é o de Microdiluicado em
caldo (CLSI M-38 A2) (45) e, embora os pontos de corte ainda ndo estejam bem
definidos, oferece resultados importantes para a orientacao da terapéutica antifungica,
permitindo a vigilancia do aparecimento de isolados resistentes. No entanto, ainda nao
é realizado rotineiramente em todos os laboratérios de Microbiologia diagnéstica.

1.8. Resisténcia aos antifungicos azélicos
O primeiro relato de caso de A. fumigatus resistente a outro azél, que nao
fluconazol, foi descrito em 1997, com isolados que apresentavam resisténcia frente a
ITC (46). A partir de entao foi tornando-se necessaria a investigacao do surgimento
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de possiveis isolados resistentes. Os isolados resistentes a azolicos podem
apresentar uma grande variedade de mutacées no gene cyp51A, que codifica a 14-a
lanosterol demetilase do citocromo P450, o principal alvo para estes compostos (47).

As mutagbes que acarretam resisténcia em A. fumigatus foi primeiramente
relatada na Europa, e mais recentemente nos Estados Unidos, América do Sul, China,
Japao, Ira e india (48-52).

Essas mutacdes foram identificadas no gene cyp51A e podem estar associadas
a longos tratamentos com antifungicos azélicos (53), indicando que, em pacientes em
tratamento, o fungo é capaz de se adaptar rapidamente a presenca do antifungico e
desenvolver resisténcia a ele (54). Também pode ocorrer 0 aparecimento de isolados
resistentes aos derivados azodlicos sem exposicdo prévia (55). Essa via de
desenvolvimento de resisténcia pode acontecer devido a exposicdo ambiental do
fungo aos inibidores da enzima 14a-demetilase tais como fungicidas e herbicidas
utilizados na agricultura (56).

Na Holanda, resisténcia aos derivados azoélicos ja foi relatada em pacientes que
ndao foram expostos a esta classe de medicamentos. Snelders et al. em 2012
demonstraram um aumento de isolados de A. fumigatus resistentes e o0s
pesquisadores concluiram que a resisténcia é devida, principalmente, a mutagéo
TR34/L98H derivada de fontes ambientais. Este mecanismo é composto por uma
insercdo de 34 pb na regido promotora do gene cyp51A combinada com uma
substituicdo no coédon 98 de leucina para uma histidina (TR34/L98H) (57). Estas
mutacdes sdo identificadas e caracterizadas por sequenciamento de todo o gene
cyp51A ou partes dele.

Outra mutacéo no gene cyp51A (TR46/Y121F/T289A) foi relatada em isolados
de A. fumigatus provenientes de 15 pacientes na Holanda, contendo as mesmas
mutagbes, que também foram detectadas em isolados coletados no interior de casas
e nos quintais dos pacientes (58). Além do isolamento na Holanda, isolados clinicos e
ambientais de A. fumigatus possuindo as mutacoes TR46/Y121F/T289A também foram
identificados na Bélgica (59), na india (60), na Colémbia (49), no Reino Unido (61) e
nos Estados Unidos (52).

Existe outra mutacdo no gene cyp51A (TRs3) que também foi descoberta na
Holanda (62), ndo usualmente encontrada, porém ja descrita na Coldmbia (49) em
isolados ambientais.
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A causa mais frequente de resisténcia ao VRC (VRC-R) inclui mutagdes sitio-
alvo do gene cyp51A. E provavel que certos isolados de A. fumigatus VRC-R possam
ser suscetiveis a outros derivados azdlicos. Aspergillus fumigatus com mutacées de
ponto envolvendo G54R, G54K, G54V, e G54W demonstraram resisténcia fenotipica
para ITC e PSC, mas suscetibilidade a VRC; aqueles com mutagdes L98H sao
resistentes a todos os azdlicos e isolados com M220l demonstraram padrées de
suscetibilidade a VRC variaveis, mas sao resistentes a ITC e PSC (63). Um isolado
contendo mutagdes de ponto no gene cyp51A foi relatado na Argentina, isolado este
que apresentava uma mutagcdo na cyp51A com substituicido G54E e resisténcia ao
antifungico ITC (51).

Além das mutacdes encontradas no gene cyp51A, outras mutacdes que levam
a resisténcia aos azois estdo sendo descritas (64). Estudos recentes comprovam que
cerca de 40% dos isolados resistentes aos azois ndo tem mutagdes no gene cyp51A.
Isso pode ser explicado pelo fato dos isolados desenvolverem biofilmes e terem
atividade da bomba de efluxo para regular a homeostase intracelular. Além disso,
esses patdgenos podem infectar e colonizar o hospedeiro superando o acumulo de
toxina intercelular pela ativacdo de bombas de efluxo (65). Outras mutacdes podem
ser encontradas no gene cyp51B (cdr1B), e podem estar ligadas a substituicado do
gene cyp51A que é o principal alvo de agdo na biossintese de ergosterol, essas
mutacdes podem ser causadas pela superexpressao do gene, assim oferecendo um
mecanismo efetivo de resisténcia aos azdis (66).

1.9. Justificativa

O Hospital de Clinicas da UNICAMP (HC-UNICAMP) é uma instituicao terciaria
de referéncia, que atende a milhdes de pacientes da regido e também pacientes
oriundos de outros estados proximos. No HC-UNICAMP muitos pacientes de alto risco
sao tratados e estdo suscetiveis a agentes infecciosos oportunistas como os do
género Aspergillus. Nosso grupo de pesquisa realizou estudo anterior para comparar
as caracteristicas de Aspergillus a partir de amostras clinicas e ambientais da unidade
de transplante de medula éssea em nossa instituicdo (67). Comparando-se a
suscetibilidade in vitro de isolados clinicos e ambientais, ndo foi possivel observar
diferencas estatisticamente significativas para os antifungicos AMB, nistatina,
cetoconazol (KTC), fluconazol (FCL) e 5-flucitosina (5FC) entre os dois grupos. Para
os antifungicos miconazol (MCL) e ITC, verificou-se que os isolados ambientais foram
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estatisticamente menos suscetiveis do que os isolados clinicos. A.fumigatus
resistentes aos antifungicos ndo foram identificados em nossa instituicdo naquele
momento. Estudo mais recente ja detectou mutagdes de ponto em cepas resistentes,
isolados no periodo de 1998 a 2013 (dados ainda nao publicados). Assim, a vigilancia
continua para o possivel surgimento de espécimes resistentes, é cada vez mais
necessario.

Com estudos dessa natureza, nossa instituicdo podera se beneficiar ao
desenvolver uma forma de identificar e determinar a suscetibilidade aos antifungicos
deste grupo de patégenos fungicos de importancia médica. Ao adquirir maior
conhecimento sobre esses agentes patogénicos, novas técnicas diagnosticas e
terapéuticas para aplicacdo local poderdo ser implementadas no atendimento ao
paciente com aspergilose ou na prevencao de infeccdes em pacientes suscetiveis a

agentes oportunistas como os das espécies de Aspergillus.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivo geral
Identificar isolados clinicos de Aspergillus fumigatus e estudar o perfil de
suscetibilidade frente aos antifungicos azélicos de espécimes obtidos a partir de
amostras clinicas sequenciais de pacientes com aspergilose tratados no Hospital de
Clinicas — UNICAMP.

2.2.Objetivos especificos

e Identificar as espécies, através de caracteristicas morfoldégicas e
sequenciamento de DNA, de A.fumigatus obtidos a partir de amostras clinicas
sequenciais de pacientes com aspergilose tratados no HC-UNICAMP, a partir
de marcgo de 2014 até janeiro de 2017.

e Desenvolver um teste de triagem para deteccao de isolados resistentes aos
azois.

e Avaliar o perfil de suscetibilidade in vitro dos isolados frente aos antifungicos
itraconazol (ITC), voriconazol (VRC) e posaconazol (PSC).

e Analisar a presenca de mutacées no gene cyp51A nos isolados que
apresentarem resisténcia aos antifungicos azdlicos avaliados e seus

respectivos isolados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1.Local de trabalho
Os locais de desenvolvimento deste estudo foram o Laboratério de
Investigacdo em Fungos (LIF), do Departamento de Patologia Clinica da Faculdade
de Ciéncias Médicas (FCM/UNICAMP), e o Laboratério de Epidemiologia Molecular e
Doengas Infecciosas (LEMDI), da Disciplina de Moléstias Infecciosas da Faculdade
de Ciéncias Médicas (FCM/UNICAMP).

3.2.Isolados clinicos para o estudo

Para a realizacdo desse trabalho, 202 isolados clinicos de A. fumigatus
mantidos na Micoteca do LIF, previamente isolados de pacientes a partir dos exames
de rotina foram selecionados para serem reativados. Os isolados clinicos foram
provenientes de 44 pacientes atendidos no HC-UNICAMP no periodo de margo de
2014 a janeiro de 2017, armazenados pelo método de Castellani (68), sendo
conservados a temperatura ambiente em frascos de vidro contendo agua destilada
estéril. Somente foram selecionados pacientes que tinham 2 ou mais culturas positivas
para espécies de Aspergillus. A identificacdo até género foi realizada no Setor de
Micologia do Laboratério de Microbiologia, da Divisdo de Patologia Clinica-HC-
UNICAMP por metodologia classica (34), utilizando a combinagédo de caracteristicas

macroscopicas e micromorfoldgicas, previamente ao armazenamento.

3.2.1. Reativacao dos isolados clinicos

Para a etapa de reativacao, os isolados armazenados em agua destilada estéril
nos frascos de vidro foram levemente agitados e uma aliquota de 1mL foi transferida
para uma placa de Petri contendo agar Sabouraud dextrose (ASD), sendo inoculados
em trés pontos na placa. As placas contendo os repiques foram incubadas durante
72h a 35°C e, posteriormente, deixadas em temperatura ambiente (£25°C) por mais
24h para viabilizar o crescimento das coldnias.

3.2.2. Identificacao dos isolados clinicos
Para a identificacdo macromorfolégica e micromorfolégica foram utilizados

parametros descritos na literatura (34).
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Todos os isolados foram inoculados em trés pontos em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD; Difco, Sparks, Maryland, EUA, Sparks, Maryland, EUA) e foram
incubados a 35°C por sete dias para analise da pureza da colénia.

Para identificacdo morfologica das espécies de A. fumigatus foram analisadas
caracteristicas macroscépicas, como cor da colbnia, micélio, presenca ou auséncia
de exsudado, cor do reverso, diametro da colbénia, presengca ou auséncia de
pigmentacéao soluvel conforme Lacaz (34).

3.3. Extracao de DNA
O DNA genbmico foi extraido apdés 72 horas de crescimento em placas
contendo ASD, utilizando o QIAmp® DNA Mini Kit (Qiagen Sciences, Maryland USA)
com pequenas modificagdes (Pham et al, dados ainda nao publicados).

3.3.1. Amplificacao do DNA alvo pela reacao em cadeia da polimerase

(PCR)
Foram utilizados os primers das regides [-tubulina 2A (5-
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3") e B-tubulina 2B (5°-

ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3") para amplificacao dos fragmentos de DNA
a partir dos isolados de Aspergillus, de acordo com Glass e colaboradores e Henry e
colaboradores (11, 69, 70).

As reagbes de PCR foram realizadas em termociclador Gene Amp® PCR
System 9700 (Applied Biosystems, EUA). Os parametros da reagdo de PCR estao
descritos no quadro 1.



30

Quadro 1. Parametros utilizados na reagao de PCR com os primers Btubulina

2A/B.
Reacéo de PCR Btubulina 2A/2B
Passos Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 95 2 min 1
Desnaturacéao 95 30s
Anelamento o8 30s 40
Extenséo 72 1 min
Extensao final 72 5 min 1
Refrigeracao 4 X

3.3.2. Purificacao dos produtos de PCR

Foi realizada a purificagéo dos produtos de PCR pela adicdo de 2uL da enzima
Exosap-IT (USB®Corporation, Cleveland, OH, EUA) a cada 5uL de produto de PCR.
A mistura foi mantida a 37°C por 30 minutos e a 80°C por 15 minutos para inativar a
enzima Exosap-IT. A reacdo de purificagdo foi realizada em termociclador Veriti 96
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). As amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose a 2%, em corrida a 100V por 30 minutos.
O gel foi corado com brometo de etidio e as bandas foram observadas em iluminacao

ultravioleta.

3.3.3. Reacao de sequenciamento

Os produtos de PCR foram sequenciados com os iniciadores B-tubulina 2A/B
utilizando o Big Dye™ Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA)
de acordo com as instru¢des do fabricante. Para o sequenciamento, foram preparadas
reacdes contendo 1uL de Big Dye Terminator, 1uL de tampao, 1uL dos iniciadores
Btubulina 2A/B (cada iniciador em tubo diferente) a 1,6mM, 2uL do produto de PCR
purificado e agua milli-Q para um volume final de 10uL. A reacdo de sequenciamento
foi realizada em termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA). Apéds a reacao de sequenciamento, as amostras passaram por

precipitacdo e lavagem com etanol. Na primeira etapa, em cada amostra foram
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adicionados 5uL de EDTA (125mM) e 60uL de etanol 100%. As amostras foram
centrifugadas a 13.000 rpm, a temperatura de 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi
descartado e, em seguida, foram adicionados 60uL de etanol 70% as amostras que
foram centrifugadas a 13.000 rpm, a temperatura de 4°C por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e as amostras passaram por secagem a vacuo. Apés a
precipitacdo e lavagem com etanol, foram acrescentados 10uL de formamida HI-DI®
(Applied Biosystems, Warrington, UK) as amostras, que foram incubadas em banho
seco a 95°C por 2 minutos. Em seguida, as amostras foram colocadas em gelo durante
2 minutos. As amostras foram aplicadas na placa de sequenciamento e levadas ao
Laboratério de Genética FCM da UNICAMP. O sequenciamento foi realizado no
sequenciador automatico 3730XL DNA Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
EUA). Os parametros utilizados na reagdo de sequenciamento estdo descritos no

quadro 2.

Quadro 2: Parametros utilizados na reagéao de sequenciamento

Reacao de sequenciamento
Passos Temperatura (°C) Tempo Ciclos
Desnaturacéo inicial 96 1 min 1

Desnaturacéao 96 10s
Anelamento 50 5s 25

Extenséo 60 4 min
Refrigeragao 4 X

3.3.4. Anilise

As sequéncias de DNA forward e reverse de cada isolado para cada um dos
dois pares de iniciadores (B2A/B) foram editadas e alinhadas no programa Geneious®

versao 9 (http://www.geneious.com) (71). A sequéncia consenso foi alinhada com

sequéncias padrao de Aspergillus fumigatus com a ferramenta Clustal W (72) no
préprio programa Geneious® e, posteriormente, foram inseridas nos bancos de dados
GenBank, ISHAM (International Society for Human and Animal Mycology ITS
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Database) e CBS (CBS-KNAW Fungal Biodiversity Centre) para verificacdo da

especie.

3.4.Triagem de resisténcia

As colbnias de Aspergillus que cresceram apds a reativacao e estavam puras
nas culturas primarias, foram semeadas em uma placa de Petri. Todos as placas
continham Agar Mueller Hinton suplementado com 2% de dextrose, e suplementados
com azdis: itraconazol (2ug/mL), voriconazol (2ug/mL) e posaconazol (0,5ug/mL). Foi
utilizada uma placa sem adicdo de antifingico como controle de crescimento. As
placas foram incubadas a 35°C e o crescimento foi avaliado apds 48 horas. As
espécies de Aspergillus que foram capazes de crescer em placas contendo azdlico,
foram investigadas e submetidas a Determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima
(CIM).

3.4.1. Inéculo

Ap6és o crescimento fungico de 48 horas a 35°C em tubos contendo agar batata
(PDA; Difco, Sparks, Maryland, EUA, Sparks, Maryland, EUA), o indculo foi preparado
usando um swab umido estéril para realizar movimentos circulares delicados sobre o
crescimento fungico, afim da obtencdo somente de conidios. O swab contendo os
conidios foi mergulhado em um tubo contendo 5mL de solucao salina a 0,85%. Apds
uma agitacdo mecanica vigorosa, transferiram-se 500uL para um segundo tubo
contendo 4,5mL de solucdo salina a 0,85%. A suspenséo de conidios proporcionou
um inéculo final de 5,5x10%-2x10%5 UFC/m. Para os testes, adicionou-se 20uL da
suspensao contendo o indculo as placas contendo o antifungico diluido em agar e, no
controle positivo, sem a presenca de antifungicos, para confirmar a viabilidade dos

microrganismos.

3.4.2. Leitura do Teste e Validacao do Método

A leitura do teste de triagem foi feita apds 48h de incubagao das placas a 35°C.
Foi realizado um calculo amostral para a validacdo do método. Todos os isolados
capazes de crescer no teste e uma porcentagem de isolados suscetiveis no teste de
triagem foram submetidos ao teste de Microdiluicdo de caldo de acordo com Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008) M38-A2. A concentracao inibitoria
minima (CIM) de ITC, VRC e PSC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi
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determinada visualmente como a menor concentracdo de farmaco causando uma
inibicdo completa do crescimento de fungos. Candida parapsilosis ATCC 22019,
Candida krusei ATCC 6258 e A. flavus ATCC204304 foram incluidos como controles
de qualidade em cada teste.

A analise estatistica foi feita para estabelecer as taxas de resultados falso-

resistentes e falso-suscetiveis de acordo com Fonseca 1994.

Figura 1. Teste de triagem: Placa de Petri contendo Mueller Hinton agar suplementado com
2% de dextrose, sem a adicao de antifungicos para controle positivo. E possivel observar o
crescimento de 7 Isolados.

3.5.Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

A avaliagédo da suscetibilidade in vitro frente aos antifungicos ITC, VRC e PSC
foi realizada de acordo com o documento M38-A2 do CLSI (45) pelo método de
Microdiluicao em caldo.

Para todos os testes de suscetibilidade aos antifungicos foi utilizado o meio de
cultura RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) com L-glutamina, sem
bicarbonato de sédio, tamponado com 0,165 M de acido morfolinopropanossulfénico
(MOPS; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA).

3.5.1. Inéculo

Apds o crescimento fungico de 72h a 35°C em tubos contendo o meio de cultura
ASD, o inéculo foi preparado em tubo contendo 5mL de solu¢do de salina 0,85% no
qual foi banhado um swab que foi girado sobre a colénia do microrganismo.

Posteriormente, foi realizada a contagem dos conidios no reticulo central de uma



34

camara de Neubauer. O objetivo foi a obtencéo de inéculo com a concentragao final
de 0,5 a 2,5x10* UFC/mL.

3.5.2. Preparo das placas de Microdiluicao

Os antifungicos ITC, VRC e PSC (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foram
preparados de acordo com a ficha de especificacdo do fabricante, ajustando-se a
concentragao desejada. O teste foi realizado em placas de microtitulagdo com fundo
em “U” estéreis, para onde foram transferidos todos os componentes preparados
anteriormente da seguinte forma: 20uL do antifungico diluido nas diferentes
concentragdes até a 102 coluna; 160uL do meio de RPMI 1640 em todas as fileiras e
mais 20uL de indculo em todos os pogos, exceto nos da 112 coluna, que corresponde
ao controle negativo. Na 122 coluna, por se tratar do controle positivo de crescimento,
nao foi adicionado o antifungico. Totalizou-se um volume final de 200uL, resultando

em uma concentracéo final do inéculo de 0,5-2,5 x 10*UFC/mL.

3.5.3. Leitura das CIM

As placas foram incubadas na temperatura de 35°C, sendo a leitura realizada
apos 24 e 48 horas de incubacgao. Para a leitura, comparou-se o crescimento fungico
de cada pogo com o do controle positivo de acordo com os documentos M38-A2 do
CLSI (45), sendo esta leitura realizada com o auxilio de um espelho de leitura (Figura
2).

Figura 2: Espelho de leitura com placa de microdiluicdo posicionada (Laboratério de
Investigagdo em Fungos —FCM/UNICAMP).
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O crescimento dos microrganismos estudados foi numericamente determinado
de acordo com 0s seguintes critérios:

e score 4: quando nao houve nenhuma redugao no crescimento, ou seja, 100%
de crescimento e 0 % de inibicdo do crescimento;

e score 3: quando ocorreu leve redugéo no crescimento — 80% de crescimento
e apenas 20% de inibicdo de crescimento em comparagao ao do obtido no controle
positivo;

e score 2: quando houve significante redu¢do no crescimento, isto é 50% de
crescimento em comparagao com o controle positivo do teste e 50% de inibicao de
crescimento; 36

e score 1: quando ocorreu 20% de crescimento e 80% de inibicao de
crescimento em comparagao ao crescimento obtido no controle positivo;

e score 0 (zero): para auséncia de crescimento visivel. Resultado esperado
para antifungicos com mecanismo de agao fungicida.

Segundo o documento M38-A2 do CLSI (45), a CIM para os azolicos foi definida
como sendo a menor concentracdo deste antifungico capaz de inibir 100% do

crescimento (score 0).

3.5.4. Controle de Qualidade

Para validagdo dos testes com antifungicos, foram utilizadas as cepas padrao
de Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258, como
recomendado pelo CLSI. Para cada diluicao de antifungicos realizou-se o teste de
suscetibilidade com as cepas padrao, tendo seus resultados de CIM comparados com
os valores estabelecidos pelo documento M38-A2 do CLSI (45).

3.6.Deteccao de mutacoes no gene cyp51A
Os isolados de Aspergillus fumigatus com elevados valores de CIM (CIM
>2ug/mL para o antifingico ITC e/ou >2ug/mL para VRC e/ou para PSC =1ug/mL)
foram analisados quanto a presenca de mutacdes no gene cyp51A com a utilizacédo
dos primers AF1P1 (F/R), AF2P1 (F/R), AF3P1 (F/R) e AF4P1 (F/R) (39). Todos os
isolados dos mesmos pacientes também foram avaliados, mesmo ndo apresentando

fendtipo de resisténcia “in vitro”.
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3.6.1. Extracao de DNA
Vide item 3.3.

3.6.2. Amplificacao do DNA alvo pela reacao em cadeia da polimerase
(PCR)
A amplificacdo do DNA extraido (conforme item 3.3.) foi realizada por PCR, na
qual foram utilizados os oligonucleotideos iniciadores CYP51A Foward (5'-
GGCTGGAGATACTATGGCTTTC-3) e CYP51A Reverse (5-
GTATAATACACCTATTCCGATCACACC-3). A PCR foi realizada em um volume final
de 25uL, contendo agua (19,5uL), tampao de PCR 10x (Roche) (2,5uL), dNTPs
(Roche) (0,25uL), 0,25 uL de cada iniciador (concentracdo de 20 uM) e 0,125 uL de
Taq DNA polimerase (Roche) e 2 uL contendo 20-50 ng de DNA genémico da amostra.
As reacdes de PCR foram realizadas em termociclador Veriti 96 Well Thermal
Cycler (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Para a realizacao da PCR foram
utilizados os parametros descritos no quadro 3.

Quadro 3: Parametros utilizados na reacdo de PCR da cyp51A.

Reacao de PCR cyp51A
Passos Temperatura (°C) | Tempo| Ciclos
Desnaturacéo inicial 94 5 min 1
Desnaturacéao 94 30s
Anelamento 50 30s 35
Extensao 68 4 min
Extenséo final 68 5 min
Refrigeracao 4 X

3.6.3. Purificacao dos produtos de PCR

Os amplicons resultantes da reacdao de PCR foram purificados com a utilizacéao
da enzima ExoSAP-IT (USB®Corporation, Cleveland, OH, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante). Apdés a amplificacdo, foi realizado sequenciamento do
produto de PCR com 4 pares de iniciadores. As sequéncias de cada um dos
iniciadores utilizados estao expostas no quadro 4.



37

Quadro 4: Iniciadores utilizados na reacdo de sequenciamento do gene
cyp51A.

Iniciador Sequéncia (5' - 3")

AF1P1F GCATTCTGAAACACGTGCGT
AF1P1R TTGAGCAAGATTGCCGTCAG
AF2P1F TACATGGCCGTTGCGGTGCT
AF2PIR CCTTGAAAGTTCGGTGAATC
AF3PIF TGTGCCACTTATTGAGAAGG
AF3PIR CACGAATAACATGTTGATGG
AF4PIF CTCCGCTCCAGTACAAGGAT
AF4P1R GATGGTTACAACAGTCTCAC

3.6.4. Reacao de Sequenciamento

O sequenciamento de ambas as fitas (Foward e Reverse) foi realizada em
termociclador Veriti 96 Well Thermal Cycler (Applied Biosystems). A reacdo de
sequenciamento foi realizada em um volume final de 20uL, contendo agua (13uL), Big
Dye buffer 5X (2uL), Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems; 2uL) e um primer
por tubo (1 uL), na concentracao de 3.2uM e 2uL do produto de PCR purificado. Os
parametros da reacao de sequenciamento estdo descritos no quadro 2.

Apés a reacao de sequenciamento, as amostras passaram por precipitacao e
lavagem com etanol. Ap6s a precipitacao e lavagem com etanol, foi acrescentada
formamida HI-DI™ (Applied Biosystems, Warrington, UK) as amostras, que foram
incubadas em banho seco a 95°C por 2 minutos. Em seguida, as amostras foram
colocadas em gelo durante 2 minutos. O sequenciamento foi realizado no
sequenciador automatico ABI Prism®3100 Genetic Analyzer (Applied Biosystems,
Foster City, CA, EUA) para a identificacéo e validagdo de mutac¢des na sequéncia do
DNA do gene cyp51A.

3.6.5. Analise

A Andlise das sequéncias obtidas foi realizada no programa Geneious 9 ®
(Biomatters Ltd 2017) (71) e as sequéncias obtidas foram comparadas com a
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sequéncia do isolado suscetivel Wild Type, disponivel no GeneBank (numero de
acesso AF338659).
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4. RESULTADOS

4.1. Reativacao dos isolados clinicos

Todos os 202 isolados clinicos provenientes de 44 pacientes (Anexo 1)
atendidos no HC-UNICAMP, estavam viaveis no processo de reativacao, portanto a

taxa de recuperacao dos isolados foi equivalente a 100%.

4.2. Identificacao macromorfolégica e micromorfolégica
Analisando as caracteristicas morfologicas, foram identificados 202 isolados
pertencentes ao complexo Aspergillus secao fumigati.

Aspergillus secao fumigati. B: Caracteristica micromorfolégica do complexo Aspergillus se¢ao
fumigati.

4.3. Sequenciamento de DNA

Os resultados do 202 isolados clinicos, encontram-se na tabela 1.
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Tabela 1. Resultados do Sequenciamento de DNA dos 202 Aspergillus
reativados.

Sequenciamento de DNA

Isolados B2A e B2B
201 A. fumigatus
1 Neosartorya pseudofisheri

4.4. Triagem de resisténcia

Duzentos e dois isolados foram avaliados no controle positivo € no teste de
triagem com o antifungico adicionado ao meio de cultura (Figura 4). No teste de
triagem, 4 (1,98%) isolados foram capazes de crescer em placas contendo ITC, sendo
2 também confirmados como resistentes de acordo com o CLSI (45) (taxa de falsos-
resistentes 0,99%). Os valores de CIM para esses isolados resistentes a ITC foram
8ug/mL para o isolado LIF 2328 e =2128ug/mL para o isolado LIF 2444. Um isolado,
LIF 2552 (0,49%) foi capaz de crescer na concentracao de 2ug/mL do meio de cultura
contendo VRC e apresentou CIM de 32ug/mL no teste de Microdiluicdo em caldo,
resultando em uma taxa de falso-resisténte de 0%. Para PSC, o isolado LIF 2444
(0,49%) foi capaz de crescer a 0,5ug/mL no teste de triagem, que foi confirmado pelo
teste de referéncia (45) com CIM de 1ug/mL. A taxa de falsos-resistentes para PSC
foi 0% (Tabela 2). As cepas padroes A. flavus ATCC 204304 e A. fumigatus ATCC
204305 também foram avaliadas como Controle de Qualidade, correspondendo as
concentragdes indicadas com o documento do CLSI (45).
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Figura 4. Teste do controle de crescimento em placas de Petri 90x15mm: A1: Frente; A2:
verso. Teste de triagem o agar suplementado com 2ug/mL do antifungico ITC mostrando o
isolado resistente LIF 2444. B1: Frente; B2: Anverso.

Tabela 2. Resultado do teste de triagem de 202 isolados de Aspergillus fumigatus.
Dados brutos podem ser observados no anexo 1.

Concentracao da Triagem de

Resistencia (ng/mL) Resistentes Taxa de
e s resistentes/total confirmados falsos-
Antifungico 05 o por resistentes
’ Microdiluicao (%)
n (%)
ltraconazol * 4(1.98)2 2 0.99
Voriconazol * 1(0.49)° 1 0
Posaconazol 1(0.49)¢ * 1 0

*nao realizada; a) CIM para ITC foram 8 e 2128 ug/mL; b) para VRC foi de 32ug/mL e para c)
PSC foi de 1ug/mL.

4.5. Teste de suscetibilidade frente aos antifungicos azélicos
Todos os isolados que foram considerados resistentes no teste de triagem, e

uma porcentagem dos isolados considerados suscetiveis foram submetidos a
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avaliagdo da Concentracao Inibitéria Minima (45). Foram utilizados 147, 138 e 146
isolados suscetiveis para estabelecer a taxa de falso-suscetivel respectivamente para
ITC, VRC e PSC, que foi de 0% para os trés antifungicos avaliados (Tabela 3).

Tabela 3. Distribuicdo de CIMs (ug/mL) para 147 Aspergillus fumigatus suscetiveis a
itraconazol, 138 isolados suscetiveis ao voriconazol e 146 isolados suscetiveis ao
posaconazol e respectivas taxas de falso-suscetiveis no teste de triagem. Dados

brutos poem ser observados no anexo 1.

Distribuicao dos CIMs? (ug/mL) Falso-
Antifungico 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 suscetivel
n (%) (%)
ltraconazol * * * 55(37.4) 87(59.2) 5(3.4) 0
Voriconazol * * 4(3.0) 43(31.0) 87(63.0) 4(3.0) 0
Posaconazol 1(0.7) 20(13.7) 99 (67.8) 26(17.8) * * 0

gCIM: concentragao minima inibitoria; *néo realizado.

4.6. Analise de mutacoes no gene cyp51A
O sequenciamento do gene cyp51A dos isolados considerados resistentes no
teste de Microdiluicido e dos isolados sequenciais pertencentes aos mesmos pacientes
nao revelou mutag¢des no gene da cyp51A (Tabela 4) (65).
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Tabela 4. Isolados resistentes e isolados sequenciais dos mesmos pacientes
submetidos a busca de mutagdes nucleotidicas e substituicdes nos aminoacidos.

Substituicdo de aminodcidos derivada

Dados dos Isolados ITC VRC PSC das mutacdes de ponto
Paciente LIF  Data  Material Clinico Tzr‘:;z:': u;'xL T;;?;T u;'mL T;Ei:in u;:/:IAL FAGY M172V. No4GT D2SSE E427K N248K s
2163 00414  Escarro E st s 05 _ _
2% 150714 Escarmo s 0 S M S 05
2295 26111114 Escarro S NR S 05 S NR _ _ _ -
i RIS Escarro R 8 s 2 R 1
2515 061015  Escarmo s St s s
fo 259 %1115  Escano s o5 S M S W
205 200316  Escarro s 05 S 1 S 0%
262 120516  Escarro s S 1 s s
2679 200616  Escarro s S 1S s
2% 030217 Escarro s S 1 s s
2% 290317 Escarro s S 05 S 0%

2153 18/03/14 Escarro S 05 S NR S 025 _ L -
3B 2195 2300514 Escarro R 1 S NR S 05 _ _ _ -
2328 28/01/15 Escarro R 8 S 1 S 0,25

ITC: Itraconazol; VRC: Voriconazol; PSC: Posaconazol; CIM: Concentragao Inibitoria
Minima; NR: N&o realizado; S: Suscetivel; R: Resistente.
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5. DISCUSSAO

A incidéncia de micoses oportunistas invasivas aumentou devido a expansao
da populagcédo de pacientes imunocomprometidos, incluindo pacientes submetidos a
transplantes de Orgaos sélidos e receptores de transplante de células
hematopoiéticas, pacientes com céancer, pacientes com AIDS, neonatos prematuros,
pacientes idosos e pacientes que se recuperam de cirurgias. Apesar de algumas
opcbes de tratamento efetivas, essas micoses estdo associadas a altas taxas de
morbidade e mortalidade (73).

Aspergillus fumigatus é o principal agente de aspergilose invasiva (Al) em todo
o mundo, sendo uma infecgéo fungica oportunista, principalmente documentada em
pacientes com doencas malignas hematoldgicas, imunodeficiéncias primarias, e
pacientes tratados com altas doses de esteroides. Dependendo da gravidade da
doenca e condigdes subjacentes, as taxas de mortalidade de Al podem chegar de 40-
80% (74). Outra manifestagdo importante da aspergilose € a aspergilose pulmonar
cronica (APC) que geralmente afeta pacientes com doenga pulmonar subjacente e,
ao contrario de Al, APC ocorre em pacientes imunocompetentes (75). Bronquite
causada por espécies de Aspergillus foi recentemente descrita, especialmente em
pacientes com fibrose cistica ou bronquiectasia nado fibrocistica, receptores de
transplante de pulméo e aqueles que recebem ventilacdo mecanica em unidades de
terapia intensiva (76). As manifestacdes alérgicas devidas aos conidios de Aspergillus
inalados incluem aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA) e asma grave com
sensibilizagdo fungica.

A partir dos 202 isolados clinicos, mantidos em agua na Micoteca do LIF,
selecionados para este estudo, foi possivel a reativacao de todos (100%). Embora
alguns apresentassem contaminacéo foi possivel selecionar e recuperar todos os
isolados para o trabalho.

Os isolados clinicos de A. fumigatus selecionados para esse estudo estavam
armazenados em 4gua destilada estéril a temperatura ambiente. A preservagéo em
agua destilada estéril a temperatura ambiente, conforme descrito por Castellani em
1939 (77), € um método simples, rapido e barato de preservacao, e se mostrou muito
eficiente para a preservagao dos isolados selecionados para o presente estudo. O
método de Castellani é a metodologia disponivel para a conservacado do elevado
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namero de isolados clinicos de leveduras e fungos filamentosos obtidos na rotina do
HC-UNICAMP.

Um estudo de Guimaraes et al. (78) feito com espécies de Aspergillus provou
que o método Castellani é indicado como o mais vantajoso entre 0 método de repique
continuo e o liofilizador, além de ter uma alta taxa de viabilidade e preservar as
caracteristicas dos isolados, € considerado um método simples, de baixo custo, ndo
demanda energia elétrica e, ndo é afetado por nenhuma circunstancia devido a falta
desta. Assim, todos os isolados reativados no presente trabalho, foram estocados
novamente em agua destilada estéril e mantidos em temperatura ambiente para
posterior utilizago.

Todos os 202 isolados foram identificados como A. fumigatus pelas suas
caracteristicas macromorfol6gicas e micromorfoldgicas. Com a introducao de técnicas
de biologia molecular para sequenciamento de DNA, tornou-se possivel diferenciar
diversas espécies de Aspergillus que sao idénticas morfologicamente (6, 19, 70).
Neste caso, somente 1 (0.5%) isolado foi identificado como N. pseudoficheri.

Khare et al. (79) mostraram que é possivel ocorrer a identificacao incorreta do
fungo N. pseudoficheri e confundir com A. fumigatus, pois suas caracteristicas
macromorfolégicas e micromorfolégicas sao idénticas, portanto, é necessaria a
identificacdo molecular de todos os isolados para confirmacao de género e espécie.
Neosartorya pseudofischeri € a forma telemorfica (sexual) de A. thermomutatus,
tipicamente um organismo ambiental, que foi identificado como agente causador em
5 casos de infeccdo humana, incluindo aspergilose pulmonar invasiva, osteomielite,
peritonite e otite invasiva (80-82).

O diagnostico laboratorial da aspergilose é realizado por pesquisa direta do
agente em fluido biolégico e/ou bidpsia, cultivo do agente, exame anatomopatoldgico,
e identificacdo do agente por suas caracteristicas morfologicas. Depois de
diagnosticada a infecgédo, os laboratorios enfrentam outro desafio, a diferenciacao
entre as espécies. Equipamentos automatizados como VITEK ® 2 e BD Phoenix ®,
somente identificam leveduras e bactérias. Ferramentas moleculares estao restritas a
centros de referéncia e a grupos de pesquisa e ainda tem um alto custo,
impossibilitando sua aplicagdo em laboratérios de rotina, que nem sempre podem
dispor do servigo de laboratérios de apoio. Portanto, o treinamento do microbiologista
para fazer a identificagao correta e precisa de fungos filamentosos ainda é necessario
(34).
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Mais recentemente, outra metodologia automatizada para identificacao de
bactérias, leveduras e também de fungos filamentosos vem sendo introduzida nos
laboratérios de rotina, a espectrometria de massa (MALDI-TOF). Essa técnica detecta
moléculas de massa maior, como as proteinas. O teste entdo baseia-se na deteccao
de um grande espectro de proteinas, podendo entao discriminar melhor as espécies.
A espectrofotometria de massa € largamente utilizada em outras areas, como a
toxicologia, mas até entdo n&do era uma realidade na rotina dos laboratérios de
microbiologia. “A evolug¢ao ocorreu quando a matriz utilizada para ionizar as proteinas
foi mudada para que pudesse ionizar as proteinas ribossomais — estas bem mais
conservadas do que as proteinas de superficie — 0 que levou a identificacao de
espécies e até subespécies de muitos microrganismos” (83).

Rychert et al. (84) avaliaram espécies de diversos fungos filamentosos pelo
MALDI-TOF (Vitek MS ®) e a sua correlagdo com o sequenciamento de DNA foi
satisfatoria. Essa pode ser uma alternativa para os laboratérios de rotina para
aumentar a eficiéncia na identificacado de fungos filamentosos.

No HC-UNICAMP, A. fumigatus € a espécie de fungo filamentoso mais
prevalente isolada de materiais clinicos de origem respiratéria, como, escarro e lavado
brénquico alveolar (LBA).

Estudo de Tashiro et al. (85) avaliaram durante 11 anos, 165 amostras clinicas
positivas para Aspergillus no laboratério. Durante os anos de 1998 a 2004, A.
fumigatus foi a espécie mais comumente isolada (58,2%), seguida de A. niger (20,9%),
A. flavus (10,4%), A. versicolor (6,0%) e A. terreus (4,5%).

Datta et al. (86) avaliaram culturas positivas de fungos para Aspergillus durante
5 meses em seu hospital. Foram avaliados 27 pacientes com problemas pulmonares.
O unico microrganismo isolado foi A. fumigatus em 50 culturas.

Em estudo recente neste Laboratério, Reichert-Lima et al. (87), determinaram
como sendo de 74% a taxa de isolados de A.fumigatus, seguidos de A.flavus (12%).

Com o aumento das micoses sistémicas e oportunistas nos Ultimos anos,
devido ao aumento de casos de estados de imunossupressdo, o estudo da
suscetibilidade dos antifungicos frente aos agentes etioldgicos dessas micoses se
torna essencial para o tratamento adequado para esses agentes etiolégicos, além
disso, o teste de suscetibilidade tem como objetivo acompanhar o possivel surgimento
de isolados resistentes.
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A Microdiluicdo em caldo é o padrdao ouro de teste de suscetibilidade para
fungos filamentosos (CLSI M38-A2) (45). No laboratério de micologia do HC-
UNICAMP néao é realizado de rotina nenhum teste de suscetibilidade para fungos
filamentosos, que realiza somente o teste de disco-difusédo para leveduras isoladas de
hemocultura.

O teste de Microdiluicdo em caldo demanda muitas etapas de preparagéao (uma
vez que ainda nado € possivel a aquisi¢cdo de placas prontas no Brasil) e requer muita
experiéncia para interpretacdo e leitura dos resultados. Consequentemente, estes
testes raramente sao realizados em laboratérios de rotina ou os isolados sdo enviados
para laboratorios especializados para sua realizagéo, retardando assim a instauracao
da terapéutica apropriada ao paciente (88).

Grande dificuldade ainda existe na interpretacao e correlacao dos resultados
destes testes com a clinica. O documento do CLSI ainda ndo apresenta pontos de
corte para determinacdo de suscetibilidade ou resisténcia e espécies e Aspergillus
(45). Apenas os documentos do EUCAST (89) expdem alguns valores que podem ser
utilizados para algumas espécies.

Com o proposito de facilitar a identificagdo de A. fumigatus resistentes aos
azolicos nos laboratérios, Buil et al. (90) desenvolveram um teste de triagem feito em
agar RPMI 1640 acrescido com antifungicos azdélicos (ITC, VRC e PSC), que consiste
em uma placa prépria que contem 3 pogos com antifungicos azélicos e 1 pogo para
controle de crescimento do isolado.

Esse teste de triagem foi validado por Arendrup et al. (91) na Holanda utilizando
39 isolados de A. fumigatus, e é vendido comercialmente com o nome de VipCheck®.
As concentracoes de antifungico utilizadas nos pogos sao 4ug/mL de ITC, 2ug/mL de
VRC e 0,5ug/mL de PSC.

Seguindo o proposito do teste de triagem criado na Holanda (90), neste estudo
foi desenvolvido um teste de triagem rapido e facil e que pode ser preparado in house,
com materiais disponiveis em todos os laboratérios de rotina. O teste foi feito com
agar Mueller-Hinton (MH) suplementado com 2% de dextrose com o acréscimo de
2ug/mL de ITC, 2ug/mL de VRC e 0,5ug/mL de PSC, utilizando placas de Petri. O
teste foi validado com 202 isolados de A. fumigatus e apresentou uma satisfatéria
correlagéao com os testes de Microdiluicdo em caldo de acordo com o documento M38-
A2 do CLSI (45). A taxa de falso-suscetivel foi de 0% para todos os antifingicos
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avaliados, nao sendo obrigatéria a realizacdo de Microdiluicdo para nenhum isolado
gue mostrar ser suscetivel no teste de triagem.

Por sua vez, a taxa de falsos-resistentes foi de 0,99%, para o antifungico ITC.
Somente 2 isolados (LIF 2195 e LIF 2251) cresceram no teste contendo 2ug/mL do
antifangico e obtiveram uma CIM de 1pug/mL na Microdiluicdo em caldo (Anexo 1).
Frente aos outros antifungicos avaliados (VRC e PSC) nao foi observada taxa de falso-
resistente, assim, reduzindo drasticamente o numero de isolados a serem submetidos
a Microdiluigéo.

Neste trabalho o principal propdsito era deteccao de isolados de A. fumigatus
resistentes a azélicos para possivel respaldo clinico. Deste modo, as concentra¢des
utilizadas nos testes foram relacionadas as concentragdes séricas de cada antifungico
(92). Testes que avaliam altas concentracdes de antifungicos tem o propoésito de
buscar isolados com mutagdes na cyp51A.

Embora ainda ndo haja uma correlacao clinica bem estabelecida entre o valor
de CIM encontrado e a taxa de cura, estudos tem mostrado que a mortalidade é maior
em casos de pacientes cujos isolados cultivados carregam as mutacdes TRz4/L98H
ou TR46/Y121F/T289A, o que reforca a importancia da correta identificacdo desses
isolados (93).

Verweij et al. (94) relatam recebiam fungos de outros laboratérios da Holanda
para identificagdo e testar a suscetibilidade dos isolados em seu laboratério de
referéncia. Desde 2002, utilizavam a Microdiluicdo em caldo como padrao ouro para
0s seus testes e foi observado um aumento de isolados de A. fumigatus com CIMs
elevadas frente aos azélicos: VRC: 2-5ug/mL, ITC 216pug/mL e PSC: 0,5-1ug/mL. Foi
investigado o motivo do aumento dos CIM e foi encontrada uma substituicdo de
aminoacidos do gene cyp51A no cdédon (L98H), junto com uma repeticdo no gene
promotor que é responsavel pelo fendtipo de resisténcia aos azodlicos.

Essas mutacdes podem estar associadas a tratamento prévio com azdlicos.
Howard et al. (53) relataram uma frequéncia crescente de resisténcia de isolados de
A. fumigatus isolados de pacientes tratados previamente com azodlicos. Essa
resisténcia fenotipica parece depender do modo de reproducao dos isolados. Esse
desenvolvimento de resisténcia pode acontecer principalmente em pacientes com
aspergiloma, pois eles se reproduzem dentro da cavidade pulmonar por via
assexuada, assim permitindo a adaptagéo ao ambiente.
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Outra explicacdo € o uso de pesticidas no ambiente, que pode acarretar a
resisténcia através da exposicao de A. fumigatus aos derivados azdélicos utilizados na
agricultura. Os fungicidas sao aplicados repetidamente por um longo periodo de
tempo o que poderia criar um uma pressao de compostos azélicos sobre os fungos
saprofitos. Estudo de Verweij et al. (56) relatam que a resisténcia e o desenvolvimento
dessas mutagbes possa ser causada especificamente pelo uso indiscriminado de
pesticidas no ambiente.

Sendo o A. fumigatus o fungo filamentoso mais comumente isolado em |Fls
(74), a necessidade de monitoramento desse microrganismo € constante.
Recentemente varios relatos de A. fumigatus resistentes aos tratamentos disponiveis
tem sido reportado na literatura (28, 49, 60, 95, 96).

Recentemente no Reino Unido (61), um estudo relatou o isolamento de A.
fumigatus resistente a todos os azélicos, com os valores de CIM =8ug/mL para ITC;
CIM =8ug/mL para VRC e CIM: 1ug/mL para PSC, assim, restando poucas op¢des
terapéuticas adequadas para tratamento. Foi feita a busca de mutagcées no gene da
cyp51A e foi encontrada a mutacédo TR4e/Y121F/T289A.

Um estudo de Negri et al. (74) realizado no Brasil, avaliou 221 isolados de A.
fumigatus a partir da técnica de Microdiluigdo em caldo e fez buscas de mutagdes no
gene da cyp51A para ver se encontrava alguma mutacdo que acarretasse o
desenvolvimento de resisténcia aos antifungicos azélicos. Os autores relataram os
seguintes valores de CIM: 0.5-1ug/mL para ITC; 0.125-2ug/mL para VRC e 0.03-
0.5ug/mL para PSC. Neste trabalho n&o foi encontrado nenhum microrganismo com
mutagdes na cypS1A.

No presente estudo, foram analisados 202 isolados de A. fumigatus com 0s
seguintes intervalos de CIM: 0.5-128ug/mL para ITC; 0.25-32ug/mL para VRC e 0,06-
1ug/mL para PSC (Tabela 3). Foram encontrados apenas 3 isolados resistentes aos
azolicos, LIF 2444 (CIM 2128 pg/mL para ITC e 1 ug/mL para PSC), LIF 2328 (CIM: 8
ug/mL para ITC) LIF 2552 (CIM: 32 ug/mL para VRC). Os isolados LIF 2444, LIF 2552
e LIF 2328, que obtiveram elevados valores de CIM quando testados frente aos
antifangicos azdlicos, foram submetidos a busca de mutagdo na cyp51A e nao foi
encontrada nenhuma mutacéo de ponto (Tabela 4).

Resisténcia aos azdéis néo tinha sido descrita previamente no Brasil, o primeiro

relato dessa resisténcia foi na Holanda (93). Primeiramente, a resisténcia foi
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investigada pela falha terapéutica dos pacientes que estavam em uso de voriconazol
e ndo estavam respondendo ao tratamento.

Assim como alguns dos trabalhos mencionados, este estudo traz a prevaléncia
da espécie A. fumigatus em episddios de aspergilose registrados durante o periodo
de 2014 a 2017 no HC-UNICAMP. Ademais, pode-se observar que os valores obtidos
para os intervalos de leitura dos antifungicos testados confirmam que o perfil de
suscetibilidade esta mudando. Um estudo de Teixeira et al. (67) realizado em 2005
em nossa instituicao, relatou que nao havia nenhum A. fumigatus resistente tanto em
isolados ambientais como clinicos. Isso comprova que a suscetibilidade dos isolados
tem sofrido transformacdes.

Um estudo de Snelders et al. (97) avaliaram 76 isolados de A. fumigatus
sensiveis aos azoélicos e n&do foi encontrada nenhuma mutacdo no gene cyp51A,
porém foram encontradas cinco mutacdes F46Y, M172V, N248T, D255E e E427K em
13 isolados sensiveis aos azélicos. As mesmas mutagdes foram encontradas em um
isolado resistente aos azdlicos. Essas mesmas mutagbes foram descritas por
Rodriguez et al. (98) em isolados resistentes e isolados suscetiveis aos azdlicos.
Portanto, as altera¢cdes de aminoacidos encontradas na proteina codificada pelo gene
cypS51A nao estdo exclusivamente correlacionadas com o desenvolvimento de
resisténcia aos azdlicos. Essas alteragcées de aminodacidos estao todas distribuidas na
periferia da proteina do gene cyp51A e ndo estao préximas a nenhum dos canais de
acesso do antifingico no gene. Sendo assim, ndo é esperado nenhum efeito sobre a
atividade biolégica da proteina cyp51A ou no encaixe dos compostos de azblicos nos
canais de acesso.

Um estudo realizado no Japao evidenciou que 43% dos isolados resistentes
aos azdis nao continham mutagdes expressas no gene cyp51A (99).

As CIMs altas frente aos azoéis podem ser explicadas por outros mecanismos
de resisténcia aos azb6is em A. fumigatus, tais como: bombas de efluxo, mutagéo na
hapE, importacédo de colesterol por A. fumigatus e superexpressao do gene cyp51B
(66, 100).

As mutagbes nao-cyp51A podem ocorrer das seguintes maneiras: mutagdes na
proteina SrbA, é um fator regulador da familia SREBP (proteina de ligacdo do
regulador do esterol), que est4 envolvido na biossintese de esterol. E possivel que a
proteina SrbA possa inteferir no gene da cyp51A e influenciar a sua atividade. Outros

mecanismos também podem induzir a resisténcia aos azéis, como uma mutagdo no
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fator da transcricdo da hapE que liga a sequéncia CCAAT, causando a
superexpressdao de transportadores de MFS (principal mediador) ou a super-
expressao de transportadores ABC (pertence a familia de ligagdo do gene) (101).
Outro importante mecanismo de resisténcia aos azois € mediado pela superexpressao
de bombas de resisténcia a multidrogas (MDR). Sob uma maior atividade da bomba
de efluxo, os azdéis podem ser faceis de remover do interior da membrana fungica,
levando a uma resisténcia aos azéis. Long et al. (102) citaram os genes que causam
a superexpressao de bombas de efluxo que sao: AfuMDR1, AfuMDR2, AfuMDRS3,
AfuMDR4 e artF (103).

Neste estudo, 3 isolados demonstraram-se resistentes e ndo foi encontrada
nenhuma mutacdo no gene da cyp51A, evidenciando a necessidade de busca de

outros mecanismos de resisténcia.
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6. CONCLUSOES

e Foi possivel reativar 100% dos isolados clinicos de Aspergillus fumigatus
provenientes de amostras clinicas, indicando que o método é eficiente para
armazenamento de fungos desta espécie.

¢ A identificagdo por sequenciamento de DNA utilizando os primers Btubulina
2A/B identificou somente 1 isolado como Neosartorya pseudofisheri, e o
restante (201) como Aspergillus fumigatus.

e O teste de triagem mostrou ser eficaz quando comparado ao teste de
Microdiluicdo em caldo, com uma taxa de falsos-suscetiveis de 0%, sendo
necessaria a realizacdo do teste de Microdiluicdo em caldo para os isolados
considerados resistentes (1,5%).

e Nos testes de suscetibilidade in vitro frente aos antifungicos, 98,5% dos
isolados clinicos mostraram ser suscetiveis aos azdis.

¢ Nos 3 isolados considerados resistentes ndo foram encontradas mutagdes no
gene da cyp51A, evidenciando a necessidade de busca de outros mecanismos

de resisténcia.

Perspectivas futuras (Projeto de doutorado):

- Os 44 pacientes continuaram sendo avaliados, afim de acompanhar o possivel
surgimento de mais isolados resistentes e com mutagoes;

- Os isolados resistentes e sem mutacdes serdo avaliados quanto a presenca de

outras mutagoes nédo-cyp51A.
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ANEXO 1: Dados da Triagem de Resisténcia, da Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) frente a ltraconazol (ITC), Voriconazol (VRC) e Posaconazol (PSC) dos 202
isolados de Aspergillus e do Sequenciamento de DNA.

Dados dos Isolados Itraconazol Voriconazol Posaconzol Sequenciamento
PSC
Paciente| LIF Data Material Clinico 2p|;/i1L pg/I:L 2:;'_(:"_ pgll:-\nnL . 3/!:1 . ”;:/I::L Espécie Homologia| Acesso
] 2529 10/11/15 Swab de narina S * S 0,5 * * A. fumigatus 100.00% | JX501424
2536 101115 Swab de narina S * S 0,5 S * A. fumigatus 100.00% |KU737561
5 2165 08/0414 Escarro S 05 S 05 S 0,125 A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2178 29/04/14 Escarro S 0,5 S * S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2612 26/04/16 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% [KU737561
3 2620 02/02/16 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2622 22/03/16 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% [ KJ175505
2730 02/08/16 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2310 06/01/15 Escarro S 1 S * S * A. fumigatus 100.00% [ JX501424
4 2367 17/03/15 Escarro S 0,5 S 0,5 S (0,125 A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2375 01/04/15 LBA S 1 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% [KU737561
2218 01/07/14 Escarro S * S * S |0,125 A. fumigatus 100.00% [ KJ175505
5 2267 30/09/14 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2318 16/01/15 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% | JX501423
2343 10/02/15 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% [ KJ175505
2651 17/06/16 Abscesso S * S * S * A. fumigatus 100.00% | KJ175505
6 2663 20/05/16 Biopsia osso S * S * S * A. fumigatus 100.00% |KU737561
2729 18/08/16 Abscesso S * S * S * A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2200 27/05/14 Escarro S 0,5 S * S 0,25 A. fumigatus 100.00% [ JX545087
2239 22/07/14 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2326 27/01/14 Escarro S 0,5 S * S * A. fumigatus 100.00% | JX545087
2377 07/04/15 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% |KM491898
- 2414 09/06/15 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% |KM491898
2428 07/07/15 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% [ KJ175505
2591 15/03/15 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% [ JX501424
2598 29/03/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% |LC176432
2706 19/07/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2714 27/07/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2216 01/07/14 Escarro S * S * S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KJ175505
8 2441 21/0715 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% |KF175505
2626 29/03/16 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% | KJ175505
2680 14/06/16 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% [KU885421
2383 28/04/15 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | AY048754
9 2618 19/01/16 Escarro S * S 0,25 S * A. fumigatus 100.00% KJ175505
2665 24/05/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175506
2268 30/09/14 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ75506
2489 08/09/15 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175506
2501 29/09/15 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% JX501424
2523 27/10/15 Escarro S 0,5 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KU737561
2572 19/01/16 Escarro S 1 S 0,25 S 0,125 A. fumigatus 100.00% JX501424
2595 22/03/16 Escarro S 0,5 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | JX501424
10 2619 19/01/16 Escarro S 0,5 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KX171713
2624 22/03/16 Escarro S 0,5 S 0,5 S 0,06 A. fumigatus 100.00% LC176432
2628 03/05/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | JX501424
2632 29/04/16 Escarro S 1 S 0,25 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2633 03/05/16 Escarro S 1 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2660 10/05/16 Escarro S 1 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175506

CIM: Concentracéo inibitéria minima; LBA: lavado brénquico alveolar; *: ndo realizado.



63

CONTINUAGCAO - ANEXO 1: Dados da Triagem de Resisténcia, da Concentragao

Inibitéria Minima (CIM) frente a ltraconazol (ITC), Voriconazol (VRC) e Posaconazol

(PSC) dos 202 isolados de Aspergillus e do Sequenciamento de DNA.

Dados dos Isolados Itraconazol Voriconazol || Posaconzol Sequenciamento
ITC (e]] VRC | CIM PSC CIM
Paciente| LIF Data Material Clinico 05 Espécie Homologia| Acesso
2pg/mL (pg/mL| (2pg/mL|pg/mL pgimL pHg/mL

2163 01/04//14 Escarro S 1 S 1 S 0,5 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2230 15/07/14 Escarro S 0,5 S * S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2295 26/11/14 Escarro S * S 0,5 S * A. fumigatus 100.00% KJ175505
2444 28/07/15 Escarro R 128 S 2 R 1 A. fumigatus 100.00% JX501423
2515 06/10/15 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
12 2559 26/11/15 Escarro S 0,5 S * S * A. fumigatus 100.00% | LC176432
2625 21/03/16 Escarro S 0,5 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2662 12/05/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2679 21/06/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KJ177506
2832 03/02/17 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ177505
2836 29/03/17 Escarro S 1 S 0,5 S 0,125 A. fumigatus 100.00% | JX501424

2496 22/09/15 Escarro S 1 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175506
2560 01/12/15 Escarro S 1 S 1 S 0,125 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2621 16/02/16 Escarro S 0,5 S * S * A. fumigatus 100.00% | JX545087
2661 10/05/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KM491898
14 2669 07/05/16 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% | KF669421
2735 09/08/16 Escarro S 0,5 S 05 S 0,125 A. fumigatus 100.00% | KF669421
2765 11/10/16 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% KJ175506
2807 11/10/16 Escarro S 1 S 0,25 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2814 08/11/16 Escarro S 2 S 0,5 S 05 A. fumigatus 100.00% | LC176432
2823 06/12/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% JX501424

2492

16/09/15

Urina

A. fumigatus

2175 24/04/14 Escarro S 0,5 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | JX501424

2176 25/04/14 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KM491898

2179 30/04/14 LBA S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505

1 2180 30/04/14 LBA S 1 S * S 0,25 A. fumigatus 100.00% | JX501423
2368 17/03/15 LBA S * S * S * A. fumigatus 100.00% KJ175505

2382 24/04/15 Biospsia S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175506

2477 21/08/15 Escarro S 1 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KY565368
09/11/15 Escarro S S S A. fumigatus 100.00% | JX501424

100.00%

KJ175505

18 2512

14/09/15

Urina

S 0,25

A. fumigatus

100.00%

JX501424

2514

17/09/15

Urina

()

0,25

A. fumigatus

100.00%

CIM: Concentragao inibitéria minima; LBA: lavado brénquico alveolar; *: ndo realizado.

JX501423
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CONTINUACAO - ANEXO 1: Dados da Triagem de Resisténcia, da Concentracdo

Inibitéria Minima (CIM) frente a ltraconazol (ITC), Voriconazol (VRC) e Posaconazol

(PSC) dos 202 isolados de Aspergillus e do Sequenciamento de DNA.

24

26

28

30

32

CIM: Concentragao inibitéria minima; LBA: lavado brénquico alveolar; *: ndo realizado.

Dados dos Isolados ltraconazol Voriconazol || Posaconzol Sequenciamento
PSC
. ‘s ITH M VR M IM - .
Paciente| LIF Data Material Clinico c cf Cc|c 0,5 c Espécie Homologia| Acesso
2pg/mL (pg/mL| (2pg/mL|pg/mL Hg/mL
pg/mL

2174 15/04/14 Escarro S 0,5 S * S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505

2211 24/06/14 Escarro S 1 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | JX501424

20 2276 21/10/14 Escarro S * S * S 0,125 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2558 24/11115 Escarro S 1 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KJ175505

2677 21/06/16 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505

2 2229 15/07/14 LBA S 1 S * S 0,125 A. fumigatus 100.00% | JX501424
2250 19/08/14 LBA 0,5 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | JX501424

]
]

2193 20/05/14 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2371 24/03/15 Escarro S 1 S 1 S 05 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2434 14/07/16 Escarro S 1 S * S 0,25 A. fumigatus 100.00% | JX501423
2702 19/07/16 Escarro S 1 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | LC176432

2129

10/01/14

Escarro

S 0,25

A. fumigatus 100.00%

JX501424

2167

2647

08/04/14

07/06/16

Escarro

Escarro

S 0,25

A. fumigatus 100.00%

]
]

A. fumigatus 100.00%

KU935623

LC176432

2835

2508

16/02/17

20/10115

Escarro

Escarro

S 0,125

A. fumigatus 100.00%

A. fumigatus 100.00%

LC176432

JX501424

2543

17/11/15

Escarro

(]
-

]
-

S 0,25

A. fumigatus 100.00%

KJ175506

28/06/16

Escarro

A. fumigatus 100.00%

KJ175505

02/12/15 Escarro S S S A. fumigatus 100.00% KJ175505
2552 02/12/16 Escarro S 1 R 32 S 0,5 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2553 02/12/16 Escarro S 1 S * S * A. fumigatus 100.00% KJ175505
2739 12/08/156 Escarro S 2 S 1 S 0,125 A. fumigatus 100.00% | KU737561
2758 27/09/16 Escarro S 2 S 0,5 S 0,125 A. fumigatus 100.00% KJ175505
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CONTINUAGCAO - ANEXO 1: Dados da Triagem de Resisténcia, da Concentracdo
(CIM) (ITC), (VRC) e
Posaconazol(PSC) dos 202 isolados de Aspergillus e do Sequenciamento de DNA.

Inibitéoria Minima frente a Itraconazol Voriconazol

2369

20/03/15

Escarro

A. fumigatus

Dados dos Isolados Itraconazol Voriconazol Posaconzol Sequenciamento
PSC
Paciente| LIF Data Material Clinico 2|.|rgr/(r:nL ugllmL 2:;:& ";Iml_ 0,5 F;:II":L Espécie Homologia| Acesso
pg/mL
2132 28/01/14 Escarro S 1 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% JX501424
2370 24/03/15 Escarro S S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2404 26/05/15 Escarro S * S 1 S * A. fumigatus 100.00% KJ175505
34 2526 16/11/15 Escarro S 1 S 0,5 S 0,125 A. fumigatus 100.00% JX501424
2675 05/07/16 Escarro S 1 S 1 S 0,5 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2772 18/10/16 Escarro S 2 S 0,5 S 0,125 A. fumigatus 100.00% JX501424
2830 20/12/16 Escarro S 1 S 1 S 0,5 A. fumigatus 100.00% LC176432
2281 04/11/14 Escarro S 1 S 1 S 0,5 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2333 03/02/15 Escarro S 2 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KU737560
% 2617 19/01/16 Escarro S * S * S 0,125 A. fumigatus 100.00% KM491898
2732 05/08/16 Sw ab de narina S 1 S 0,5 S 0,5 A. fumigatus 100.00% KJ175505

100.00%

KM491898

2386

07/05/15

Escarro

A. fumigatus

100.00%

KJ175505

2338 06/02/15 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% KU737561
40 2339 06/02/15 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% KU935623
2340 06/02/15 Escarro S * S * S * A. fumigatus 100.00% KJ175505

2157 25/03/14 Escarro S 0,5 S * S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2242 29/07/14 Escarro S 0,5 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2 2544 17/11/15 Escarro S 0,5 S 0,5 S 0,25 A. fumigatus 100.00% | KU737561
2717 26/07/16 Escarro S 0,5 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505

2213 21/01/14 Escarro S 0,5 S * S 0,25 A. fumigatus 100.00% JX501424
2243 29/07/14 Escarro S 0,5 S * S 0,125 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2252 21/08/14 Escarro S 0,5 S * S * A. fumigatus 100.00% KJ175505
4 2388 12/05/15 Escarro S 0,5 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KU737560
2429 07/07/15 Escarro S 0,5 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2668 31/05/16 Escarro S 0,5 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% JX501424
2733 05/08/16 Escarro S 0,5 S 1 S 0,25 A. fumigatus 100.00% KJ175505
2805 1110117 Escarro S 1 S 1 S 0,5 A. fumigatus 100.00% | KY565368

CIM: Concentragao inibitéria minima; *: ndo realizado.
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ANEXO 2: Parecer do Comité de Etica da UNICAMP (CAAE: 51794615.0.0000.5404).

. UNICAMP - CAMPUS ) Plataforma
= CAMPINAS Q%mﬂ

CEPUNICAMP
e T e g

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: Vigilancia de resisténcia frente a antifungicos azdélicos de isolados clinicos de
Aspergillus fumigatus

Pesquisador: Lais Pontes

Area Tematica:

Versdo: 2

CAAE: 51794615.0.0000.5404

Instituicdo Proponente: Hospital de Clinicas da UNICAMP

Patrocinador Principal: Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.105.491

Recomendagdes:
Nenhuma.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Emenda aprovada.

Consideragoes Finais a critério do CEP:
- O participante da pesquisa deve receber uma via do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na

integra, por ele assinado (quando aplicavel).

- O participante da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em

qualquer fase da pesquisa, sem penalizacdo alguma e sem prejuizo ao seu cuidado (quando aplicavel).

- O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado. Se o pesquisador
considerar a descontinuacdo do estudo, esta deve ser justificada e somente ser realizada apos analise das
razées da descontinuidade pelo CEP que o aprovou. O pesquisador deve aguardar o parecer do CEP
quanto a descontinuacéo, exceto quando perceber risco ou dano ndo previsto ao participante ou guando
constatar a superioridade de uma estratégia diagndstica ou terapéutica oferecida a um dos grupos da
pesquisa, isto ¢ somente em caso de necessidade de agdo imediata com intuito de proteger os
participantes.
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CONTINUAGCAO - ANEXO 3: Parecer do comité de ética da UNICAMP (CAAE:

51794615.0.0000.5404).

- O CEP deve ser informado de todos os efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal do
estudo. E papel do pesquisador assegurar medidas imediatas adequadas frente a evento adverso grave
ocorrido (mesmo que tenha sido em outro centro) e enviar notificacdo ao CEP e & Agéncia Nacional de

Vigilancia Sanitaria — ANVISA — junto com seu posicionamento.

- Eventuais modificacGes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e
sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas e aguardando a aprovacao
do CEP para continuidade da pesquisa. Em caso de projetos do Grupo | ou Il apresentados anteriormente a
ANVISA, o pesquisador ou patrocinador deve envia-las tambem a mesma, junto com o parecer aprovatorio
do CEP, para serem juntadas ao protocolo inicial.

- Relatérios parciais e final devem ser apresentados ao CEP, inicialmente seis meses apos a data

deste parecer de aprovacdo e ao término do estudo.

-Lembramos que segundo a Resolucdo 466/2012 | item XI1.2 letra e, “cabe ao pesquisador apresentar dados
solicitados pelo CEP ou pela CONEP a qualquer momento”.

-0 pesquisador deve manter os dados da pesquisa em arquivo, fisico ou digital, sob sua guarda e
responsabilidade, por um periodo de 5 anos apds o término da pesquisa.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Fostagem Autor Situacao
Informacdes Basicas | PB_INFORMACOES_BASICAS_896900] 09/04/2017 Aceito
do Projeto E1.pdf 14:02:59
Outros Ficha_Pesquisa_Dados. pdf 09/04/2017 | Lais Pontes Aceito

14:01:59
Qutros Justificativa_de_Emenda.pdf 09/04/2017 | Lais Pontes Aceito
14:01:42
Projeto Detalhado / | Projeto_Lais. pdf 09/04/2017 | Lais Pontes Aceito
Brochura 14:00:09
| Investigador
Projeto Detalhado / | Projeto.pdf 10/12/2015 |Lais Pontes Aceito
Brochura 15:37:39
igador
Folha de Rosto Folha.pdf 10/12/2015 |Lais Pontes Aceito
15:35:41

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:
N&o

CAMPINAS, 07 de Junho de 2017

Assinado por:
Renata Maria dos Santos Celeghini
(Coordenador)

Endereco: Rua Tessalia Vieira de Camargo, 126

Bairro: Bardo Geraldo CEP: 13.083-887

UF: 5P Municipio: CAMPINAS

Telefone: (19)3521-3836 Fax: (19)3521-7187 E-mail: cep@fcm.unicamp.br



