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RESUMO 

 
 

A utilização de fungicidas azólicos pode estar ligada a resistência aos 

fármacos utilizados no tratamento da aspergilose invasiva. Em cepas de 

Aspergillus fumigatus, foram descritas mutações no gene cyp51A resultando 

em menor afinidade azol-alvo e resistência antifúngica. Mecanismos de 

resistência aos triazóis já foram descritos em isolados ambientais de áreas 

agrícolas e em pacientes sob tratamento. A similaridade dos compostos 

azólicos, clínicos e agrícolas, e o mesmo mecanismo de ação na célula 

fúngica podem contribuir para a seleção de cepas com resistência cruzada 

no hospedeiro e no meio ambiente. O gene cyp51A codifica a enzima-chave 

na produção de ergosterol da membrana celular-14-demetilase, alvo de 

todos os compostos azólicos. Mutações no gene cyp51A resultam na 

produção de enzima com alterações em sua conformação tridimensional 

levando à menor afinidade azol-alvo e resistência antifúngica. A indução de 

tais mutações foi atribuída à exposição extensiva das cepas ambientais a 

agrotóxicos fungicidas triazólicos. Estudos em diversos países sugerem que 

esses produtos exercem pressão seletiva em fenótipos resistentes de A. 

fumigatus O objetivo deste estudo foi avaliar a hipótese da origem ambiental 

de mecanismos de resistência a triazólicos, em 2 isolados clínicos e 2 

ambientais de A. fumigatus, modulada pela exposição a um fungicida 

agrícola. Modelo de horta experimental, parte orgânica e parte exposta a 

agrotóxico triazólico, foi construída e inoculada com os 4 isolados, todos 

selvagens não mutantes de A. fumigatus. Ao longo de um ano, 11 

pulverizações e recuperações mensais dos 4 isolados a partir de amostras 

de solo permitiram monitorar possível emergência de resistência aos 

triazólicos: difenoconazol, metconazol, tebuconazol, itraconazol, voriconazol 

e posaconazol. A busca da resistência foi feita pela determinação de MIC, 

tanto de fungicidas quanto de fármacos triazólicos e pesquisa de mutações 

gênicas no gene cyp51A e sua região promotora. O gene cyp51A 

sequenciado para um desses isolados não apresentou mutações. Conclui-se 

que a pulverização de difenoconazol não resultou em alteração de MIC de 



triazóis nas cepas expostas indicando que não houve seleção de fenótipos 

resistentes. Outra possibilidade é que, de fato, o tempo de exposição, ou 

volume/concentração de fungicida não foram suficientes para pressão 

seletiva. 

 

 
Palavras-chave: Aspergillus fumigatus, família 51 do citocromo P450, 

triazóis, fungicidas industriais, farmacorresistência fúngica 



ABSTRACT 

 

 
Clinical resistance to triazoles, drugs used for invasive aspergillosis, is a 

growing problem and its relationship with environmental issues is under 

discussion. The triazolics are also used to control phytopathogenic fungi and 

the same problem of increasing resistance is present. The relationship 

between resistance in clinical and environmental strains is based on the 

same mode of action of the compounds, so that exposure to one triazole 

compound may select another resistant strain, characterizing "cross- 

resistance". In environmental strains of the main etiological agent of 

aspergillosis-Aspergillus fumigatus, classified as azole resistant, mutations 

associated with the cyp51A gene have been described. This gene encodes 

the key enzyme in the production of cell membrane ergosterol-14- 

demethylase, target of all azole compounds. Mutations in the cyp51A gene 

result in enzyme production with changes in its three-dimensional 

conformation leading to lower target azole affinity and antifungal resistance. 

The induction of such mutations was attributed to the extensive exposure of 

environmental strains to triazole fungicide pesticides. Studies in several 

countries suggest that these products exert selective pressure on resistant A. 

fumigatus phenotypes. The objective of this study was to evaluate the 

hypothesis of the environmental origin of triazole resistance mechanisms in 2 

clinical isolates and 2 environmental isolates of A. fumigatus, modulated by 

exposure to an agricultural fungicide. Experimental garden model, organic 

part and part exposed to triazolic pesticide, was built and inoculated with the 

4 isolates, all non-mutant wild A. fumigatus. Over a year, 11 sprayings and 

monthly recoveries of the 4 isolates from soil samples allowed monitoring of 

possible emergence of resistance to triazoles: difenoconazole, metconazole, 

tebuconazole, itraconazole, voriconazole and posaconazole. The search for 

resistance was made by the search for gene mutations that, so far, has not 

been found. MIC determination of both fungicides and triazole drugs against 

isolates, exposed and recovered by the 5th month. The cyp51A gene 

sequenced for one of these isolates showed no mutations. By microsatellite 



technique, the same isolate was not similar to the seeded isolate. It was 

concluded that difenoconazole spraying did not result in alteration of triazole 

MIC in the exposed strains indicating that there was no selection of resistant 

phenotypes. On the other hand, it was not possible to correlate the 

inoculated strain with the recovered strain and evaluated for MIC. Therefore, 

other recovered strains should be compared to inoculated strains for more 

grounded conclusion. Another possibility is that, in fact, exposure time, or 

fungicide volume / concentration was not sufficient for selective pressure. 

 
Key words: Aspergillus fumigatus, cytochrome P450 family 51, triazoles, 

industrial fungicides, fungal drug resistance 
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1. Introdução 

 

A aspergilose é uma infecção fúngica oportunista de ocorrência global 

causada por espécies do gênero Aspergillus. Espécies desse gênero estão 

relacionadas com grande variedade de manifestações clínicas que vão 

desde reações alérgicas até infecção invasiva. O grau de infecção é 

determinado pela capacidade da resposta imune do hospedeiro, virulência 

da cepa e grau de exposição ao patógeno, podendo variar de inflamações 

locais das vias aéreas até inflamações graves do pulmão e infecção invasiva 

se disseminando pelo organismo (Richardson & Warnock, 2003; 

Beisswenger et al., 2012). 

 
 

1.1 Agentes de aspergilose 

 
 
 

Aspergillus são fungos pertencentes à família Aspergillaceae, à ordem 

dos Eurotiales, à classe dos Eurotiomycetes e ao filo Ascomycota. O gênero 

Aspergillus é subdividido em 6 subgêneros, 27 seções, 75 séries e 446 

espécies, das quais cerca de 20 foram identificadas como causa de infecção 

oportunista. As espécies de maior interesse são Aspergillus fumigatus, A. 

flavus, A. nidulans, A. terreus e A. niger. Aspergillus fumigatus é responsável 

por 90% dos casos de aspergilose invasiva e os demais são pelas espécies: 

A. flavus, A. terreus, A. nidulans e A. niger (Latgé, 1999; Balejee et al., 2007; 

Dagenais & Keller, 2009; Gavier-Widén et al., 2012; Krijgsheld et al., 2013; 

Jiang et al., 2013; Houbraken et al., 2014; Frisvad et al., 2016; Houbraken et 

al., 2020). 

Os pertencentes ao gênero Aspergillus caracterizam-se por serem 

organismos filamentosos. Na fase anamórfica, ou seja, assexuada, a 

reprodução é realizada através de esporos assexuais, chamados conídios, e 

na fase sexuada ou teleomórfica a reprodução ocorre pela formação de 

ascosporos. As espécies deste gênero são descritas como cosmopolitas 
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ubíquas no meio ambiente, saprófitas e podem ser encontradas em muitos 

nichos ambientais diferentes como ar, água, solo, vegetação em 

decomposição, alimentos, nos animais e até em ambientes interiores (Latgé, 

1999; Latgé, 2001; Pattron, 2006; Perrone et al., 2007; Geiser et al., 2009; 

Alastruey-Izquierdo et al., 2012; Gavier-Widén et al., 2012). 

A principal forma de transmissão ocorre pela inalação de esporos 

(conídios) de Aspergillus spp., presentes no meio ambiente, ocasionando 

infecção do trato respiratório, mas também podem ocorrer em processos 

dermatológicos, procedimentos cirúrgicos, ferimentos e queimaduras 

(Oliveira e Caramalho, 2014). Os riscos de exposição variam, temporalmente 

e geograficamente, estando dependentes de padrões de precipitação, 

umidade, temperatura e condições de ventos (Panackal et al., 2010). 

 
 
 

Figura 1. Micromorfologia de Aspergillus spp. (Guarro, 2009). 
 
 
 

 

Os fungos do gênero Aspergillus apresentam um talo filamentoso 

constituído por hifas septadas, com ramificações dicotómicas fazendo 

ângulos de 45°. Os conidióforos podem exibir uma forma direita, sinuosa, 

lisa ou rugosa e hialinos ou pigmentados. O conidióforo cresce perpendicular 

a célula pé e se dilata na extremidade formando uma vesícula. A forma da 

vesícula (esférica, hemisférica, alongada ou elíptica) constitui uma 
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característica de identificação da respectiva espécie. Quanto à cor, esta 

estrutura apresenta-se igual ao conidióforo ou incolor. As fiálides, células 

conidiogênicas, são suportadas diretamente pela vesícula ou por uma 

camada de células estéreis chamadas métula (Figura 1). As fiálides podem 

cobrir toda a vesícula ou apenas o seu topo e podem ter uma ou mais séries, 

sendo a disposição das fiálides uma característica importante na 

identificação morfológica. Da extremidade das fiálides os conídios são 

formados por mitose e geram cadeias conidiais, sendo que estes podem 

apresentar rugosidade na parede e dimensões variáveis que são 

características importantes na identificação de espécie. O conjunto da 

vesícula, das fiálides e das cadeias de conídios é designado por cabeça 

aspergilar. A cabeça aspergilar situa-se no ápice de um conidióforo que 

apresenta dimensões variáveis entre 40 a 300 μm, de acordo com a espécie 

(Minami, 2003; Murray et al., 2006; Pasqualotto, 2010). 

Relativamente ao aspecto macroscópico, as colônias apresentam 

superfície de cor branca, na fase inicial de maturação. Dependendo das 

espécies, a sua cor pode evoluir para verde, amarelo, castanho ou preto. A 

textura da colônia inicia-se cotonosa, tornando-se pulverulenta com a 

produção de esporos (Murray et al., 2006). 

Para se proceder à identificação da espécie, a aparência da colônia e 

da estrutura da cabeça conidial pode fornecer uma boa informação. Mas a 

identificação correta da espécie necessita de análise a nível molecular já que 

isolados com características fenotípicas iguais podem ser espécies 

diferentes quando analisadas molecularmente e isolados de amostras 

humanas e animais podem apresentar diferenças na micromorfologia e 

impossibilitar a idendificação por aspectos morfológicos. A taxonomia das 

espécies de Aspergillus tem sido revista através de parâmetros moleculares, 

morfológicos e fisiológicos (Samson et al., 2014; Pelaéz et al., 2012). 

A taxonomia baseia-se em abordagem polifásica que considera 

relevante para a identificação de espécies os dados morfológicos (micro e 

macroscópicos), fisiológicos, metabólicos e informações moleculares de 

diferentes regiões genômicas. Através de metodologias moleculares usando 



23  

um conjunto de dados da sequência de nove marcadores genéticos o gênero 

Aspergillus foi dividido em 6 subgêneros (Circumdati, Nidulantes, Candidi, 

Fumigati, Aspergillus, Cremei e Polypaecilum) que foram subdivididos em 27 

seções, as seções foram subdivididas em séries, total de 75 séries, 

contendo um total de 446 espécies (Houbraken et al., 2020) (Figura 2). 

Seções e séries de espécies englobam espécies muitos semelhantes entre 

si. O sequenciamento da região Intergenic Transcribed Spacer (ITS) do DNA 

ribossomal permite a identificação da seção de Aspergillus spp. Pelo 

sequenciamento dos genes ß-tubulina e calmodulina, que possuem grande 

variabilidade interespecífica e são relativamente conservados entre 

espécies, é possível identificar as espécies crípticas dentro das diversas 

seções de Aspergillus spp. A identificação correta das espécies crípticas se 

tornou muito importante, pois características clínicas como virulência e perfil 

de sensibilidade aos antifúngicos podem variar entre as espécies (Frisvad, 

2016). Diferentes espécies do gênero Aspergillus pertencem a mesma 

seção, mas apresentam diferentes perfis de suscetibilidade aos antifúngicos. 

Muitas espécies da seção Fumigati, como A. lentulus, A. udagawae, A. 

pseudofisheri, A. fumigatiffinis, A. thermomutatus e A. virinutans apresentam 

diminuição da susceptibilidade a diversos agentes antifúngicos como 

anfotericina B, azóis e equinocandinas (Howard et al., 2011; Baddley et al., 

2009; Krishnan et al., 2009). 

Aspergillus da seção Fumigati são divididos em 8 séries (Brevipedes, 

Fennelliarum, Fumigati, Neoglabri, Spathulati, Thermomutati, Unilaterales e 

Viridinutantes) totalizando 56 espécies, das quais 15 já foram relatadas 

como isoladas em amostras clínicas. Dentro da série Fumigati está a 

espécie Aspergillus fumigatus sensu stricto (Figura 3) (Alcazar et al., 2008; 

Peláez et al., 2012; Alastruey-Izquierdo et al., 2014; Lamonth, 2016; 

Hagiwara, 2016; Houbraken et al., 2020). 

Espécies produtoras de ascomas na seção Fumigati eram, 

originalmente, descritas como Neosartorya, mas foram transferidas para o 

gênero Aspergillus. Espécies como A. fumigatus e A. lentulus, que se 

pensava em produção apenas do estado assexual, mostraram-se capazes 
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de produzir ascomas quando cruzadas com mating type oposto (O‘Gorman 

et al., 2009; Swilaiman et al., 2013; Samson et al., 2006, 2007, 2014). 

 
 
 

 

Figura 2. Filogenia combinada usando nove loci (RPB1, RPB2, Cct8, 
Tsr1, CaM, BenA, SSU, LSU, ITS). No filograma são mostrados os 
subgêneros e seções do gênero Aspergillus (Houbraken et al., 2020). 
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Figura 3. Filogenia combinada para BenA, CaM e RPB2, os conjuntos 
de dados mostram a relação filogenética de espécies e séries na seção 
Fumigati (Houbraken et al., 2020). 
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Aspergillus lentulus era considerado uma espécie irmã de A. 

fumigatus, mas considerando o perfil dos seus metabólitos secundários 

mostrou ser muito diferente de A. fumigatus (Larsen et al., 2007; Tamiya et 

al., 2015). As espécies A. pseudofelis, A. parafelis e A. pseudoviridinutans 

não foram ainda examinadas extensivamente, sob ponto de vista químico, 

mas são fenotipicamente e morfologicamente muito próximas às espécies A. 

felis e podem ser, realmente, espécies irmãs sem grandes diferenças 

fenotípicas (Samson et al., 2007; Sugui et al., 2014; Frisvad, 2016). 

A espécie A. fumigatus, descrita pela primeira vez em 1863 pelo 

médico Georg W. Frenesius, é a espécie com maior incidência em amostras 

biológicas. O termo Fumigatus é derivado do latim ―fumigave‖, que significa 

fumaça referindo-se à cor do micélio cinza-azulado esfumaçado. A. 

fumigatus é termotolerante e cresce a temperaturas entre 15ºC a 53ºC. Esta 

característica pode justificar sua capacidade de adaptação ao hospedeiro 

animal, sendo um mecanismo de sobrevivência que permite colonização de 

ambientes extremos, inibição de crescimento de outras espécies ou gêneros 

de fungos (Bhabhra & Askew, 2005; Martins et al., 2005). Pilhas de 

compostagem, em processo de auto aquecimento, são importantes fontes 

ambientais de A. fumigatus devido à sua forte termotolerância. Um estudo 

encontrou 100.000 unidades formadoras de colônia (UFC) por grama de 

peso seco de composto (Anastasi et al., 2005; Chung, 2013), pilhas de 

compostagem de folhas e galhos podem ser fontes de muitas e puras 

culturas de A. fumigatus (Kwon-Chung, 1992, 2013). 

A termotolerância em A. fumigatus é ainda mais marcante nos 

ascósporos, propágulos formados no ciclo sexual. Os ascósporos de A. 

fumigatus são protegidos por uma parede grossa, em comparação às outras 

espécies de Aspergillus e podem germinar mesmo depois de exposto a 

temperaturas de 70ºC por 30 minutos. Os conídios de A. fumigatus também 

podem sobreviver a longos períodos de desidratação. Aspergillus fumigatus 

é equipado para sobreviver e se propagar, com êxito, em ampla gama de 

condições ambientais na maior parte do mundo e pode ser isolado de 

grande variedade de substratos, ao longo do ano. Apesar de ter um 
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crescimento ideal à 37ºC sob pH 3,7 a 7,6, pode ser isolado em qualquer 

lugar onde vegetação em decomposição e solo alcançarem temperaturas 

entre 12ºC e 65ºC sob pH 2,1 a 8,8 (Jensen, 1931; Latgé, 1999; Sugui et al., 

2011; Kwon-Chung, 2013). 

Aspergillus fumigatus é um dos fungos dominantes em jardins e solos 

de estufas compreendendo 35% a 70% do total do número de formação de 

colônias fúngicas. É um eficiente reciclador na natureza, possuí um 

metabolismo versátil que atende a sua necessidade nutricional em diferentes 

condições ambientais. A presença de numerosas glicosil hidrolases e um 

grupo de proteinases extracelular no genoma do A. fumigatus atestam a 

habilidade de crescer, pela degradação de polissacarídeos da parede 

celular, em plantas e adquirir fontes de nitrogênio disponibilizado pela 

degradação de substratos protéicos (Tekaia and Latge, 2005; Abad et al., 

2010; Gibbons et al., 2012; Kwon-Chung, 2013). 

As colônias de A. fumigatus, geralmente, possuem aspecto aveludado 

com coloração cinza-azulada ou cinza-esverdeada, podendo ocorrer 

produção ou ausência de pigmento em algumas amostras. Os conidióforos 

de A. fumigatus são hialinos, de parede lisa, com vesícula piriforme. As 

cabeças conidiais são colunares, unisseriadas produzidas por uma fila única 

de fiálides. Os conídios do A. fumigatus são globosos ou subglobosos com 

um diâmetro de 2,0-3,0μm, com extremos de 3,5 μm, tamanho adequado 

para passar pela depuração da mucosa ciliada e alcançar o trato respiratório 

inferior. Um adulto pode inalar mais de 100 conídios de A. fumigatus, 

diariamente, de acordo com estimativa da concentração conidial em 

ambientes interiores e exteriores (1 a 100 conídios/m³) (Brakhage, 2002; 

Martins et al., 2005). 

As seguintes características tornam A. fumigatus um patógeno 

ubíquo: sobreviver e crescer em ampla variedade de condições ambientais, 

dispersão eficiente no ar, características físicas do conídio que permitem 

alcançar as vias áereas e rápida adaptação ao ambiente do hospedeiro 

(Latge, 1999; Abad et al., 2010; Kwon-Chung, 2013). 
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As características físicas e químicas do conídio contribuem na 

instalação das infecções do trato respiratório. Esporos fúngicos fazem parte 

de significativa proporção da massa de partículas aerolisadas no ambiente 

em que o trato respiratório humano está exposto diariamente. Existem vários 

tamanhos de esporos fúngicos no ar, esporos com 5,0 μm de diâmetro são 

muito grandes para alcançar as vias aéreas inferiores onde as infecções 

sistêmicas, em regra, são iniciadas (Cohen et al., 2011). Os conídios de A. 

fumigatus são dispersos com mais eficiência no ar, do que outros fungos 

filamentosos. Uma pequena corrente de ar pode causar a dispersão dos 

conídios devido a sua notável hidrofobia; os conídios de coloração azul- 

esverdeado são protegidos da radiação ultravioleta no ar, pelo acúmulo de 

melanina 1,8-dihidroxinaftaleno. A melanina na parede celular do conídio 

oferece proteção contra espécies reativas de oxigênio, enquanto também 

pode possibilitar a resistência à lise celular pelas células do hospedeiro (Tsai 

et al., 1999; Brakhage, 2002, 2005). Além disso, a superfície do conídio do 

A. fumigatus contém resíduos de ácido siálico com carga negativa mais 

expostos do que em outras espécies de Aspergillus; o ácido siálico auxilia, 

parcialmente, a adesão às proteínas da lâmina basal do hospedeiro e, dessa 

forma, o conídio de A. fumigatus adere ao epitélio das vias áereas e 

alveolares com mais eficiência que outras espécies de fungos com conídios 

de tamanhos similares (Wasylnka, 2001). O conídio de A. fumigatus germina 

e se adapta, rapidamente, ao ambiente do hospedeiro imunocomprometido; 

o conídio que alcança alvéolos é incapaz de suportar a resposta imune de 

hospedeiros imunocompetentes, devido a falta de fatores especializados de 

virulência (Tekaia, 2005). Pacientes submetidos a transplantes, quimioterapia 

ou doença granulomatosa crônica (DGC) estão em condições de alto risco 

de infecção. O conídio inalado germina e cresce rapidamente a 37ºC, 

temperatura corporal dos mamíferos, e cada conídio aumenta de volume e 

rompe a camada hidrofóbica em 4 horas para formar hifa curta (McDonagh 

et al., 2008). Durante esse curto período de crescimento, o conídio do A. 

fumigatus responde ao estresse imposto pelo ambiente do hospedeiro 

utilizando  um  programa  de  expressão  gênica  altamente  coordenado que 
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habilita a adaptação a limitação de ferro, privação de nitrogênio, glicose, 

estresse alcalino e outras condições desfavoráveis. Uma das características 

durante o início da infecção em cobaias é a ativação da biosíntese de 

gliotoxina, uma vez que, esta substância é imunossupressora, além de 

antimicrobiana de amplo espectro, que pode estar relacionada à adaptação 

ao ambiente do hospedeiro (McDonagh et al., 2008; Sugui et al., 2007). A. 

fumigatus está equipado para sobreviver em diversas condições 

desfavoráveis e o organismo de um hospedeiro imunodeficiente é uma 

condição no qual pode se adaptar com sucesso (Kwon-Chung, 2013). 

A ampla distribuição de A. fumigatus na natureza pode ser devido à 

presença de sistema de defesa bem-sucedido com produção de metabólitos 

secundários e bombas de efluxo. O genoma do A. fumigatus contém 22 

grupos de genes ligados ao metabolismo secundário e 16 diferentes 

metabólitos secundários foram identificados, incluindo gliotoxina (Gibbons et 

al., 2012; Frisvad and Samson, 1990; Sugui et al., 2007). 

As sequências completas do genoma estão disponíveis para A. 

fumigatus. O tamanho do genoma está entre 29 e 37 Mb, e a genômica 

comparativa tem mostrado uma variação extensa entre espécies, mas 

baixos níveis de diversidade genética entre estirpes de A. fumigatus 

especulativamente devido à sua estrutura de população em grande parte 

clonal. O genoma do A. fumigatus é dividido em oito cromossomos, cada um 

entre 1,8 - 4,9 Mb de tamanho, e existem 9.632 genes codificadores de 

proteínas, a maioria com função desconhecida (Pringle et al., 2005; Nierman 

et al., 2005). 

O genoma do A. fumigatus também é rico em enzimas específicas 

como catalases, superóxido dismutases e glutationas transferases para 

desintoxicação de espécies reativas de oxigênio (Abad et al., 2010; Burns et 

al., 2005). Todas essas características auxíliam A. fumigatus a sobreviver e 

se propagar em condições desfavoráveis a ampla gama de outros 

organismos ambientais (Kwon-Chung, 2013). 
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1.2 Aspergilose e tratamento 

 

 
Fungos do gênero Aspergillus, esporadicamente, são patogênicos em 

hospedeiros saudáveis imunocompetentes. O diagnóstico preciso da 

aspergilose é difícil, pois os sintomas clínicos não são específicos e podem 

ser confundidos com outras infecções, além do fato de que a ocorrência 

Aspergillus em cultura, nem sempre identifica vigência de infecção, o que 

pode justificar as altas taxas de mortalidade (Dimopoulos et al, 2010). Com 

novos métodos diagnósticos, por biomarcadores e métodos de imagem, ao 

lado de novas estratégias terapêuticas, as taxas de mortalidade reduziram 

chegando a 43% em alguns estudos. Imagens tomográficas 

computadorizadas de alta resolução e provas sorológicas para detecção de 

anticorpos e antígenos, considerados como biomarcadores, no soro quanto 

no lavado broncoalveolar, galactomanana, β-1,3-D-glucana, metabólitos e 

ácidos nucleicos específicos dos fungos são ferramentas diagnósticas 

complementares aos métodos tradicionais de exame direto, histologia e 

cultura (De Pauw et al, 2008; Neofytos et al, 2009; Nucci et al, 2013). 

Biomarcadores otimizam o diagnóstico, mas podem gerar resultados falsos- 

positivos e falsos-negativos, sendo necessário a combinação de sinais 

clínicos e isolamento do agente em cultura, para comprovar a infecção 

(Murray et al, 2006; Neofytos et al, 2013; Maertens et al, 2009). A 

galactomanana e DNA no soro de pacientes são os biomarcadores mais 

eficientes para aspergilose, mas ainda com baixa especificidade e 

sensibilidade nos testes devido à presença de biomarcadores no meio 

ambiente, alimentos, ar inalado, produtos farmacêuticos e instrumentos 

hospitalares (Vergidis et al, 2014; Millon et al, 2010; Harrison et al, 2010). 

O aumento de pacientes submetidos a transplantes e tratamentos 

com capacidade de imunodepressão, como quimioterapia, elevaram a 

probabilidade de infecção fúngica e ocasionaram introdução de profilaxia 

universal à base de fluconazol para diminuir mortalidade, em sua maior 

parte, por infecções invasivas por Candida spp.; apesar da diminuição dos 

casos de candidíase, o espectro de ação do fluconazol não inclui Aspergillus 
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spp. facilitando para a aspergilose ser considerada uma infecção emergente 

(Goodman et al., 1992; Marr et al., 2000; Nucci et al., 2006; Steinbach et al., 

2012; Neofytos et al., 2013, Jiang et al, 2013). 

As taxas de mortalidade em casos de aspergilose invasiva (AI) são 

altas, podendo ser 40% nos 3 primeiros meses e dependem do estado 

imunológico do paciente, chegando em 38% em pacientes com leucemia 

mieloide crônica, 50% a 60% em casos de transplante de órgãos sólidos e 

70% a 85% em outros pacientes imunocomprometidos (Denning et al, 1996; 

Lin et al, 2001; Lass-Florl et al, 2005; Pagano et al, 2010). O risco de 

infecção fúngica grave com alta mortalidade ocorre, de fato, em pacientes 

imunodeprimidos, representados por portadores de infecção avançada por 

HIV, neutropenia prolongada, imunodeficiência primária, transplantes de 

órgãos sólidos e de células tronco hematopoiéticas (Samarokoon e Soubani, 

2008). Aspergilose invasiva é observada, também, em pacientes críticos  

sem imunosupressão aparente em unidades de tratamento intensivo e em 

casos de pacientes com malignidade hematológica aguda, doença 

granulomatosa crônica, síndrome mielodisplástica, doenças ligadas a falhas 

na medula óssea como anemia aplástica, recidiva de leucemia aguda, 

alcoolismo, diabetes mellitus, terapia de imunossupressão, infecção por 

citomegalovírus, influenza, tratamentos com altas doses de corticosteroides 

sistêmicos e respiração mecânica prolongada (Patterson et al., 2016).  

Outras formas de aspergilose incluem a pulmonar crônica (APC) que ocorre 

em pacientes imunocompetentes e vem sendo considerada um dos 

principais problemas globais de saúde, estimando-se prevalência de 3 

milhões de casos mundiais. A forma mais frequente é a aspergilose 

broncopulmonar alérgica (ABPA) e estima-se que a doença afete mais de 4 

milhões de adultos (Denning et al., 2011a). 

O grau de risco do paciente e a epidemiologia local são a base da 

abordagem terapêutica. Para um tratamento adequado é fundamental 

ferramentas diagnósticas adequadas e conhecimento sobre a multiplicidade 

dos fatores de risco (Lothary, 2011; Lopez-Medrano, 2016; Veirweij, 2016a; 

Alanio, 2017). Atualmente existem três principais famílias de antifúngicos 
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utilizados no tratamento clínico de infecções fúngicas invasivas e disponíveis 

para o tratamento da aspergilose. Os polienos, os azóis, e as 

equinocandinas (Sanglard, 2016; Alastruey-Izquierdo et al., 2015; Baddley et 

al, 2013; Chandrasekar, 2010; Herbrecht et al., 2004). 

Os polienos são uma classe de antifúngicos representados pela 

anfotericina B e pela nistatina. A anfotericina B é pouco solúvel em água e 

não é absorvida pela via de administração intramuscular ou oral. A forma 

convencional de ser administrada é por via intravenosa no tratamento de 

infeções fúngicas sistêmicas (Murray et al, 2006; Scaglione, 2009). A 

anfotericina B é considerada o antifúngico mais eficaz para o tratamento da 

aspergilose invasiva, apresentando uma atividade clínica útil à semelhança 

da caspofungina e dos azóis, no tratamento primário da aspergilose invasiva. 

Também é utilizada no tratamento de diversas outras infeções fúngicas. Este 

antifúngico demonstra elevada atividade contra várias espécies de fungos. A 

maioria de A. fumigatus são inibidos por concentrações de 0,03 a 1 mg/mL 

de anfotericina B (Scaglione, 2009; Warris, 2015; Qiao, 2008). Resistência 

primária à anfotericina B é rara, mas foi identificada em A. terreus, em 

alguns isolados de A. flavus e A. ustus (Gonçalves et al., 2013 e 2016; Koss 

et al., 2002; Azzola et al., 2004). O tratamento com anfotericina B é limitado 

pela sua toxicidade a nível renal. Esta limitação levou ao desenvolvimento 

de formulações lipídicas do fármaco, com o objetivo de reduzir a toxicidade. 

As formulações lipídicas da anfotericina B aumentam a eficácia e diminuem 

os efeitos colaterais como a nefrotoxicidade. São recomendadas 

principalmente no tratamento de infeções fúngicas que não responderam à 

anfotericina B ou em pessoas com função renal deficiente (Murray et al, 

2006). 

Na prática médica, os azóis, mais especificamente os triazóis, são os 

antifúngicos mais utilizados para as micoses invasivas. Possuem um largo 

espectro de atividade in vitro, sendo agentes terapêuticos importantes para o 

tratamento sistémico e de prevenção de infecções fúngicas graves, como a 

aspergilose. Os triazóis apresentam uma toxicidade, significativamente 

menor quando comparados com a anfotericina B (Sanglard, 2016; Espinel- 
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Ingroff et al., 2010; Warris, 2015; Scaglione, 2009). Os antifúngicos de 1ª 

escolha utilizados no tratamento de aspergilose invasiva são os triazóis 

itraconazol, posaconazol e voriconazol (Figura 4), milhares de pacientes são 

tratados com esses fármacos, no mundo todo, e dependem da eficácia 

desses medicamentos para sua sobrevida. (Van der Linden et al, 2013; 

Fortún et al., 2012). 

 

 
Figura 4. Estrutura molecular de triazóis (Ren et al., 2017). 

 
 

O itraconazol atua contra um largo espectro de fungos, incluindo 

Aspergillus spp., que podem causar infeções superficiais e sistêmicas, sendo 

eficaz em pacientes imunocomprometidos menos graves, transplantados de 

órgãos, pacientes com anemias e pacientes com HIV e casos de falha no 

tratamento com anfotericina B. O itraconazol liga-se fortemente às proteínas 

plasmáticas e tem atividade fungicida contra Aspergillus spp, sendo 

considerado um agente de segunda linha no tratamento da aspergilose 

invasiva (Latgé, 1999; Murray et al., 2006; Scaglione, 2009). 

O voriconazol exerce uma ação antifúngica de largo espectro, sendo 

utilizado no tratamento de infeções graves e é considerado o antifúngico de 

primeira linha para o tratamento de aspergilose invasiva. Vários estudos 

demonstram que a maioria das cepas de Aspergillus spp. são totalmente 

suscetíveis ao voriconazol. Este antifúngico possui uma atividade antifúngica 

de largo espectro in vitro contra: A. fumigatus, A. flavus, A. terreus, A. 

nidulans e A. ustus, sendo indicado quando há falha no tratamento com a 

anfotericina B, e para a profilaxia de infecções fúngicas invasivas (Scaglione, 

2009; Guinea et al., 2008). 
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O posaconazol demonstra atividade fungistática contra Aspergillus 

spp. resistentes a outros azóis e a anfotericina B. O posaconazol é um 

agente antifúngico oral com um amplo espectro de ação e com mellhor 

eficácia clínica do que os outros antifúngicos disponíveis. É menos 

nefrotóxico e, provavelmente, menos propenso a interações 

medicamentosas (Howard et al., 2011; Zoller et al., 2010). 

A anfotericina B e o itraconazol podem ser utilizados, também, como 

profilaxia em pacientes com fator de risco alto (Saballs-Radresa et al., 2000; 

Kontoyiannis et al., 2005). A combinação é indicada pois estes fármacos têm 

diferentes mecanismos de ação com distintos locais alvo na célula fúngica 

(Chandrasekar, 2010). No entanto, a profilaxia, pode selecionar cepas 

resistentes e aumentar o risco de infecção dos pacientes, criando um risco 

individual (Verweij et al., 2016; Alanio, 2017). 

Apesar de A. fumigatus geralmente ser, na clínica, suscetível aos 

antifúngicos azólicos foi relatado aumento da resistência adquirida nos 

últimos anos (Camps et al, 2012a; Verweij et al, 2009; Snelders et al., 2008). 

A resistência clínica na aspergilose aos antifúngicos, em particular, em A. 

fumigatus é um fator de risco emergente no tratamento de pacientes com 

infecções agudas e crônicas. As taxas de mortalidade aumentam, 

significativamente, e alcançam 88% quando o agente apresenta resistência 

verificada em laboratório. A infecção por cepa resistente, portanto, podem 

tornar o tratamento ineficiente com um ou todos os triazóis (Verweij et al, 

2016; Denning & Bowyer, 2013). Casos de resistência adquirida vêm sendo 

descritos exclusivamente em pacientes com cavidade pulmonar ou 

aspergiloma (Camps et al., 2012; Howard et al., 2013). 

Nas resistências aos antifúngicos envolvendo A. fumigatus vem sendo 

observada a presença de resistência primária ou intrínseca aos azóis e 

outros agentes antifúngicos e a resistência secundária ou adquirida aos 

azóis (Gonçalves et al., 2016). Uma das rotas de seleção de cepas 

resistentes é através da longa exposição aos azóis em pacientes com 

formas crônicas de aspergilose. Nesses casos alguns pesquisadores 

sugerem que há evidência da evolução fúngica no pulmão, desde que cepas 
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com mesmo genótipo e diferentes perfis de suscetibilidade foram 

detectadas. Resistência aos azóis tem sido comum nessa população de 

pacientes, e os mecanismos de resistência são bastante variados (Verweij et 

al., 2015; Mortensen et al., 2011; Howard et al., 2011; Howard et al., 2009). 

 
 

1.2.1 Modo de ação e determinação de atividade de fármacos 

 

 
A anfotericina B tem a capacidade de se ligar à membrana plasmática 

do fungo, a qual é constituída pelo ergosterol necessário para manter a 

integridade da membrana. O ergosterol contribui para uma variedade de 

funções celulares, incluindo a fluidez e integridade da membrana e a função 

adequada de enzimas ligadas à membrana, tal como as proteínas 

associadas com o transporte de nutrientes e a síntese de quitina (Latgé, 

2009). A anfotericina B cria canais pelos quais atravessam íons de potássio, 

resultando assim num aumento da permeabilidade aos cátions e na 

interrupção do gradiente de prótons, inibindo assim as bombas de prótons 

ATPase. Isto causa esgotamento das reservas energéticas celulares, o que 

resulta num aumento da fragilidade da membrana podendo causar danos 

oxidativos na mesma (Latgé, 1999; Qiao, 2008; Sanglard, 2016). As 

resistências a esta classe de antifúngicos são extremamente raras no 

gênero Aspergillus. A maioria dos isolados de A. terreus são resistentes à 

anfotericina B, in vitro, não sendo claros os mecanismos da resistência 

intrínseca de A. terreus a este antifúngico. Foi recentemente observada a 

resistência à anfotericina B em A. fumigatus, mas é rara (Latgé, 1999; Qiao, 

2008). 

As equinocandinas, como exemplo a caspofungina, pertencem a uma 

classe de antifúngicos recente, atuando através de um novo mecanismo que 

inibe um componente essencial na parede celular dos fungos, através da 

inibição da ß-glucana, componente essencial da parede celular de 

Aspergillus spp. Como a ß-glucana não está presente nas células dos 

mamíferos, a atividade da caspofungina revela-se especifica para fungos, 
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razão pela qual esta classe de antifúngicos revelam um perfil excelente em 

termos de tolerância. As equinocandinas vieram resolver alguns dos 

problemas relacionados com terapias antifúngicas, em particular com azóis, 

dada a necessidade de ajustamento da dose administrada consoante a 

idade, a função renal e hepática (Collier, 1998; Sanglard, 2016; Scaglione, 

2009). 

O mecanismo de ação dos triazóis interfere com a biossíntese do 

ergosterol presente na membrana dos fungos, através da inibição da enzima 

do citocromo P-450 (CYP) a 14-α-desmetilase, codificada pelo gene cyp51A, 

que catalisa a biossíntese do ergosterol, convertendo o lanosterol em 

ergosterol, levando à acumulação intracelular de 14-α-metilesteróis. A 

inibição do citocromo impede a síntese do ergosterol nas membranas dos 

fungos, alterando a via de síntese e acumulação de fosfolipídeos e ácidos 

graxos insaturados dentro da célula fúngica, prejudicando a fluidez da 

membrana celular. A inibição da síntese de ergosterol resulta na inibição do 

crescimento da célula fúngica, efeito fungistático, ou na morte celular, efeito 

fungicida. Este mecanismo é específico porque estes antifúngicos têm maior 

afinidade com as enzimas da célula fúngica do que para as enzimas do 

citocromo P-450 humanas. Os azóis interagem e inibem as proteínas do 

cyp51, que por sua vez reduzem o teor de ergosterol e prejudicam o 

metabolismo de esterol nas células, resultando em um efeito fungistático em 

baixas concentrações de azóis ou fúngicida em altas concentrações de azóis 

(Murray et al., 2006; Alcazar-Fuolli et al., 2008; Scaglione, 2009; 

Chandrasekar, 2010; Espinel-Ingroff et al., 2010; Abdolrasouli et al., 2015; 

Warrilow et al., 2015). 

O primeiro caso publicado de isolados de A. fumigatus resistentes ao 

itraconazol ocorreu em 1979. Apesar de ser incomum, a resistência aos 

azóis em A. fumigatus é cada vez mais importante. O uso crescente de 

antifúngicos tem provocado uma pressão seletiva sobre as diferentes 

espécies e cepas de fungos, levando ao aparecimento de resistências: as 

espécies/cepas sensíveis vão sendo substituídas por cepas resistentes, 

havendo assim transição na epidemiologia das infeções fúngicas, levando a 
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desenvolvimento de resistências secundárias em várias espécies/cepas 

(Latgé, 1999; Qiao, 2008; Alastruey-Izquierdo et al., 2015). 

Nos últimos anos casos de resistência clínica têm aumentado, 

tornando-se um problema de saúde pública, em paralelo à demonstração in 

vitro da resistência, tanto em isolados clínicos, quanto em ambientais de A. 

fumigatus em diversas partes do mundo (Espinel-Ingroff et al., 2010; Hajjeh, 

2001; Azevedo et al., 2015; Verweij et al., 2009). As resistências foram 

descritas para praticamente todos os antifúngicos, azólicos, incluindo 

itraconazol, posaconazol, voriconazol e isavuconazol, em várias espécies de 

Aspergillus. Novos padrões de resistência vêm sendo observados, incluindo 

o aparecimento de resistência simultânea a diferentes classes de 

antifúngicos (multirresistência) ou resistência cruzada, definida como aquela 

que ocorre frente a diferentes moléculas antifúngicas pertencentes à mesma 

classe, p.ex. Aspergillus spp. resistentes a vários azóis (Collier, 1998; 

Sanglard, 2016). O fenômeno de multirresistência leva à sérias 

consequências no manejo de infecções fúngicas. A resistência cruzada 

tendo sido demonstrada, in vitro e in vivo, entre itraconazol e posaconazol, 

que são estruturalmente semelhantes, sendo menos frequentes entre 

itraconazol e voriconazol que são estruturalmente diferentes (Qiao et al., 

2008; Verweij et al., 2009). 

Foram descritas taxas de resistência a triazóis de 3,2%, entre cepas 

da seção Fumigati; entre os isolados resistentes, 78% eram A. fumigatus 

sensu stricto, e 22% eram espécies crípticas A. udagawae, A. 

thermomutatus, e A. lentulus (Lamoth et al., 2016; Van der Linden et al., 

2015). Em 2015, Bastos e colaboradores, descreveram o primeiro caso 

brasileiro de aspergilose pulmonar invasiva causada por A. lentulus, 

relatando uma cepa resistente a anfotericina B e aos azóis itraconazol e 

voriconazol. Em outro estudo brasileiro os altos valores de concentração 

inibitória mínima (MIC) de itraconazol e voriconazol (2 e 16 g/mL, 

respectivamente) foram observadas para um isolado de A. thermomutatus 

(Nascimento et al., 2003; Negri et al., 2014; Bastos et al., 2015). 
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Considerando que as diferentes espécies podem apresentar perfis de 

suscetibilidade distintos, a identificação de espécies se tornou um importante 

preditor do resultado clínico (Nascimento et al., 2003; Negri et al., 2014; 

Bastos et al., 2015). Dada a emergência de resistências aos compostos 

azólicos em Aspergillus spp., bem como os distintos perfis de suscetibilidade 

apresentado por diferentes espécies crípticas dentro da mesma seção, 

torna-se essencial efetuar a determinação da suscetibilidade aos 

antifúngicos. Deste modo, determinar MIC desses compostos, em isolados 

clínicos e ambientais, por métodos adequados é necessário para contribuir 

com dados epidemiológicos, além de melhorar os resultados nos 

tratamentos clínicos (Verweij et al., 2009a). Nas últimas décadas, testes de 

suscetibilidade a antifúngicos foram normatizados e, atualmente, aplicam-se 

a laboratórios de microbiologia. Métodos de referência norte americanos e 

europeus foram desenvolvidos, assim como os equivalentes sistemas 

comerciais, estes últimos mais apropriados a laboratórios clínicos. Além 

disso, foram realizados muitos estudos sobre a correlação de resultados 

obtidos in vitro com o desfecho clínico de pacientes, mas para fungos 

filamentosos esse objetivo ainda não foi atingido. Com base em valores 

específicos de MIC os fungos podem ser atribuídos às categorias clínicas 

"suscetível", "intermediário ou suscetível, aumentando exposição" e 

"resistente". Um microrganismo é classificado como ―suscetível‖ (S), quando 

existe uma elevada probabilidade de sucesso terapêutico utilizando o regime 

de dosagem padrão do agente. Quando existe uma alta probabilidade de 

sucesso terapêutico devido ao aumento da exposição ao agente ajustando- 

se o regime de dosagem ou sua concentração no local de infecção o 

microrganismo é classificado como "intermediário" ou "suscetível, 

aumentando exposição" (I) e quando há alta probabilidade de falha 

terapêutica, mesmo quando há um aumento da exposição, o microrganismo 

é classificado como ―resistente‖ (R) (Arendrup et al., 2020). 

Os breakpoints podem ser alterados devido a mudanças nas 

circunstâncias (por exemplo, mudanças nas dosagens de medicamentos 

comumente usadas) ou quando surgem dados/conhecimentos adicionais ). 
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O EUCAST estabeleceu breakpoints para alguns antifúngicos azólicos e 

anfotericina B contra espécies de Aspergillus, esses breakpoints são válidos 

apenas ao usar o método EUCAST de TSA (Tabela 1) ( Hope et al., 2013; 

Arendrup et al., 2020). O CLSI aprovou seu primeiro breakpoint para fungos 

filamentosos na reunião de 26 de janeiro de 2019 do Subcomitê de Teste de 

Susceptibilidade Antifúngica. O breakpoint a susceptibilidade de A. fumigatus 

ao voriconazol é ≤ 0,5 μg/ml, e o breakpoint da resistência é ≥ 2 μg/ml. O 

CLSI não tem breakpoints para outras espécies de Aspergillus ou outros 

fungos filamentosos. Embora existam poucos breakpoints de Aspergillus, os 

resultados de MIC, também, podem ser compilados por espécie  e 

anfifúngico e apresentados em gráficos de modo a elaborar curvas de 

distribuição. Estas curvas permitem o cálculo de pontos de corte 

epidemiológicos (epidemiologic cutoff values, ECV) que representam uma 

ferramenta essencial para separação de isolados selvagens (wild-type, WT) 

e não-selvagens (N-WT), estes últimos com probabilidade de apresentarem 

mecanismos de resistência. Os valores de corte epidemiológicos (ECVs ou 

ECOFFs), para várias espécies de Aspergillus e combinações de 

antifúngicos, foram desenvolvidos pelo EUCAST e podem ser utilizados 

como critérios interpretativos, o CLSI ainda não publicou valores de ECVs 

para Aspergillus spp. (Tabela 2) (Alastruey-Izquierdo et al., 2015; Lockhart et 

al., 2020). 

Os ECVs permitem classificar um isolado de fungo filamentoso como 

tipo selvagem (wild-type - WT), para uma espécie, pela ausência de 

mecanismos de resistência adquiridos e mutacionais fenotipicamente 

detectáveis ao farmáco em questão e é definido como (non-wild-type - NWT) 

pela presença de mecanismos de resistência adquiridos ou mutacionais 

detectáveis fenotipicamente ao farmáco em questão (Arendrup et al., 2020). 

Os critérios utilizados para estabelecer ECVs para os fungos 

filamentosos são baseados em cálculos estatísticos arbitrários e os valores 

notificados para A. fumigatus tem base na distribuição de frequência de 

MICs para grandes coleções de isolados clínicos e ambientais (Meletiadis et 

al., 2011). Desse modo, o conhecimento da epidemiologia local e global da 
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resistência pode ser avaliada e monitorada ao longo do tempo (Alastruey- 

Izquierdo et al., 2015). 

Pontos de corte epidemiológicos, utilizando-se a metodologia de 

microdiluição (CLSI-BMD) para três antifúngicos triazólicos, foram propostos 

para A. fumigatus: itraconazol (1mg/L), voriconazol (1mg/L) e posaconazol 

(0,25mg/L). Para 637 isolados, MICs acima dos ECVs (não WT), 

respectivamente de itraconazol, voriconazol e posaconazol, foram 

observados em 0,2%, 0,2% e 0,8% (Pfaller et al., 2009). Em outro estudo 

com grande número de isolados (n=2778) as taxas de não WT foram 

maiores: 2,6%, 3,1% e 2,2%, respectivamente, para itraconazol, voriconazol 

e posaconazol (ECV de posaconazol considerado em 0,5mg/L) (Espinel- 

Ingrof et al., 2010). 

 
 

Tabela 1. Breakpoints clínicos aos antifúngicos e categorias interpretativas 
para fungos filamentosos através dos padrões de microdiluição em caldo do 
CLSI e EUCAST, 2020. 

 
  CLSI breakpoint (μg/ml)    EUCAST breakpoint (mg/L)  

Antifúngico Espécie S I SDD R S I SDD R 

Voriconazol A. fumigatus ≤ 0,5 — — ≥ 2 ≤ 1 — — > 2 

Itraconazol A. flavus — — — — ≤ 1 — — > 2 

 A. fumigatus — — — — ≤ 1 — — > 2 

 A. nidulans — — — — ≤ 1 — — > 2 

 A. terreus — — — — ≤ 1 — — > 2 

Isavuconazol A. fumigatus — — — — ≤ 1 — — > 1 

 A. nidulans — — — — ≤ 0,25 — — > 0,25 

 A. terreus — — — — ≤ 1 — — > 1 

Posaconazol A. fumigatus — — — — ≤ 0,125 — — > 0,25 

 A. terreus — — — — ≤ 0,125 — — > 0,25 

Anfotericina B A. fumigatus — — — — ≤ 1 — — > 2 

 A. niger — — — — ≤ 1 — — > 2 

 
Os breakpoints CLSI e EUCAST são relatados em diferentes unidades. Traços 

emem representam instâncias em que os breakpoints não foram estabelecidos. S, 
suscetível; I, intermediário; SDD, suscetível dose dependente; R, resistente. 
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Tabela 2. Valores de corte epidemiológicos aos azóis para Aspergillus spp. 
através dos padrões de microdiluição em caldo do CLSI, 2018 e EUCAST, 
2020. 

 
Antifúngico Espécie CLSI ECV (μg/ml) EUCAST ECOFF (mg/L) 

Voriconazol A. flavus 2 2 

 A. fumigatus 1 1 

 A. niger 2 2 

 A. terreus 2 2 

Itraconazol A. flavus 1 1 

 A. fumigatus 1 1 

 A. nidulans — 1 

 A. niger 4 4 

 A. terreus 2 0,5 

Isavuconazol A. flavus 1 2 

 A. fumigatus 1 2 

 A. nidulans — 0,25 

 A. niger 4 4 

 A. terreus 1 1 

Posaconazol A.flavus 0,5 — 

 A. niger 2 — 

 A. terreus 1 — 

 
Traços emem representam situações em que os ECVs não foram estabelecidos 

 
 

 
1.2.2 Mecanismos de resistência a fármacos azólicos 

 

 
Os mecanismos básicos verificados em micro-organismos pouco 

sensíveis/resistentes a fármacos são: redução da afinidade e interação da 

proteína alvo do fármaco, super expressão da proteína alvo na célula, 

degradação do fármaco intra ou extracelular ou, ainda, diminuição da 

concentração do fármaco, por sistemas de bombas de efluxo ou rotas ainda 

desconhecidas (Hagiwara et al., 2016). 

A. fumigatus possuí alto número de transportadores, em relação aos 

seus parentes genéticos próximos (Nierman et al., 2005). Apesar de A. 
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fumigatus ser um micro-organismo eucariótico a complexidade da sua 

composição celular não o impede de desenvolver rapidamente resistência à 

exposição de antimicrobianos, assim como bactérias patogênicas. Entretanto 

a transferência horizontal de genes, que é comum nos casos de resistência 

bacteriana, não é comumente vista nos fungos. Os mecanismos de 

resistência aos azóis foram elucidados pela identificação de diversas 

mutações em isolados resistentes de A. fumigatus. As mutações detectadas 

com maior frequência estão relacionadas com a proteína alvo dos azóis 

codificada pelo gene cyp51A, a 14-α-desmetilase. A. fumigatus também 

possui o gene cyp51B, com 63% de semelhança genética ao cyp51A, mas 

que codifica proteínas diferentes. Mutações, raramente, foram encontradas 

no gene cyp51B e não parecem estar relacionadas à resistência; no entanto, 

a expressão e super expressão do gene cyp51B é observada em isolados 

clínicos resistentes aos azóis (Martel et al., 2010; Buied et al., 2013). As 

mutações causam diminuição na afinidade do azol com a enzima-alvo 14-α- 

desmetilase, mas sem alterar a atividade enzimática para produção do 

ergosterol. Mutações ocasionando a troca de aminoácidos específicos ou a 

inserção de repetições (34pb, 46pb, 53pb) na região promotora do gene 

cyp51A, têm sido observadas em isolados clínicos de Aspergillus spp. 

resistentes aos azóis (Latgé, 1999; Alastruey-Izquierdo et al., 2015). A 

substituição de um único aminoácido (G54, G138, G448, M220, P216, F219, 

Y121, Y431) na proteína formada pelo cyp51A pode conferir resistência aos 

azóis (Figuras 4 e 5) (Mann et al., 2003; Mellado et al., 2004; Howard et al., 

2009; Camps et al., 2012a; Krishnan-Natesan et al., 2012; Albarrag et al., 

2011; Lescar et al., 2014; Chowhary et al., 2014a). 

Recombinações de mutações (TR34/L98H e TR46/Y121F/T289A) 

são predominantes em isolados de pacientes expostos, ou não, a 

tratamentos com fármacos azólicos. No entanto, 64% e 71% dos isolados de 

A. fumigatus resistentes a mais de um azol (convencionalmente, 

denominada resistência cruzada) foram descritos em pacientes com AI que 

nunca tinham sido expostos a tratamentos com azóis (Chang et al., 2016; 

Van der Linden et al., 2011; Sanglard, 2016; Van der Linden et al., 2013). 



43  

Mecanismo de resitência com repetição em tandem de 53 pares de bases no 

região promotora do cyp51A (TR53) não associado a outras mutações 

pontuais foi relatado em isolado recuperado de um paciente com doença 

granulomatosa crônica e amostras ambiemtais de solo ( Hodiamont et al., 

2009; Alvarez-Moreno et al., 2017). 

Os mecanismos de resistência em Aspergillus são, portanto, 

caracterizados em regra (90%) por pontos de mutação no gene cyp51A. 

Algumas mutações são responsáveis por resistência a múltiplos azóis e 

cada grau de resistência pode ter impacto no resultado de pacientes com 

aspergilose invasiva e doença crônica (Mellado et al., 2001; Denning et al., 

2013; Chowdhary et al., 2014a; Lazzarini et al., 2015; Moye-Rowley, 2015). 

Em número crescente de isolados resistentes, o mecanismo 

subjacente permanecia desconhecido até que, recentemente, 2 isolados 

isogênicos de A. fumigatus, ambos com gene cyp51A de tipo selvagem, um 

suscetível e outro resistente, foram analisados por sequenciamento do 

genoma para identificação da mutação que conferia resistência. Várias 

mutações potenciais não sinônimas, em regiões codificadoras de proteínas, 

foram identificadas. Destas, 6 mutações foram estudadas por PCR e 

sequenciamento Sanger. Apenas uma mutação, no gene HapE, conferiu 

resistência na progênie, enquanto as outras 5 não se correlacionaram com 

resistência. As experiências de cruzamento para obtenção da fase sexual 

mostraram que uma substituição de P88L no fator de transcrição de ligação 

CCAAT estava conferindo resistência no gene HapE. O potencial da 

mutação HapE P88L para conferir o fenótipo de resistência foi demonstrado 

pela clonagem do gene HapE mutado em uma estirpe suscetível aos azóis. 

Curiosamente, os isolados clínicos de A. fumigatus portadores de uma 

mutação neste locus revelaram redução da afinidade desses fármacos. 

Estudos detalhados relativos ao diagnóstico molecular de resistência são 

necessários para entender caminhos alternativos e suas implicações em 

isolados resistentes de A. fumigatus (Camps et al., 2012B). 
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Figura 5. Ilustração do gene cyp51A de A. fumigatus, mostrando região 
promotora, posição de diferentes mutações e seus fenótipos de resistência aos 
antifúngicos azólicos (Verweij, 2009B) 

 
 

 

Figura 6. A. fumigatus gene cyp51A, região promotora e os pontos de mutação 

que conferem resistência aos antifúngicos azólicos (Chowdhary et al., 2014A) 
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Figura 7. Mecanismo de resistência em A. fumigatus devido a (A) 
aumento do efluxo do fármaco, (B) super expressão da enzima 
alvo e (C) importação de colesterol exógeno (Chowdhary et al., 
2014A) 

 
 
 

 

Ainda que o gene cyp51A possa ser considerado o mais frequente 

ponto de acesso às mutações ligadas à resistência, muitos isolados com 

fenótipo de resistência aos azóis não apresentavam  mutações nesse gene, 

o que sugeriu a existência de outros mecanismos de resistência. A fim de 

infectar e colonizar o hospedeiro os fungos precisam superar o acúmulo de 

toxinas intra celulares, o que é realizado por bombas de efluxo 

transportadoras tipo ATP-binding cassette (ABC) e transportadoras da 

principal super família facilitadora (MFS). A super expressão desses 

transportadores de efluxo já foi bem documentada em leveduras; em A. 

fumigatus contém, ao menos, 49 genes codificando ABC (Lelièvre et al., 

2013). Entre eles, 12 genes estão relacionados com a codificação de uma 

sub-classe de ABC, conhecida por PDR (ABC-G); um desses genes (Cdr1B) 

já foi identificado como responsável por resistência aos azóis em A. 

fumigatus, por estar super-expresso em isolados resistentes e por sua 

deleção estar ligada à ocorrência de alta suscetibilidade aos azóis (Coleman 

& Mylonakis, 2009; Fraczek et al., 2013; Paul et al., 2013). 

Outro mecanismo de resistência aos azóis adotado por A. fumigatus 

após a exposição aos triazóis é a incorporação na membrana plasmática 

de colesterol exógeno compensando o ergosterol depletado pela ação 



46  

desses fármacos. Xiong e colaboradores demonstraram in vitro atenuação 

da atividade de itraconazol contra A. fumigatus na presença de soro ou 

colesterol no meio de cultura. As proteínas de ligação são fatores de 

transcrição ligados à membrana (SREBPs) e identificadas, pela primeira 

vez, em mamíferos como reguladores do colesterol e metabolismo lipídico 

(Espenshade, 2006; Espenshade & Hughes, 2007; Xiong et al., 2005). 

Importante ressaltar que mutações que levam substituição de um 

único amino ácido tendem a surgir durante tratamentos prolongados de 

aspergilose crônica com azóis ou paciente infectado com isolados 

suscetíveis e resistentes (Mann et al., 2003; Mellado et al., 2004; Howard et 

al., 2009; Camps et al., 2012a; Krishnan-Natesan et al., 2012; Albarrag et 

al., 2011; Lescar et al., 2014). Tais condições podem estar presentes em 

pacientes com aspergiloma em tratamento com azóis, em que dentro da 

cavidade pulmonar a reprodução assexual do A. fumigatus ocorre 

produzindo muitos conídios, muitos dos quais podem conter mutações que 

configurem resistência aos azóis. Análises genéticas de culturas de A. 

fumigatus, provindos de pacientes com aspergilose e de biópsias de 

aspergilomas confirmam que A. fumigatus sofre diversas alterações 

geneticas durante a infecção incluindo aquelas que o permitem  

desenvolver resistência aos azóis (Camps et al., 2012A). Isto pode refletir 

no diagnóstico onde colônias com multiplos mecanismos de resistência aos 

azóis podem estar presentes na cultura, simultaneamente, a colônias 

suscetíveis aos azóis (Howard et al., 2013). 

Um resumo dos mecanismos conhecidos de resistência aos azóis 

(Figura 7) e, em particular, aqueles descritos para A. fumigatus (Figura 8). 
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1.3 Resistência em isolados ambientais de Aspergillus 

 

 
 

Figura 8. Os três mecanismos de resistência aos medicamentos azólicos. (A) 
Presença de mutações responsáveis pela substituição causando 
modificações estruturais da enzima cyp51A que conduz à menor afinidade 
dos azóis. (B) Super expressão do gene cyp51A devido à inserção de 34 pb, 
em sua região promotora, combinada com substituição no codon 98 de 
leucina por histidina (TR34 / L98H) causando aumento no nível celular de 
cyp51A. (C) Super expressão dos genes que codificam o transportador de 
efluxo causando redução na acumulação intracelular de fármaco azólico 
(Berger et al., 2017) 

 
 

 

Figura 9. Mecanismos de resistência a azóis em A. fumigatus, em que os  
MICs (mg/L) das cepas mutantes constam entre parênteses. (A) substituições 
de aminoácidos nos codons (G54, P216, F219, M220 e G448); (B) 
transportadores ABC de efluxo; (C) seqüências de repetição na região 
promotora do gene cyp51A (Hagiwara et al., 2016) 
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A super expressão do gene cyp51 ocorre, ainda, em isolados de 

fungos fitopatógenos e presentes no solo, estando também relacionada a 

inserções na região promotora do gene cyp51. As mutações nesse gene são 

responsáveis por 90% dos casos de resistência e são relacionadas às 

condições ambientais de longa exposição a fungicidas azólicos (Figura 9) 

(Becher and Wirsel, 2012; Hamamoto et al., 2000; Hagiwara, 2016). Os 

mecanismos de resistência em cepas ambientais de A. fumigatus também 

estão relacionados a diferentes substituições recombinantes de aminoácidos 

no gene cyp51A com, ou sem inserção de TR no promotor do gene cyp51A 

(Snelders et al., 2011, 2015). Do mesmo modo como descrito para isolados 

clínicos resistentes de Aspergilllus spp., mutações que ocasionam troca de 

aminoácidos específicos ou inserção de repetições 34pb, 46pb, 53pb podem 

ocorrer também em isolados ambientais resistentes aos azóis (Latgé, 1999; 

Alastruey-Izquierdo et al., 2015). 

A maioria das cepas resistentes aos azóis portam a mutação 

TR34/L98H no gene cyp51A, com substituição da leucina códon 98 por 

histidina (L98H) além da presença de 2 cópias de sequência em tandem de 

34-bp no gene cyp51A resultando em super expressão do gene cyp51A 

(Snelders et al., 2008; Abdolrasouli et al., 2015; Mellado et al., 2007; Van der 

Linden et al., 2011; Shapiro et al., 2011; Van Ingen et al., 2015). 

Os recombinantes que abrigam TR34 e TR46 apresentam aumento 

da expressão do gene cyp51A, se comparados às cepas parentais; quando 

ocorre apenas TR o efeito é moderado sobre a suscetibilidade aos azóis, 

com pouca alteração do MIC de itraconazol (de 0,25 a 0,5 para 0,5 a 1mg/L) 

e MIC de voriconazol (de 0,25 a 0,5 para 1 a 2 mg/L). 

As mutações descritas para isolados clínicos de A. fumigatus, estão 

sendo descritas em isolados ambientais de diversos países da Europa, 

China, Oriente Médio, Índia, África, Austrália, Turquia, Estados Unidos e 

Colômbia (Figura10). A combinação de mutações representada por 

TR46/Y121F/T289A alterações de aminoácidos de tirosina em fenilalanina 

no codon 121 e treonina em alanina no codon 289, acoplado com uma 

repetição em tandem de uma sequência de 46 pares bases na região 
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promotora, está ligada à resistência ao voriconazol e foi observada, também, 

em isolados A. fumigatus de meio ambiente na Europa, Índia, África e 

América Latina (Verweij et al., 2015; Abdolrasouli et al., 2015; Le Pape et al., 

2016; Fuhren et al., 2015; Tashiro et al., 2012; Fischer et al, 2014; Astvad et 

al., 2014; Chowdhary et al., 2014B; Chen et al., 2015; Pelaez et al., 2015; 

Steinmann et al., 2015; Lavergne et al., 2015). 

As mutações ligadas a mecanismos de resistência (TR34/L98H e 

TR46/Y121F/T289A) são predominantes em isolados ambientais. (Chang et 

al., 2016; Van der Linden et al., 2011; Sanglard, 2016; Van der Linden et al., 

2013). As mutações L98H ou Y121F sozinhas foram associadas a aumento 

moderado nos MICs (itraconazol de 0,25 a 0,5 para 0,5 a 1 mg/L e 

voriconazol 0,25 a 0,5 para 1a 4 mg/L). Porém, os níveis de resistência aos 

azóis são altos na presença de uma combinação de TR e substituição de 

aminoácido. Na vigência da combinação TR34 com L98H, os MICs atingem 

valores acima de 16 mg/L para itraconazol e 2 mg/L para voriconazol, e para 

recombinantes de TR46 com Y121F observam-se MICs acima de 8 mg/L, 

tanto para itraconazol, quanto para voriconazol (Paul et al., 2012). 

 
 
 
 
 
 

 

Figura 10. Dois mecanismos de resistência derivados do meio ambiente. 
Simplificação dos mecanismos de resistência TR34/L98H (acima) e 
TR46/Y121F/T289A (abaixo). As estrelas indicam mutações no cyp51A 
que conferem substituições de aminoácidos. TR é uma sequência com 
diversas cópias na região promotora do gene (Jesen, 2016). 
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Figura 11. As áreas em vermelho mostram países que relataram o mecanismo 
de resistência TR34/L98H e TR46/Y121F/T289A em isolados de A. fumigatus 
clínicos ou ambientais (Verweij, 2015). 

 

 

Para o controle e prevenção de uma doença é necessário 

entendimento da sua epidemiologia, em particular, das características do 

agente etiológico. No entanto, apesar de significantes esforços, a 

epidemiologia molecular global das infecções por A. fumigatus permanece 

pouco compreendida. Um recente estudo analisando 2.026 isolados de A. 

fumigatus, de 13 países em 4 continentes, usando 9 marcadores de 

microssatélites altamente polimórficos, demonstrou que as amostras 

pertenciam a 8 agrupamentos (clusters), 7 dos quais mostraram ampla 

distribuição global, sinais de recombinação genética em determinados 

clusters e evidências de hibridização entre muitos clusters foram 

encontradas. Diferenças genéticas geográficas e ecológicas foram 

encontradas entre as populações, havendo evidências do fluxo de genes em 

escalas locais, regionais e globais. As populações suscetíveis e resistentes 

aos antifúngicos triazólicos mostraram diferenças na estrutura populacional, 

compatível com a pressão dos antifúngicos, desempenhando um papel 

significante na adaptação local. Os resultados desse estudo sugerem que as 

populações globais de A. fumigatus são moldadas pela diferença histórica, 

fluxo de genes contemporâneo, reprodução sexual e seleção local de 

antifúngicos que está impulsionando a expansão clonal de genótipos 

resistentes a múltiplos triazóis (Ashu et al., 2017). 
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Estudos com isolados mutantes de A. fumigatus sugerem expansão 

clonal de um ancestral resistente comum (Abdolrasouli et al., 2015; Van der 

Linden et al., 2011). A expansão devido à disseminação ambiental do 

conídio, a partir de diversas fontes, seria facilitada pelo seu pequeno 

tamanho, capacidade de cobrir milhares de milhas no ar e de se manter 

viável por longos períodos (Nicolle et al., 2011; Warris et al., 2001; Verweij et 

al., 2015; Vermeulen et al., 2013; Chowdhary et al., 2013). 

Por ser esporo da fase assexuada, o conídio tem alta taxa de 

multiplicação e este pode ser um fator contribuinte para ocorrência de 

mutações. Três processos de reprodução são reconhecidos em A. 

fumigatus: assexual, sexual e parasexual (Figura 11-A). Em contraste com a 

reprodução sexual e assexual que são conhecidas por ocorrer amplamente 

em muitos micro-organismos, a recombinação parasexual é mais uma 

estratégia de fungos para gerar diversidade genética do que um modo de 

reprodução. A consequência desses aspectos do ciclo de vida é um 

aumento da diversidade genética através da espontaneidade de mutações e 

reorganização de genótipos, aumentando assim a probabilidade de que a 

descendência inclua tipos que estão mais bem adaptados a um novo 

ambiente. Azóis não são mutagênicos ou recombinogênicos por si, mas a 

exposição aos azóis provoca uma forte pressão seletiva para A. fumigatus 

com resistência. Quando as condições são certas, uma colônia de fungos é 

iniciada da germinação de um único esporo que da origem a 104 conídios 

(assexuais) (Adams et al., 1998). Consequentemente, após uma semana, 

uma colônia poderia produzir até 109 conídios. Durante  cada fase mitótica 

há uma probabilidade muito pequena de ocorrer uma mutação. No entanto, 

dado o grande número de divisões mitóticas que ocorrem durante a 

reprodução assexuada, esporos assexuados fornecem uma grande 

quantidade de mutações espontâneas, por exemplo, para que novas 

mutações de resistência sejam selecionadas no ambiente com azóis (Figura 

11- B) (Zhang et al., 2015). De modo interessante, foi observado em uma 

única colônia (técnica da colônia gigante) de A. fumigatus, o aparecimento 

de setores polimórficos, com textura floculenta e cor mais tênue. Nestes 
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setores foi demonstrado ocorrência de mecanismo de resistência, indicando 

que houve adaptação (fitness) para sobrevivência da cepa. Esse fenômeno 

foi causado por exposição a fungicida azólico difenoconazol (2 mg/L) em 

condições experimentais de laboratório (Verweij et al., 2016a). 

Isolados na fase teleomorfa, também, podem desenvolver 

resistência. A reprodução sexual requer 2 cepas parentais de tipos de 

acasalamento opostos (MAT1 e MAT2) (Casselton & Zolan, 2003). Em 

Aspergillus, após fertilização, um corpo frutífero (cleistotécio) é formado e 

pode conter 10 esporos sexuais originários do mesmo zigoto, 

geneticamente, diferentes devido a recombinação durante meiose. A 

variabilidade genética que está presente nas cepas parentais é aumentada 

através da restruturação desses genótipos. Genes e alelos associados com 

resistência de baixo nível podem evoluir para um fenótipo mais resistente 

quando colocados em um conjunto genético distinto (Figura 11-C). A 

pressão dos azóis, seja contínua ou em altas concentrações do produto, 

facilitará o surgimento de fenótipos altamente resistentes através de 

processo de seleção. A reprodução sexual, que até agora tem sido 

observada apenas em condições específicas de laboratório, pode demorar 

vários meses ocorrer (Camps et al., 2012; Casselton & Zolan, 2002; Bahbhra 

et al., 2012). 

O estágio sexual é tido como a principal fonte de aumento de variação 

gênica nos fungos, mas ainda não foi observado em a natureza para A. 

fumigatus, sendo vista apenas em laboratório e sob condições especiais. A 

recombinação parassexual também contribui para aumentar variação 

genética através da reorganização de genes, o que pode ocorrer em 

genótipos diferentes, mas com hifas compatíveis. A fusão de hifas permite 

que os núcleos se fundam, resultando em uma fase temporariamente 

diplóide em que pode ocorrer recombinação mitótica, antes de voltar para o 

estágio haplóide normal (Figura 11-D). Ocorrendo a variação genética, 

aumenta a possibilidade de produção de genótipos que podem se adaptar 

melhor a um ambiente de pressão, assim como proposto na teoria da 
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evolução pela seleção natural (Darwin, 1859; Pontecorvo, 1956; Stromnas 

and Garber, 1963; Dyer and O'Gorman, 2012). 

 
 

 

Figura 12. Reprodução de A. fumigatus e estratégias para 
adaptação à exposição aos azóis. Núcleos pretos: sensíveis, 
núcleos vermelhos: resistentes a azóis; outras cores: 
variabilidade dos núcleos. (A) Reprodução assexual (linha 
laranja), reprodução sexual (linha azul) e recombinação 
parassexual (linha roxa). (B) reprodução assexual aumenta o 
número de mutações espontaneas por divisão mitótica 
durante a produção intensa de conídios. (C) reprodução 
sexual como importante estrátegia para aumentar 
variabilidade genética através da recombinação meiótica. (D) 
ciclo parassexual que ocorre pela fusão de núcleos, 
geneticamente diferentes, mas de hifas compatíveis, 
permitindo a recombinação gênica no estágio diplóide, 
resultando no aumento da variabilidade genética (Verweij et 
al., 2015). 
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Se a presença de azóis no meio ambiente, pelo uso desses 

compostos como fungicidas de uso agrícola ou preservativos de madeiras, 

influencia os estágios de vida de Aspergillus spp. (por exemplo, aumentando 

a frequência de mutação ou a frequência de qualquer dos modos de 

reprodução) não está claro, mas deverá exercer forte pressão seletiva após 

surgir fenótipos resistentes (Verweij et al., 2016a). 

 
 

1.4 Fungicidas Agrícolas Azólicos 

 

 
Grande número de fungicidas azólicos que, assim como os fármacos 

azólicos inibem demetilase, são usados na agricultura desde 1970. Os 

fungicidas azólicos tem ampla gama de aplicações incluindo a proteção de 

plantas e culturas, a prevenção da deterioração pós-colheita e a preservação 

de materiais. Os fungicidas são usados globalmente criando um ambiente 

onde os A. fumigatus resistentes aos azóis podem prosperar (Pham et al., 

2014; ECDC, 2013; Verweij et al., 2016a). 

Mais de 30 moléculas de fungicidas são registradas para 

pulverização em plantações, mas apenas algumas são intrinsicamente ativas 

contra A. fumigatus (Gisi, 2014; Brent and Hollomon, 2007). Alguns desses 

fungicidas pertencem a classe dos triazóis e, portanto, possuem uma 

estrutura molecular (Figura 13) similar a dos antifúngicos clínicos (Snelders 

et al., 2012). Os fungicidas difenoconazol, tebuconazol e epoxiconazol 

possuem grande similaridade química com os triazóis clínicos, de alta 

atividade contra A. fumigatus, sendo possíveis candidatos a induzir 

resistência em Aspergillus (Snelders et al., 2009, 2012; Chowdhary et al., 

2012). 
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Figura 13. Estrutura molecular de fungicidas triazólicos utilizados na 
agricultura (Ren et al., 2016). 

 

 
Existe a hipótese de que isolados de A. fumigatus presentes no solo 

desenvolvam resistência devido ao uso de fungicidas azólicos utilizados 

contra fitopatógenos e proteção de colheitas (Verweij et al., 2016b). 

Muitos estudos realizados demonstram aumento na frequência de 

resistência aos azóis em A. fumigatus. Isolados de A. fumigatus contendo 

mutações demonstraram resistência aos antifúngicos in vivo e comprovadas 

in vitro (Verweij et al., 2015; Howard et al., 2013; Gregson et al., 2013; Lepak 

et al., 2013; Seyedmousavi et al., 2015). Estudos realizados na Espanha e 

no Reino Unido indicaram aumento na frequência de resistência aos triazóis 

e demonstraram mutações no gene cyp51, em casos sob terapias com 

azóis. Por outro lado, estudos em Países Baixos demonstraram aumento de 

resistência aos triazóis em A. fumigatus tanto em isolados de pacientes em 

tratamento com azóis, como em pacientes sem tratamento, assim como 

isolados do meio ambiente (Figura 14). A maioria do isolados resistentes 

carregava um único mecanismo de resistência TR34/L98H sugerindo que 

essa mutação era derivada do meio ambiente e envolvida com pressão 

seletiva de fungícidas utilizados na agricultura. As alterações genéticas que 

codificam esse mecanismo de resistência parecem se disseminar para 

outros países europeus, China, Oriente Médio, Austrália, África, India, bem 

como detectados em pacientes (ECDC, 2013). 



56  

As diferenças nos tipos e quantidades de fungicidas azólicos 

aplicados em cada região ou país podem atuar como pressões seletivas 

distintas e gerar diferentes frequências de isolados resistentes a triazóis. 

Esta hipótese foi apoiada por evidência de que isolados resistentes 

agrupados por origem geográfica eram altamente diferenciados 

geneticamente. A segunda possibilidade é que, quando expostos aos azóis, 

os isolados de mesmo cluster são mais prováveis de desenvolver a 

resistência aos azóis, do que aqueles de outros clusters. Se assim for, deve 

se tomar cuidado no uso dos fármacos azólicos para tratamento de 

infecções causadas por isolados de determinados clusters. Outra 

possibilidade é que alguns clusters são mais suscetíveis do que outros para 

aquisição de genes resistentes aos azóis, durante o processo de reprodução 

sexuada e recombinações gênicas. A ocorrência de recombinação dentro e 

entre populações genéticas de A. fumigatus pode ter implicações 

significativas na iniciação e disseminação de isolados resistentes capazes 

de provocar surtos de aspergilose (Ashu et al., 2017). 
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Figura 14. Rotas ambientais e clínicas do desenvolvimento da resistência a 
azóis em infecções por seção Fumigati. (A) exposição de conidios aos 
compostos azólicos na agricultura que pode induzir mutações em conídios 
resultando fenótipo resistente. (B) Paciente de aspergilose não tratada, após 
a inalação de conidios resistentes e sensíveis. (C) Paciente tratado com 
triazóis de uso clínico sob pressão iatrogênica, que leva à seleção de cepas 
resistentes. (D) Paciente infectado por cepa sensivel que recebe terapia de 
longo prazo com triazóis. (E) Paciente que recebeu terapia e evoluiu para 
cura, sem desenvolver resistência (seta preta). (F) Paciente com cepa 
resistente selecionada após terapia azólica (seta azul) ou por uso de azol na 
agricultura (seta verde). Isso induz falha no manejo clínico da doença 
(Verweij et al., 2009A; Berger et al., 2017). 

 

 
Isolados resistentes de A. fumigatus podem, obviamente, sobreviver 

em ambientes naturais, têm potencial para ampla dispersão e podem se 

adaptar ao meio do mesmo modo como isolados de tipo selvagem. A 

diversidade genética observada em isolados TR34/L98H foi atribuída a 

possíveis acasalamentos sexuais em populações naturais, o que se opõe à 

natureza clonal, como foi observado na Índia (Chowdary et al., 2012). Além 

disso, tais isolados podem ter um ciclo sexual in vitro e cruzar com isolados 

de diferentes origens genéticas (Camps et al., 2012). 

Os estudos que se concentram na genética evolutiva da origem da 

resistência ambiental de Aspergillus tendem a esclarecer o papel dos 
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fungicidas, ou de outros fatores, que desempenham papel fundamental no 

desenvolvimento da resistência aos azóis no meio ambiente. 
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2. Objetivos 

 
 

 
2.1 Objetivo geral 

 
 
 

Avaliar se a origem ambiental de mecanismos de resistência aos 

triazóis, em isolados clínicos e ambientais de A. fumigatus é modulada pela 

exposição à fungicida agrícola. 

 
 

 
2.2 Objetivos específicos 

 
 
 

 Proceder à exposição mensal a 1 fungicida azólico, em modelo de 

horta experimental, 2 isolados clínicos e 2 isolados ambientais de A. 

fumigatus ambos selvagens e não mutantes para gene cyp51A; 

 Monitorar valores de MIC de compostos azólicos fungicidas 

(difenoconazol, tebuconazol e metconazol) e fármacos (itraconazol, 

voriconazol e posaconazol), nos isolados expostos ao fungicida; 

 Avaliar o aparecimento de resistência por mutações no gene cyp51A 

em isolados selecionados e determinar sua similaridade genética, por 

microssatélite, com os isolados inoculados no solo, e 

 Correlacionar alteração de MIC de itraconazol, voriconazol ou 

posaconazol a ocorrência de mutações nos isolados expostos. 
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3. Material e Métodos 

 
 
 

3.1 Local de trabalho 

 
 
 

O presente trabalho foi realizado no Núcleo de Micologia do Instituto 

Adolfo Lutz, no Laboratório de Epidemiologia Molecular e Doenças 

Infecciosas (Lemdi) da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade 

Estadual de Campinas (FCM-Unicamp) e em uma área agrícola do município 

de Rio Claro. No período de março de 2018 a dezembro de 2019. 

 
 

3.2 Cepas utilizadas no estudo 

 

 
Foram utilizadas 4 cepas de A. fumigatus, sendo 2 clínicos (Af1 e Af2) 

de casos de aspergilose invasiva e 2 ambientais (Af3 e Af4) de ar 

atmosférico, mantidos na coleção de culturas do Departamento de Patologia 

Clínica da Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de 

Campinas. Estes isolados foram, previamente, identificados como A. 

fumigatus pelo sequenciamneto do gene β-tubulina e sequenciados no gene 

cyp51A, caracterizando-os como isolados selvagens para itraconazol (MIC < 

1 mg/L) e não mutantes. Estas cepas foram usadas para inoculação do solo 

utilizado nas hortas experimentais e denominadas para fins deste estudo 

como ―originais‖. 

 
 
 

3.3 Exposição das 4 cepas originais a fungicida e recuperação das cepas 

expostas 

 
 

A exposição a compostos azólicos (fungicidas) dos 4 isolados de A. 

fumigatus foi avaliada em protótipo de cultivo de cebolinha em um modelo de 
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horta experimental, localizada em área agrícola no Município de Rio Claro 

(Figura15). O período planejado de experimento com as hortas simuladas foi 

de 12 meses, sendo que, foram realizadas 11 pulverizações e 11 

recuperações. 

 
 

3.3.1 Preparo do solo com inóculo fúngico 

 

 
Dos 4 isolados foram obtidas culturas em placas de ágar batata, sob 

35°C durante 7 dias, que foram lavadas em solução de NaCl (0,85%), para 

coleta de conídios e suspensão de 3 x 107 UFC/mL. Uma porção de solo 

coletado de horta orgânica foi autoclavado e distribuido igualmente nos 8 

vasos utilizados como horta experimental, com uma muda de Allium 

schoenoprasum (cebolinha) plantada em cada um dos vasos. Foram 

realizados com palitos de madeira esterelizados 4 furos, com profundidade 

aproximada de 15 cm, em pontos distintos do solo de cada vaso, em cada 

um dos furos foi inoculado a suspensão de conídios de A.fumigatus. 

 
 

3.3.2 Disposição da horta experimental e exposição ao fungicida 

 

 
A horta foi elaborada dentro de uma estufa de vegetação, dividida em 

duas áreas isoladas, sendo uma com 4 vasos-controle inoculados com as 4 

cepas (Af1, Af2, Af3, Af4) com A. fumigatus e outra área com 4 vasos 

inoculados com as mesmas cepas de A. fumigatus, mas pulverizadas 

posteriormente com fungicida difenoconazol (Figura16). 

Solução de fungicida foi aplicada, mensalmente, durante 12 meses de 

acordo com as recomendações do fabricante em volume de 100 mL/m2 na 

concentração de 0,167% de difenoconazol em solução de aditivo 

conservante, atenuador de espuma, tensoativo não iônico, umectante, 

espessante e solvente. 
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Figura 15. Estufa construída em área agrícola do município de Rio Claro 

contendo hortas experimentais de cebolinha (Fonte: arquivo pessoal). 
 
 

 

 
Figura 16. Esquema de disposição da área controle e da área exposta ao 
fungicida difenoconazol na horta experimental de cebolinhas. Setas azuis 
indicam o inóculo das 4 cepas (Af1, Af2, Af3, Af4), setas vermelhas indicam 
a pulverização do fungicida (Fonte: arquivo pessoal) 
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3.3.3 Coleta e processamento das amostras de solo 

 

 
Amostras de solo foram coletadas de cada vaso das duas áreas da 

horta experimental, mensalmente, e imediatamente antes da pulverização. A 

amostragem foi de 5 g de solo, diluído em solução salina estéril. Após 

sedimentação natural, 50 μL do sobrenadante de cada amostra foram 

submetidos a plaqueamento em ágar batata (30o C por até 7 dias), para re- 

isolamento de colônias. Para cada sobrenadante foi utilizada uma placa de 

ágar batata (Figura 17). De todas as colônias, até 5 delas, com 

características de A. fumigatus, foram reisoladas e purificadas. 

Comprovada a identidade micromorfológica por exame com lactofenol 

entre lâmina e lamínula dos isolados recuperados do solo, estes foram 

submetidos à determinação de MIC para fármacos e fungicidas. 

 
 

 
Figura 17. Suspensão das amostras de solo em salina estéril e colônias de 
A. fumigatus recuperadas em ágar batata (Fonte: arquivo pessoal). 
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3.4 Determinação de MIC 

 
 

Os MICs de 3 fármacos triazólicos- voriconazol, posaconazol e 

itraconazol- e de 3 fungicidas agrícolas- difenoconazol, tebuconazol e 

metaconazol- foram determinados, frente a cada um dos 4 isolados. Os 4 

isolados, antes de serem inoculados no solo, e isolados recuperados do solo 

foram submetidos à determinação de MIC para todos os triazólicos. As 

cepas recuperadas do solo, mensalmente, foram representadas por até 5 

colônias obtidas na placa de ágar batata. Esta fase foi realizada no Núcleo 

de Micologia do IAL-SP. 

A base para os experimentos de MIC foi o método de referência norte- 

americano preconizado pelo CLSI no documento M38-A2, com base na 

microdiluição em placas de 96 orifícios. Foram utilizadas placas de 

microtitulação comerciais (EIKEN, Japão) para itraconazol e voriconazol. 

Para os fungicidas foram executados os procedimentos segundo documento 

M38-A2 (CLSI, 2012). Os fungicidas tebuconazol, metconazol, difenoconazol 

(Dr. Ehrenstorfer GmbH, Alemanha), adquiridos sob forma de pó p.a., com a 

informação do grau de pureza, foram submetidos às diluições seriadas à 

razão 2 para obtenção de 10 concentrações (0,03 mg/L a 16 mg/L). 

Cada isolado, em suspensões de 0,4 a 5 x 104 UFC/mL em meio 

RPMI 1640 (Sigma, EUA) sem bicarbonato de sódio e com glutamina, foi 

colocado nas placas contendo os antifúngicos. As placas foram incubadas à 

35oC por 24 h. A leitura de inibição foi realizada por análise da turbidez de 

cada orifício-teste contendo antifúngico e inóculo. A inibição de 100%, do 

crescimento (verificado "a olho-nú"), em comparação com o orifício contendo 

controle positivo sem antifúngico, foi o ponto final da leitura indicando o MIC. 

Cepas/padrão C. krusei ATCC 6258 e C. parapsilosis ATCC 22019 foram 

utilizadas como controle de todos os antifúngicos. Os testes foram realizados 

em duplicata em algumas cepas para confirmar os valores mais altos de 

MIC. 
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3.4.1 Análise de resultados de suscetibilidade de antifúngicos 

 

 
Os valores de MIC de cada par triazol-cepa foram compilados, de 

modo a permitir o monitoramento de alteração de seu valor durante os 12 

meses de exposição. 

 
 

 
3.4.2 Triagem de fenótipos resistentes das amostras de solo 

 
 

Foi realizado triagem das amostras de solo da 5º à 11º coleta para 

isolar A. fumigatus com MIC para itraconazol igual ou maior que (2 mg/L). 

Para isso 5 g de cada amostra de solo foram suspensos em salina e 100 μL 

do sobrenadante foram semeados em placas de petri contendo ágar Mueller 

Hinton suplementado com 2 mg/L de itraconazol. Cepas de A. fumigatus, 

com MIC de itraconazol >2 mg/L, da coleção de cultura do IAL foram 

utilizadas como controle positivo. Cada placa foi incubada por 48h a 35 ºC. 

 
 

3.5 Métodos moleculares 

 
 
 

Esta etapa foi realizada no Laboratório de Epidemiologia Molecular da 

Faculdade de Ciências Médicas da Universidade Estadual de Campinas 

(UNICAMP). 

Os 4 isolados originais foram, inicialmente, identificados em espécie 

por sequenciamento do gene β-tubulina e não mutantes por sequenciamento 

do gene cyp51A. Com os genes β-tubulina sequenciados foi realizado 

comparação ao banco de dados de referência do GenBank. 

A identificação molecular dos isolados do solo foi realizada pelo 

sequenciamento do gene da β-tubulina, seguida de comparação com as 

sequências depositadas no GenBank. 
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As cepas selecionadas após exposição a fungicida e avaliação do 

MIC foram avaliadas quanto à presença de alterações gênicas na região do 

gene cyp51A. A metodologia utilizada para sequenciamento serve para 

avaliar a presença de mutações na região promotora e codificadora do gene 

em questão. Foram realizadas 2 reações de sequenciamento de 2 cepas, 

sendo uma inoculada (Af2) e sua correspondente recuperada do solo na 

quinta coleta. 

Para confirmar a similaridade molecular das cepas originais 

inoculadas no solo com os isolados recuperados foi utilizado a técnica de 

microssatélite segundo protocolo adaptado de Valk e colaboradores (2005) 

que é baseada no sequenciamento de 9 fragmentos de DNA. 

Para tais reações, os seguintes procedimentos foram executados: 

 
 

 
3.5.1 Extração de DNA genômico 

 

 
Foram utilizadas colônias com crescimento de 72 h em ágar batata 

para remoção de conídios com swab e suspensão dos conídios em PBS 

(tampão fosfato salino) em crio-tubo contendo beads cerâmicas seguido de 

processamento no equipamento Magnalyzer a velocidade de 5.000 rpm em 

3 ciclos de 90 segundos, centrifugação por 2 minutos a 10.000 g e retirada 

do sobrenadante para ser processado com o QIAamp® DNA Mini Kit 

(QIAgen), segundo as recomendações do fabricante. 

 

 
3.5.3 Reação em Cadeia da Polimerase 

 

A amplificação do DNA extraído foi realizada por PCR convencional 

utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores específicos para o gene da β- 

tubulina, cyp51A e para 9 fragmentos gênicos para a técnica de 

microssatélite. 

As sequências de bases dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados 

para amplificação e sequenciamento de DNA para identificação molecular de 
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Aspergillus spp foram: β-tubulina 2A GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTT e β-

tubulina 2B ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC (Glass & Donaldson, 

1995). 

A amplificação do cyp51A foi realizada por PCR utilizando-se os 

oligonucleotídeos iniciadores: 

CYP51A Foward (5‘-GGCTGGAGATACTATGGCTTTC-3‘) 

CYP51A Reverse (5‘- GTATAATACACCTATTCCGATCACACC-3‘) 

A amplificação dos 9 fragmentos de DNA para microssatélites foi 

realizada por PCR utilizando-se os oligonucleotídeos iniciadores: 

Straf-2A F: AAGGGTTATGGCCATTAGGG 

R: GACCTCCAGGCAAAATGAGA 

Straf-2B F: TATTGGATCTGCTCCCAAGC 

R: GAGATCATGCCCAAGGATGT 

Straf-2C F: TCGGAGTAGTTGCAGGAAGG 

R: AACGCGTCCTAGAATGTTGC 

Straf-3A F: GCTTCGTAGAGCGGAATCAC 

R: GTACCGCTGCAAAGGACAGT 

Straf-3B F: CAACTTGGTGTCAGCGAAGA 

R: GAGGTACCACAACACAGCACA 

Straf-3C F: GGTTACATGGCTTGGAGCAT 

R: GTACACAAAGGGTGGGATGG 

Straf-4A F: TTGTTGGCCGCTTTTACTTC 

R: GACCCAGCGCCTATAAATCA 

Straf-4B F: CGTAGTGACCTGAGCCTTCA 

R: GGAAGGCTGTACCGTCAATCT 

Straf-4C F: CATATTGGGAAACCCACTCG 

R: ACCAACCCATCCAATTCGTAA 

 
As PCRs foram realizadas em um tubo de 200 μL, contendo 12,5 μL 

de PCR Master Mix (Promega, Fitchburg, WI EUA), 1,25 μL de cada 

iniciador a 10 mM, 8 μL de água milli-Q e 2 μL de DNA para um volume final 

de 25 μL. As reações foram realizadas no termociclador ProFlex PCR 
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System (Applied Biosystems), os parâmetros da reação estão descritos nos 

Quadros 1 a 3. 

Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 95 2 min 1 

Desnaturação 95 30 s  

Anelamento 58 30 s 40 

Extensão 72 1 min  

Extensão final 72 1 min 1 

Refrigeração 4 ∞  

 

Quadro 1. Parâmetros utilizados na reação de PCR para amplificação de 
DNA da região da β-tubulina 2A/2B de A. fumigatus 

 
 
 

 
Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 94 5 min 1 

Desnaturação 94 30 s  

Anelamento 50 30 s 35 

Extensão 68 4 min  

Extensão final 68 5 min 1 

Refrigeração 4 ∞  

 

 

Quadro 2. Parâmetros utilizados na reação de PCR para amplificação do 
gene cyp51A de A. fumigatus 

 
 
 
 
 

Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 95 3 min 1 

Desnaturação 95 15 s  

Anelamento 57 15 s 35 

Extensão 72 1 min  

Extensão final 72 1 min 1 

Refrigeração 4 ∞  

 

Quadro 3. Parâmetros utilizados na reação de sequenciamento dos 9 
fragmentos de DNA para analise de microssatélite de A. fumigatus. 
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3.5.4 Eletroforese em gel de agarose 

 
 
 

Os produtos da PCR da β-tubulina, cyp51A e microssatélites foram 

submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2% a 100V por 25 minutos. 

Para a corrida foi utilizado 1 μL Novel Juice (GeneDirex) para cada 3 μL de 

amostra e como referência de peso molecular foi utilizado 5 μL de DNA 

Ladder mais 2 μL de Novel Juice. Os fragmentos foram visualizados em 

iluminação ultravioleta através do equipamento transluminador Amersham 

imager 600 da GE Healthcare. 
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3.5.5 Reação de sequenciamento 

 
 
 

Os produtos resultantes da PCR da β-tubulina, cyp51A e 

microssatélites foram purificados enzimaticamente com a utilização do 

reagente ExoSap-IT express (ThermoFisher Scientific) de acordo com as 

instruções do fabricante. Em seguida, os produtos da PCR foram 

sequenciados com a utilização dos iniciadores forward e reverse utilizando o 

Big DyeTM Terminator v.3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA) de 

acordo com as instruções do fabricante. Para o sequenciamento, foram 

preparadas reações contendo 1 μL de Big Dye Terminator, 1 μL de tampão, 

1 μL do iniciador forward ou reverse (cada primer em tubo diferente) a 1,6 

mM, 2 μL do produto de PCR purificado e água milli-Q para um volume final 

de 10 μL. A reação de sequenciamento foi realizada no termociclador Pro 

Flex PCR System da Applied Biosystems. Os parâmetros da reação de 

sequenciamento estão descritos nos Quadros 4 a 6. 

 
 
 

 

Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 96 1 min 1 

Desnaturação 96 10 s  

Anelamento 55 5 s 30 

Extensão 60 4 min  

Refrigeração 4 ∞  

 

 

Quadro 4. Parâmetros utilizados na reação de sequenciamento do gene β- 

tubulina 
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Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 96 1 min 1 

Desnaturação 96 10 s  

Anelamento 50 5 s 25 

Extensão 60 4 min  

Refrigeração 4 ∞  

 

Quadro 5. Parâmetros utilizados na reação de sequenciamento do gene 
cyp51A de A. fumigatus. 

 
 
 

Parâmetro Temperatura (ºC) Tempo Ciclos 

Desnaturação inicial 95 3 min 1 

Desnaturação 95 15 s  

Anelamento 57 15 s 35 

Extensão 72 1 min  

Extensão final 72 1 min 1 

Refrigeração 4 ∞  

 

Quadro 6. Parâmetros utilizados na reação de sequenciamento dos 9 
fragmentos de DNA para analise de microssatélite de A. fumigatus. 

 
 

 
3.5.6 Precipitação e lavagem do DNA com etanol 

 

 
Após a reação de sequenciamento, os produtos das reações de 

sequenciamneto da β-tubulina, cyp51A e microssatélites passaram por 

precipitação e lavagem com etanol. Na primeira etapa, em cada amostra, 

foram adicionados 2,5 μL de EDTA (125mM) e 30 μL de etanol 100%. As 

amostras foram centrifugadas a 3000 g, a temperatura de 4°C por 30 

minutos. O sobrenadante foi descartado e, em seguida, foram adicionados 

30 μL de etanol 70% às amostras que foram então centrifugadas a 3000 g, a 

temperatura de 4°C por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e as 

amostras passaram por secagem a vácuo. Após a precipitação e lavagem 

com etanol, foram acrescentados 10 μL de formamida HI-DI às amostras, 

que foram incubadas em banho seco a 95°C por 2 minutos. Em seguida, as 
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amostras foram colocadas em gelo durante 2 minutos e aplicadas na placa 

de sequenciamento e levadas ao sequenciador. 

 
 

 
3.5.7 Análise de resultados de sequenciamento 

 
 

A análise das sequências obtidas da β-tubulina foi realizada no 

programa Sequencher 5.2.4. e as mesmas foram comparadas com as 

sequências disponíveis no GenBank do National Center for Biotechnology 

Information website (Disponível em: http://www.ncbi.nlm.nih.gov), com a 

utilização do Basic Local Aligment Search Tool (BLAST) e no MycoBank 

pertencente ao CBS-KNAW (Fungal Biodiversity Center, Utrecht, The 

Netherlands) (Disponível em: http://www.mycobank.org/). 

A análise das sequências obtidas do cyp51A foi realizada no 

programa Sequencher 5.2.4. e Mega 7, as sequências obtidas foram 

comparadas com a sequência do isolado suscetível wild type, disponível no 

GeneBank (número de acesso AF338659) e com a sequência de isolado não 

exposto ao fungicida. 

A análise das sequências obtidas de microssatélites foi realizada no 

programa Sequencher 5.2.4. e Mega 7 as sequências obtidas foram 

comparadas quanto ao numero de repetições específicas de nucleotídeos 

(short tandem repeats) em cada fragmento de acordo com protocolo 

adaptado de Valk e colaboradores (2005). A construção do dendrograma 

baseado na análise de microssátelite foi realizada pelo programa disponível 

em (http://genomes.urv.cat/UPGMA/). 

http://www.mycobank.org/
http://genomes.urv.cat/UPGMA/)


73  

4. Resultados 

 

 
No período de 2018 a 2019 foram realizadas 11 exposições mensais 

e 11 coletas de amostra de solo de cada um dos 8 vasos. 

 
 

4. 1 Recuperação dos isolados do solo 

 
 

Um total de 88 amostras de solo foram coletadas e 290 colônias 

foram recuperadas e mantidas em meio de cultura. 

Nas primeiras coletas o crescimento de colônias de A. fumigatus eram 

mais abundantes. A presença de colônias de outras espécies de fungos não 

A. fumigatus aumentou durante o período de experimento, dificultando e 

diminuindo o isolamento de colônias de A. fumigatus, por amostra de solo. 

Após processamento do solo, foram recuperadas até 5 colônias com 

características de A. fumigatus, de cada placa de ágar batata (Figura 18). 

 

 

 
Figura 18. Placas de ágar dextrose batata com colônias fúngicas 
recuperadas de amostras de solo. Crescimento de colônias: esquerda 
colônias-controle não expostas e direita colônias expostas a difenoconazol 
(Fonte: arquivo pessoal). 
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4.2 Testes de suscetibilidade aos antifúngicos clínicos e fungicidas agrícolas 

 

 
As 4 cepas originais foram submetidas ao teste de MIC tanto para os 

fungicidas azólicos (difenoconazol, tebuconazol, metconazol), quanto para 

os antifúngicos clínicos (itraconazol, voriconazol, posaconazol), totalizando 

24 testes (Tabela 3). Até o 11º mês de experimento foram recuperadas 

colônias com aspecto morfológico de A. fumigatus das hortas controle e das 

hortas expostas ao fungicida, totalizando 145 colônias controle e 144 

colônias expostas ao fungicida. Todas essas colônias foram submetidas ao 

teste de MIC dos triazóis (Tabela 4 a 7). 

Os resultados dos testes não indicaram mudança significativa no valor 

de MIC, após exposição aos fungicidas, mas o total de isolados em cada 

valor de MIC foram diferentes entre a horta exposta ao fungicida e a horta 

controle (Figura 19 a 24). Com base nos resultados de MIC foram 

selecionadas 36 cepas recuperadas para as quais foi observado aumento 

numérico, mas não significativo, de MIC para um ou mais triazóis avaliados, 

em relação à cepa correspondente inoculada. 
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Tabela 3. Concentração inibitória mínima (MIC, mg/L) de fungicidas e fármacos azólicos frente às 4 cepas originais utilizadas 
para inoculação no solo de horta experimental 

 
 
 

Cepas ITZ VCZ PCZ MTZ TBZ DFZ 

 

Af1 

 

0,5 

 

1 

 

0,25 

 

0,25 

 

2 

 

1 

 

Af2 
 

0,5 
 

1 
 

0,06 
 

0,5 
 

2 
 

1 

 

Af3 
 

0,5 
 

0,5 
 

0,25 
 

0,5 
 

1 
 

0,5 

 

Af4 
 

1 
 

1 
 

0,5 
 

0,25 
 

2 
 

1 
 

ITZ, itraconazol; VCZ, voriconazol; PCZ, posaconazol; MTZ, metconazol; TBZ, tebuconazol; DFZ, difenoconazol 
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Tabela 4. Distribuição de valores de concentração inibitória mínima (MIC, mg/L) de 3 antifúngicos clínicos e 3 fungicidas 
agrícolas frente aos isolados recuperados do solo da horta não exposta (controle) ao fungicida até 11º mês de experimento 

 

 
      MIC (mg/L)      

Azol 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 Total 

ITZ 0 0 12 18 2 71 27 15 0 0 145 

VCZ 0 0 0 16 60 67 1 0 0 0 144 

PCZ 0 0 3 24 72 11 2 0 0 0 111 

MTZ 0 0 4 45 66 26 0 0 0 0 141 

TBZ 0 0 0 0 0 8 40 83 12 0 142 

DFZ 0 0 0 1 8 50 71 7 7 0 144 

Total 0 0 19 104 208 232 140 105 19 0 827 

 
ITZ, itraconazol; VCZ, voriconazol; PCZ, posaconazol; MTZ, metconazol; TBZ, tebuconazol; DFZ, difenoconazol 
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Tabela 5. Distribuição de valores de concentração inibitória mínima (MIC, mg/L) de 3 antifúngicos clínicos e 3 fungicidas 
agrícolas frente aos isolados recuperados do solo da horta expostas ao fungicida difenoconazol, recuperadas até 11º mes de 
experimento. 

 

MIC (mg/L) 

Azol 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 Total 

ITZ 0 0 13 19 6 40 39 27 0 0 144 

VCZ 0 0 0 11 50 59 10 0 0 0 130 

PCZ 0 0 1 21 44 25 9 0 0 0 99 

MTZ 0 0 3 48 60 28 0 0 0 0 139 

TBZ 0 0 0 0 1 26 31 46 36 0 140 

DFZ 0 0 0 0 1 24 69 16 10 0 120 

Total 0 0 17 99 162 202 157 89 46 
 

772 

ITZ, itraconazol; VCZ, voriconazol; PCZ, posaconazol; MTZ, metconazol; TBZ, tebuconazol; DFZ, difenoconazol 
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Tabela 6. Intervalo de valores de concentração inibitória mínima (MIC), MIC50 e MIC90 e distribuição de MIC de 3 antifúngicos 
clínicos e 3 fungicidas agrícolas frente ao total, em (%), de isolados de A. fumigatus recuperados da horta controle. 

 

Azol 
MIC (mg/L)    Nº (%) de isolados com MIC (mg/L) de:   

Intervalo MIC50 MIC90 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 

 
ITZ 

 
0,06 - 2 

 
0,5 

 
1 

 
0% 

 
0% 

 
8,3% 

 
12,4% 

 
1,4% 

 
49,0% 

 
18,6% 

 
10,3% 

 
0% 

 
0% 

VCZ 0,12 - 1 0,25 0,5 0% 0% 0% 11,1% 41,7% 46,5% 0,7% 0% 0% 0% 

PCZ 0,06 - 1 0,25 0,25 0% 0% 2,7% 21,6% 64,9% 9,9% 0,9% 0% 0% 0% 

MTZ 0,06 - 0,5 0,25 0,5 0% 0% 2,8% 31,9% 46,8% 18,4% 0% 0% 0% 0% 

TBZ 0,5 - 4 2 2 0% 0% 0% 0% 0% 4,9% 28,2% 58,5% 8,5% 0% 

DFZ 0,12 - 4 1 1 0% 0% 0% 0,7% 5,6% 34,7% 49,3% 4,9% 4,9% 0% 

 

MIC50 e MIC90, valores de MIC capazes de inibir 50% e 90% dos isolados testados. 
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Tabela 7. Intervalo de valores de concentração inibitória mínima (MIC), MIC50 e MIC90 e distribuição de MIC de 3 antifúngicos 
clínicos e 3 fungicidas agrícolas frente ao total, em (%), de isolados de A. fumigatus recuperados da horta exposta. 

 
 

Azol 
MIC (mg/L)    Nº (%) de isolados com MIC (mg/L) de:   

 Intervalo MIC50 MIC90 0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 

 
ITZ 

 
0,06 - 2 

 
0,5 

 
2 

 
0% 

 
0% 

 
9,0% 

 
13,2% 

 
4,2% 

 
27,8% 

 
27,1% 

 
18,8% 

 
0% 

 
0% 

VCZ 0,12 - 1 0,5 0,5 0% 0% 0% 8,5% 38,5% 45,4% 7,7% 0% 0% 0% 

PCZ 0,06 - 1 0,25 0,5 0% 0% 1,0% 21,2% 44,4% 25,3% 8,1% 0% 0% 0% 

MTZ 0,06 - 0,5 0,25 0,5 0% 0% 2,2% 34,5% 43,2% 20,1% 0% 0% 0% 0% 

TBZ 0,25 - 4 2 4 0% 0% 0% 0% 0,7% 18,6% 22,1% 32,9% 25,7% 0% 

DFZ 0,25 - 4 1 2 0% 0% 0% 0% 0,8% 20,0% 57,5% 13,3% 8,3% 0% 

 
MIC50 e MIC90, valores de MIC capazes de inibir 50% e 90% dos isolados testados. 
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Figura 19. Gráfico referente aos valores de concentração inibitória miníma 
(MIC) de itraconazol frente o total de isolados de A. fumigatus recuperados 
da horta orgânica (controle) e da horta exposta ao fungicida a base de 
difenoconazol. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 20. Gráfico referente aos valores de concentração inibitória miníma 
(MIC) de voriconazol frente o total de isolados de A. fumigatus recuperados 
da horta orgânica (controle) e da horta exposta ao fungicida a base de 
difenoconazol. 
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Figura 21. Gráfico referente aos valores de concentração inibitória miníma 
(MIC) de posaconazol frente o total de isolados de A. fumigatus recuperados 
da horta orgânica (controle) e da horta exposta ao fungicida a base de 
difenoconazol. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 22. Gráfico referente aos valores de concentração inibitória miníma 
(MIC) de metconazol frente o total de isolados de A. fumigatus recuperados 
da horta orgânica (controle) e da horta exposta ao fungicida a base de 
difenoconazol. 

MIC de posaconazol horta orgânica e horta exposta 

80% 

60% 

40% 

20% 

0% 

0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 

MIC (mg/L) 
 

Orgãnica Exposta 

MIC de metconazol horta orgânica e horta exposta 

50% 

40% 

30% 

20% 

10% 

0% 

0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 0,5 1 2 4 8 

MIC (mg/L) 
 

Orgânica Exposta 

N
º 

(%
) 

d
e 

is
o

la
d

o
s 

N
º 

(%
) 

d
e 

is
o

la
d

o
s 



82  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 23. Gráfico referente aos valores de concentração inibitória miníma 
(MIC) de tebuconazol frente o total de isolados de A. fumigatus recuperados 
da horta orgânica (controle) e da horta exposta ao fungicida a base de 
difenoconazol. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 24. Gráfico referente aos valores de concentração inibitória miníma 
(MIC) de difenoconazol frente o total de isolados de A. fumigatus 
recuperados da horta orgânica (controle) e da horta exposta ao fungicida a 
base de difenoconazol. 
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4.3 Triagem de fenótipos resistentes das amostras de solo 

 
 

A leitura do teste de triagem foi realizada após 48h de incubação das 

placas a 35ºC. Não ocorreu crescimento de colônias de A. fumigatus nas 

placas semeadas com as suspensões de solo. As placas semeadas com A. 

fumigatus com MIC >2 mg/L para itraconazol, utilizadas como controle, 

apresentaram crescimento positivo (Figura 25). 

 
 
 

 

Figura 25. Placas de Petri com Ágar Mueller Hinton suplementados com 
2mg/L de itraconazol, utilizadas para triagem de fenótipos resistentes das 
amostras de solo. C+, controle positivo de crescimento; demais placas: não 
houve recuperação de colônias a partir de amostras de solo. (Fonte: arquivo 
pessoal). 

C+ 

C+ 
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4.4 Sequenciamento gênico 

 

Foram selecionadas 36 cepas recuperadas do solo, mais as 4 cepas 

originais, para extração de DNA, confirmação de espécie, análise molecular 

de mecanismo de resistência e microssatélite. 

 
 
 
 
4.4.1 Sequenciamento da β-tubulina 

 

A análise do sequenciamento da β-tubulina foi feita pelo programa 

Sequencher a comparação dos resultados com as sequências disponíveis 

no GenBank confirmou que todos os isolados analisados eram A. fumigatus 

(Tabela 8). 



85  

Tabela 8. Resultado da comparação do sequenciamento da β-tubulina com o 
banco de dados do GenBank. 

 
 
 

Amostra gen/esp Similaridade Identidade Pares de base 

Af1 A. fumigatus 99% 99,81% 536 

Af2 A. fumigatus 100% 100% 547 

Af3 A. fumigatus 100% 99,82% 557 

Af4 A. fumigatus 100% 100% 561 

5 A. fumigatus 100% 100% 549 

6 A. fumigatus 100% 100% 558 

7 A. fumigatus 99% 100% 557 

8 A. fumigatus 100% 99,82% 550 

9 A. fumigatus 100% 99,82% 543 

10 A. fumigatus 100% 100% 535 

11 A. fumigatus 100% 100% 537 

12 A. fumigatus 100% 100% 525 

13 A. fumigatus 100% 100% 540 

14 A. fumigatus 100% 100% 537 

15 A. fumigatus 100% 100% 536 

16 A. fumigatus 100% 100% 539 

17 A. fumigatus 99% 99,82% 556 

18 A. fumigatus 100% 100% 534 

19 A. fumigatus 100% 100% 478 

20 A. fumigatus 100% 99,81% 537 

21 A. fumigatus 100% 99,81% 537 

22 A. fumigatus 100% 99,43% 528 

23 A. fumigatus 100% 100% 532 

24 A. fumigatus 100% 100% 537 

25 A. fumigatus 100% 100% 538 

26 A. fumigatus 99% 100% 539 

27 A. fumigatus 100% 100% 539 

28 A. fumigatus 100% 100% 537 

29 A. fumigatus 100% 100% 537 

30 A. fumigatus 100% 100% 538 

31 A. fumigatus 100% 99,63% 529 

32 A. fumigatus 100% 100% 538 

33 A. fumigatus 100% 100% 553 

34 A. fumigatus 100% 100% 550 

35 A. fumigatus 100% 100% 551 

36 A. fumigatus 100% 100% 537 

37 A. fumigatus 100% 100% 538 

38 A. fumigatus 100% 100% 544 

39 A. fumigatus 100% 99,81% 540 

+40 A. fumigatus 100% 100% 542 
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4.4.2 Sequenciamento de gene cyp51A 

 
A análise do sequenciamento da região do gene cyp51A das cepas 

selecionadas não indicaram nenhuma mutação ou diferença entre a cepa 

Af2 e o isolado 6 recuperado do vaso onde a cepa Af2 foi inoculada. 

 
 

 
4.4.3 Análise de microssatélites 

 
A análise de microssatélite foi realizada para as 4 cepas originais e 

para 10 isolados recuperados do solo. Os resultados indicaram similaridade 

entre as cepas originais e 8 isolados do solo, 2 isolados do solo 

apresentaram diferença significativa em relação as cepas originais (Tabela 9 

a 11). 

 
 

Tabela 9. Comparação do número de short tandem repeats em fragmentos 
sequenciados para análise de microssatélite da cepa original Af1 e três 
isolados recuperados do solo. 

 
Número de repeats 

Unidade de repeat Af 1 Isolado 17 Isolado 5 Isolado 7 

Fragmento 2A GA 18 18 18 18 

Fragmento 2B AG 12 12 12 12 

Fragmento 2C CA 18 18 18 18 

Fragmento 3A TCT 33 33 33 33 

Fragmento 3B AAG 23 23 23 23 

Fragmento 3C TAG 25 25 25 25 

Fragmento 4A TTCT 17 17 17 17 

Fragmento 4B CTAT 9 9 9 9 

Fragmento 4C ATGT 5 5 7 7 
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Tabela 10. Comparação do número de short tandem repeats em fragmentos 
sequenciados para análise de microssatélite da cepa original Af2 e três 
isolados recuperados do solo. 

 
Número de repeats 

Unidade de repeat Af 2 Isolado 6 Isolado 3 Isolado 4 

Fragmento 2A GA 18 18 18 18 

Fragmento 2B AG 12 12 12 12 

Fragmento 2C CA 13 13 13 13 

Fragmento 3A TCT 29 29 29 29 

Fragmento 3B AAG 10 10 10 10 

Fragmento 3C TAG 14 14 14 14 

Fragmento 4A TTCT 9 9 9 9 

Fragmento 4B CTAT 9 9 9 9 

Fragmento 4C ATGT 8 10 10 10 

 
 
 
Tabela 11. Comparação do número de short tandem repeats em fragmentos 
sequenciados para análise de microssatélite da cepa original Af3 e um 
isolado recuperado do solo. 

 
Número de repeats 

Unidade de repeat Af 3 Isolado 37 

Fragmento 2A GA 18 18 

Fragmento 2B AG 12 12 

Fragmento 2C CA 13 14 

Fragmento 3A TCT 26 26 

Fragmento 3B AAG 18 18 

Fragmento 3C TAG 20 20 

Fragmento 4A TTCT 8 8 

Fragmento 4B CTAT 10 10 

Fragmento 4C ATGT 8 10 
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Tabela 12. Comparação do número de short tandem repeats em fragmentos 
sequenciados para análise de microssatélite da cepa original Af4 e um 
isolado recuperado do solo. 

 
Número de repeats 

Unidade de repeat Af 4 Isolado 39 

Fragmento 2A GA 22 22 

Fragmento 2B AG 19 19 

Fragmento 2C CA 14 13 

Fragmento 3A TCT 42 42 

Fragmento 3B AAG 16 16 

Fragmento 3C TAG 17 17 

Fragmento 4A TTCT 10 10 

Fragmento 4B CTAT 9 9 

Fragmento 4C ATGT 7 7 

 
 

A análise de microssatélites permitiu a construção de um dendograma 

que possibilita a visualização dos grupos formados pelas diferenças e 

semelhanças gênicas entre os isolados do solo e as cepas originais 

utilizadas como inóculo. Os resultados indicam que dois isolados são 

diferentes das cepas originais (isolado1 e isolado 2), ambos possuem 

diferenças significativas, sendo que o isolado 1 é o mais distante 

geneticamente das outras cepas avaliadas (Figura 26). 
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Figura 26. Dendograma da análise de microssátelites das 4 cepas originais e 

10 isolados recuperados do solo (Fonte: arquivo pessoal). 

 

 
Com o resultado da análise de microssatélites e os valores de MIC foi 

possível a comparação da variação de MIC das cepas originais e dos 

isolados do solo. A variação em algumas cepas chegou a duas diluições, 

mas não foram suficientes para caracterizar os isolados como resistentes. O 

isolado 6 apresentou a maior variação de MIC, mas o sequenciamneto do 

gene cyp51A do isolado 6 não apresentou nenhuma mutação ou qualquer 

alteração em relação ao cyp51A da cepa original sensível (Figura 27). 
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Figura 27. Dendograma da análise de microssátelites e valores de MIC das 4 
cepas originais e de 10 isolados recuperados do solo (Fonte: arquivo 
pessoal). 
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5. Discussão 

 

 
Acredita-se que as mutações de resistência se desenvolvam quando 

o isolado é exposto a compostos azólicos, não apenas fármacos, mas 

qualquer composto dessa natureza (Chowdhary et al, 2014a). Duas rotas de 

desenvolvimento de resistência, portanto, são possíveis: pacientes em 

tratamento prolongado com antifúngico azólico e a aplicação de compostos 

azólicos no meio ambiente (Snelders et al., 2008; Camps et al., 2012a). 

Isolados ambientais de A. fumigatus já foram descritos como 

submetidos à pressão seletiva de tais compostos agrícolas (Verweij et al., 

2013; Snelders et al., 2012). Embora as características das referidas rotas 

sejam diferentes, os requisitos fundamentais para qualquer rota de 

desenvolvimento de resistências a azóis é a mesma: qualquer configuração 

que reúna ativamente reprodução de Aspergillus e compostos azólicos tem 

um risco de desenvolvimento e pressão seletiva de mutação que confira 

resistência aos compostos azólicos (Camps et al, 2012; Howard et al, 2013). 

Isolados de A. fumigatus de ambiente hospitalar e de pacientes com 

aspergilose invasiva foram comparados por testes de suscetibilidade, 

investigação dos mecanismos de resistência e testes moleculares de 

identificação e apresentaram resistência cruzada para: voriconazol, 

posaconazol, metconazol e tebuconazol e apresentaram mecanismos de 

resistência aos azóis. Alguns isolados ficaram, geneticamente, agrupados 

demonstrando que os pacientes podem ter sido colonizados com isolados 

resistentes do meio ambiente (Snelders et al., 2009). 

 

No presente estudo foram utilizadas 4 cepas de A. fumigatus, 

sensíveis aos compostos azólicos, que foram inoculadas no solo e expostas 

durante 11 meses, em modelo de horta experimental, à pulverização mensal 

do fungicida difenoconazol. Foi realizado o cultivo de cebolinha (Allium 

schoenoprasum) na horta experimental por ser um vegetal de alta 

disponibilidade, fácil cultivo em estufas e crescer o ano todo. Foi utilizado o 

fungicida a base de difenoconazol por ser um dos triazóis com semelhança 

quimica aos antifúngicos clínicos, ser de fácil acesso para uso doméstico, 
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possuir uma meia vida de aproximadamente 55 dias no solo (Wang et al., 

2008) e ser utilizado na região agrícola de Rio Claro, onde o experimento foi 

realizado. 

Amostras de solo coletadas mensalmente permitiram a recuperação e 

isolamento de colônias de A. fumigatus para serem submetidas a análises 

morfológicas e moleculares para confirmação de espécie, análise de 

microssatélites para comparação da similaridade genética com as cepas 

originais utilizadas como inóculo, testes de suscetibilidade aos fármacos e 

fungicidas triazólicos para determinação de MIC e identificação de fenótipos 

resistentes para seleção de cepas a serem submetidas a busca de mutações 

no gene cyp51A. 

Todos 289 isolados recuperados do solo foram identificados como A. 

fumigatus pelas suas características macromorfológicas e micromorfológicas 

e submetidos aos testes de suscetibilidade aos compostos azólicos. A 

utilização de técnicas de biologia molecular de sequenciamento de DNA 

para confirmação de espécie foi necessária pois é possível ocorrer a 

identificação incorreta, pois existem espécies diferentes com características 

macromorfológicas e micromorfológicas iguais (Khare et al., 2014). 

A triagem em placas de Petri suplementadas com 2ug/ml de 

itraconazol foi realizada para aumentar as chances de isolar fenótipos 

resistentes de A. fumigatus das amostras de solo coletadas, mas não foi 

possível recuperar nenhum isolado de A. fumigatus das placas. 

Os testes de suscetibilidade aos antifungicos clínicos e fungicidas 

agrícolas foram realizados primeiramente com as cepas originais para 

determinar o perfil de cada uma. A busca da resistência foi feita pela 

pesquisa de alterações nos valores de MIC pela metodologia de 

microdiluição (CLSI, M38-A2) os valores de MIC tanto para cepas expostas 

ao fungicida quanto para as cepas não expostas variaram de (0,06 – 2 mg/L) 

para o itraconazol, (0,012–1 mg/L) para o voriconazol, (0,06–1 mg/L) para o 

posaconazol, (0,06–0,5 mg/L) para o metconazol, (0,25–4 mg/L) para o 

tebuconazol e (0,25–4 mg/L) para o difenoconazol. As variações de MIC 
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encontradas dos fármacos e fungicidas nos isolados recuperados do solo 

exposto ao fungicida e nos isolados da horta controle, não caracterizam 

fenótipos de resistência, mas de acordo com os pontos de corte 

epidemiológico (ECV), propostos pelo documento M59 (CLSI, 2018), 27 

isolados da horta exposta ao fungicida foram classificados como não 

selvagens (non-wild type) para o itraconazol, da horta não exposta ao 

fungicida 15 isolados foram classificados como não selvagens para o 

itraconazol. Para o voriconazol nenhum isolado ficou acima do ECV 

estabelecido pelo CLSI, 10 isolados da horta exposta ao fungicida ficaram 

com MIC igual ao ECV (1mg/L) e da horta não exposta ao fungicida apenas 

1 isolado ficou com MIC igual ao ECV (1mg/L) caracterizando-os como 

selvagens, o CLSI não estabeleceu ECVs de A. fumigatus para o 

posaconazol. 

Em estudos realizados com a metodologia de microdiluição em caldo 

relatam isolados de A. fumigatus com MICs elevados frente aos azólicos: 

VCZ: 2-5μg/mL, ITZ ≥16μg/mL e PCZ: 0,5-1μg/mL. O aumento dos MICs foi 

investigado por sequenciamento do gene cyp51A e foi encontrado uma 

substituição de aminoácidos no códon (L98H), junto com uma repetição no 

gene promotor que é responsável pelo fenótipo de resistência aos azólicos. 

(Verweij et al., 2007). Outro estudo com isolados A. fumigatus resistentes a 

todos os azólicos, os valores de MIC para os farmácos azólicos foram de 

≥8μg/mL para ITC; ≥8μg/mL para VCZ e 1μg/mL para PCZ (Moore et al., 

2017). Estes estudos demonstram que as mutações encontradas em 

isolados ambientais e clínicos de A. fumigatus, TR34/L98H 

eTR46/Y121F/T289A apresentam MICs com mais de duas diluições de 

diferença do ECVs propostos pelo CLSI para classificar uma cepa como wild 

type. 

Populações de A. fumigatus podem evoluir rapidamente e se 

distanciar geneticamente em pouco tempo (Araujo et al., 2010). A análise de 

microssatélites realizada no estudo, com cepas selecionadas de acordo com 

as alterações nos valores de MICs, permitiu relacionar as cepas recuperadas 

do solo com as cepas originais utilizadas como inóculo, garantindo que a 
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comparação dos valores de MIC, antes e depois da exposição ao fungicida, 

estava sendo feita com isolados descendentes das cepas originais 

inoculadas no solo. 

Apesar dos valores de MIC não serem significativos ao ponto de 

indicar que os isolados, do presente estudo fossem resistentes, um dos 

isolados recuperados do solo exposto ao fungicida foi selecionado, porque 

apresentou menor susceptibilidade, e foi submetido ao sequenciamento de 

DNA do gene cyp51A e sua região promotora, nenhuma mutação foi 

encontrada. As alterações de MIC encontradas ao longo das 11 

pulverizações do fungicida podem estar ligadas a outros mecanismos de 

resistência não relacionados ao cyp51A como o aumento de expressão de 

bombas de efluxo, incorporação de colesterol exógeno e super expressão do 

gene cyp51B, estima-se que 10% dos casos de resistência aos azólicos não 

sejam mediados por mutações no gene cyp51A (Paul et al., 2013, Xiong et 

al., 2005, Buied et al., 2013). 

Os intervalos de MICs dos antifúngicos clínicos e dos fungicidas 

agrícolas frente aos isolados da horta exposta e da horta não exposta ao 

fungicida difenoconazol não apresentaram diferenças significativas, mas a 

horta exposta ao fungicida apresentou uma quantidade maior de isolados 

com menor susceptibilidade, sugerindo que a exposição ao fungicida pode 

ter afetado a população de A. fumigatus, alterando o perfil de 

susceptibilidade do total de isolados expostos frente aos antifúngicos clínicos 

e aos fungicidas agrícolas avaliados neste trabalho. Na literatura alguns 

trabalhos avaliam o impacto da exposição de A. fumigatus aos fungicidas 

triazólicos e indicam que o fenômeno de resistência pode estar ligado a 

diversos fatores como o tipo de exposição, tipo de fungicida e concentração 

do fungicida. Zhang e colaboradores (2017) isolaram A. fumigatus 

resistentes aos azóis de montes de compostagem contendo resíduos de 

fungicidas e de montes de compostagem sem resíduos de fungicidas, a 

proporção de resistência foi diferente entre os dois compostos, com 91% 

(41/45 colônias) com resistência no composto contendo azóis em 

comparação com apenas 2% (1/50) no composto sem azol. Em outro 
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trabalho Cui e colaboradores (2018) avaliaram se a exposição ao 

tebuconazol, em meio liquido e solo, poderia induzir a resistência em A. 

fumigatus por mutações no gene cyp51A. Os resultados indicaram que a 

resistência com mutações TR46/Y121F/T289A pode ser induzida por 

tebuconazol em meio líquido, e no solo tratado com tebuconazol foram 

isolados cepas resistentes, mas sem mutações no cyp51A, sendo que em 

alguns isolados a resistência foi causada por superexpressão de bombas de 

efluxo AtrF e AfuMDR1 e dos genes cyp51A e cyp51B. A indução de 

resistência em A. fumigatus após a exposição ao fungicida tetraconazol, 

também, já foi estudada e isolados se tornaram resistentes ao fungicida. No 

entanto, não apresentaram resistência aos antifúngicos ITZ, VCZ e PCZ e 

nenhuma mutação foi detectada no gene cyp51A. Por outro lado, testes de 

expressão gênica indicaram que os isolados resistentes ao tetraconazol 

expressavam mais os genes cyp51A e cyp51B do que os isolados 

suscetíveis (Kano et al., 2016). Cao e colaboradores (2019) realizarm um 

estudo para testar se a resistência em A. fumigatus e mutações no cyp51A 

poderiam ser induzidas por propiconazol em meio líquido e solo. Os 

resultados indicaram que o propiconazol pode induzir resistência pela 

alteração pontual G138S no cyp51A e por superexpressão do cyp51A, 

AfuMDR3 e AfuMDR4. Sendo que o surgimento de isolados resistentes no 

solo tratado com propiconazol foi muito maior quando utilizado dosagens 

maiores do que a recomendada. 

Os resultados destes trabalhos confirmam que as diferenças de perfil 

de susceptibilidade de A. fumigatus, após a exposição aos fungicidas 

azólicos, podem ocorrer por outros mecanismos de resistência que não 

estão ligados a repetições em tandem na região promotora do gene cyp51A, 

e nem a mutações na região codificadora do gene, esses mecanismos de 

resistência são importantes e podem ser avaliados para uma melhor 

compreensão do fenômeno de resistência e comportamento do A. fumigatus 

ao ser exposto aos fungicidas azólicos. Outros fatores como o tipo de 

fungicida, concentração do princípio ativo e origem genética da cepa de A. 
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fumigatus são variáveis importantes que podem ser fundamentais para a 

pressão seletiva de fenótipos resistentes. 

O presente estudo possuiu algumas limitações, pois não foi possível 

avaliar outros mecanismos de resistência não ligados ao gene cyp51A e 

também existe a possibilidade de que algum A. fumigatus resistente possa 

ter surgido, mas não foi recuperado das amostras de solo pela metodologia 

utilizada. 
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6. Conclusão 

 

 
Ao longo de um ano, 11 pulverizações e recuperações mensais dos 4 

isolados a partir de amostras de solo permitiram monitorar possível 

emergência de resistência aos triazólicos: difenoconazol, metconazol, 

tebuconazol, itraconazol, voriconazol e posaconazol. A busca da resistência 

foi feita pela pesquisa de mutações gênicas que não foi encontrada. A 

determinação de MIC, tanto de fungicidas quanto de fármacos triazólicos, 

frente a isolados, expostos e recuperados até o 11º mês não apresentou 

variações significantes. A triagem de fenótipos resistentes com placas de 

ágar Mueller Hinton com 2 mg/L de itraconazol não selecionou nenhuma 

colônia de A. fumigatus. 

O gene cyp51A sequenciado para um dos isolados, com maiores 

valores de MIC, não apresentou mutações, indicando que as variações de 

MIC encontradas não estão relacionadas a mutações no cyp51A. Por técnica 

de microssatélite, os isolados recuperados do solo foram similares as cepas 

semeadas. Conclui-se que a pulverização de difenoconazol não resultou em 

alteração significativa de MIC de triazóis nas cepas expostas indicando que 

não houve seleção de fenótipos resistentes. Outra possibilidade é que, de 

fato, o tempo de exposição, ou volume/concentração de fungicida não foram 

suficientes para pressão seletiva de resistência fúngica. 
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