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RESUMO 

FONSECA, L.M.M. Estudos moleculares de isolados clínicos do gênero Aspergillus de 
diferentes sítios anatômicos. 2022. 93f. Dissertação (Mestrado). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

 Aspergillus é um gênero de fungos filamentosos de distribuição universal que abriga espécies 
que são capazes de gerar diversos tipos de infecções, principalmente em indivíduos 
imunocomprometidos. Diversas espécies de Aspergillus vêm apresentando resistência aos 
antifúngicos clinicamente disponíveis para o tratamento de infecções. Neste projeto foram 
estudados 51 isolados clínicos do gênero Aspergillus oriundos de pacientes do Hospital das 
Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo quanto a sua 
morfologia, identificação molecular, susceptibilidade aos antifúngicos, resistência aos azóis, 
fatores de virulência e virulência no modelo alternativo Galleria mellonella. Na análise 
morfológica foram estudadas a macromorfologia da colônia gigante e a micromorfologia da 
estrutura de reprodução assexual dos fungos. A identificação molecular de Aspergillus seções 
Fumigati e Flavi e respectivas espécies foi realizada pelo sequenciamento da região internal 

transcribed spacer (ITS) do DNA ribossomal (rDNA) e dos genes codificadores da β-tubulina 
(benA) e calmodulina (caM). A susceptibilidade dos isolados clínicos de Aspergillus spp. ao 
Itraconazol (ITR), Posaconazol (POS), Voriconazol (VOR) e Anfotericina B (AMB) foi 
avaliada pelo método de microdiluição em caldo baseado no protocolo M38-A2 do Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI). O gene cyp51A e respectiva região promotora foram 
sequenciados para estudo de mecanismo de resistência aos azóis. Os fatores de virulência foram 
estudados quanto ao tamanho do conídio, termotolerância e biofilme (biomassa e matriz). Entre 
os 51 isolados clínicos deste estudo, 80% (n=41/51) e 20% (n=10/51) foram identificados como 
A. fumigatus sensu stricto e A. flavus, respectivamente. Entre eles, 68,6% (n=35/51) 
apresentaram a AMB com valores da concentração inibitória mínima (CIM) igual ou superior 
ao epidemiological cutoff value (ECV) e 41,5% (n=21/51) apresentaram a CIM dos azoles 
maior que o ECV, isto é, perfil não selvagem a estes antifúngicos. Foram identificadas 9 
diferentes mutações de nucleotídeos no gene cyp51A, sendo que 3 são mutações silenciosas e 6 
são mutações com baixa relação a resistência aos azóis. Quanto aos fatores de virulência, os 
isolados clínicos A. fumigatus sensu stricto apresentam pequenos conídios e foram 
termotolerantes, enquanto os isolados clínicos A. flavus apresentam conídios com maior 
dimensão e não foram termotolerantes, o que justifica a maior porcentagem de isolados clínicos 
A. fumigatus entre os isolados clínicos deste estudo. Quanto à formação de biofilme, ambas 
espécies tiveram desde baixa à alta formação, sendo que A. flavus foi a espécie que apresentou 
isolados clínicos com maior formação de biofilme. Quando avaliada a virulência em G. 

mellonella, foi observado que A. flavus apresentam maior virulência quando comparados com 
os isolados clínicos de A. fumigatus. Associando esses dados, pode-se sugerir que a maior 
virulência está associada com a maior capacidade de formação de biofilme. 

Palavras-chave: Aspergillus, identificação molecular, biofilme, resistência aos azóis, cyp51A, 

Galleria mellonella. 

 

 



ii 
 

 

ABSTRACT 

FONSECA, L.M.M. Molecular studies of clinical isolates of the Aspergillus genus from 
different anatomical sites. 2022. 93f. Dissertation (Master). Faculdade de Ciências 
Farmacêuticas de Ribeirão Preto – Universidade de São Paulo, Ribeirão Preto, 2022. 

Aspergillus is a genus of filamentous fungi of universal distribution that harbors species that 
can generate different infections, mainly in immunocompromised individuals. Several species 
of Aspergillus have shown resistance to antifungals that are clinically available for the treatment 
of infection conditions. In this project, 51 clinical isolates of the genus Aspergillus from patients 
at the Clinical Hospital of the Faculty of Medicine of Ribeirão Preto (Hospital das Clínicas da 
Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto – University of São Paulo were studied regarding 
their morphology, molecular identification, susceptibility to antifungal agents, azole resistance, 
virulence factors, and virulence in the alternative model Galleria mellonella. The 
macromorphology of the giant colony and the micromorphology of the asexual reproduction 
structure of the fungi were studied. Molecular identification of Aspergillus sections Fumigati 
and Flavi and species was performed by sequencing the internal transcribed spacer (ITS) region 
of ribosomal DNA (rDNA) and the genes encoding β-tubulin (benA) and calmodulin (caM). 
The susceptibility of clinical isolates of Aspergillus spp. to itraconazole (ITR), posaconazole 
(POS), voriconazole (VOR), and amphotericin B (AMB) was evaluated by the broth 
microdilution method based on the M38-A2 protocol of the Clinical and Laboratory Standards 
Institute (CLSI). The cyp51A gene and its promoter region were sequenced to study the 
mechanism of resistance to azoles. Analyzed virulence factors were conidia size, 
thermotolerance, and biofilm (biomass and matrix). Among the 51 clinical isolates in this study, 
80% (n=41/51) and 20% (n=10/51) were identified as A. fumigatus sensu stricto and A. flavus, 
respectively. Among them, 68.6% (n=35/51) presented AMB minimal inhibitory concentration 
(MIC) values equal to or greater than the ECV, and 41.5% (n=21/51) showed the azoles MIC 
greater than the ECV, i.e., non-wild type profile to these antifungals. Nine different nucleotide 
mutations were identified in the cyp51A gene, 3 of which are silent mutations and 6 are 
mutations with a low relation to azole resistance. A. fumigatus sensu stricto clinical isolates had 
small conidia and were thermotolerant. In contrast, A. flavus clinical isolates had larger conidia 
and were not thermotolerant, which justifies the higher percentage of A. fumigatus among the 
clinical isolates in this study. Both species had low to high biofilm formation. However, A. 

flavus clinical isolates presented more significant biofilm formation. Additionally, A. flavus 
clinical isolates showed higher virulence when compared to A. fumigatus sensu stricto clinical 
isolates. Linking these data, we can suggest that higher virulence seems to be associated with 
higher biofilm formation. 

Keywords: Aspergillus, molecular identification, azole resistance, biofilm formation, cyp51A, 

Galleria mellonella. 
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1. INTRODUÇÃO 

1.1. GÊNERO Aspergillus 

O gênero Aspergillus é classificado no reino Fungi, filo Ascomycota, classe 

Eurotiomycetes, ordem Eurotiales e Família Trichocomaceae. Os fungos do filo Ascomycota 

possuem a característica de produzir seus esporos (ascósporos) em estruturas sexuais 

específicas, denominadas asco (MONEY, 2015) e a ordem Eurotiales apresenta fungos 

conhecidos como mofos verdes e azuis (HOUBRAKEN et al., 2020). As características macro 

e micromorfológicas dos fungos do gênero Aspergillus são de grande importância para a 

identificação das espécies. Algumas características morfológicas da colônia incluem taxas de 

crescimento, cor, textura, conidiação, produção de esclerócitos (massa compacta de micélio 

endurecido contendo reservas alimentares), cores da colônia, pigmentos solúveis no meio de 

cultura e os ascomas, que para este gênero são do tipo cleistotécio (corpo frutificante fechado e 

esférico que contém os ascos e ascósporos). Na maioria das espécies desse gênero ocorre a 

reprodução assexual e sexual, e tanto as características macromorfológicas da colônia quanto 

às características microscópicas das estruturas reprodutivas são relevantes na identificação 

clássica do gênero e espécie. Essas características incluem, na reprodução assexual, as 

características da estrutura de frutificação, como a cor, e dimensão do conídio, a forma da 

cabeça (vesícula) dos conidióforos, a presença ou ausência de métulas entre a vesícula e as 

fiálides (ou seja, se são unisseriados ou bisseriados) (figura 1) e a textura da colônia. Na 

reprodução sexual se observa o tamanho e morfologia dos ascos e ascósporos encontrados 

dentro dos cleistotécios (TSANG et al., 2018). 

Inicialmente, a classificação dos fungos era baseada nos aspectos morfológicos, 

principalmente a morfologia das estruturas reprodutivas assexual (conidióforos, esporóforos, 

hifas, entre outros) (figura 1) e assexual (cleistotécio). Contudo, considerando que isolados 

clínicos de Aspergillus spp. podem manifestar algumas atipias como conidiação mais lenta e 

formação aberrante do conidióforo, além de sobreposição de algumas características 

morfológicas por parte da seção Fumigati, este é um critério limitado de classificação 

taxonômica (BALAJEE et al., 2006). Dessa forma, a eficácia da caracterização do gênero pela 

abordagem polifásica, onde há a combinação de diversos dados e informações, sendo elas 

fenotípicas, moleculares (incluindo genômica, proteômica e metabólitos secundários), 
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genéticas e filogenéticas, para assim, atingir uma taxonomia de consenso, vêm sendo 

demonstrada (SAMSON, 2009). 

Figura 1 – Esquema da micromorfologia das estruturas reprodutivas assexuais (conidióforo) 

do gênero Aspergillus. Fonte: Autoria própria com o auxílio do programa BioRender.  

 

A região do DNA ribossomal (rDNA) normalmente utilizada para a identificação dos 

fungos é a região do espaçador interno transcrito (Internal Transcribed Spacer - ITS). Contudo, 

nem sempre essa região possui variações o suficiente para distinguir as espécies. Dessa forma, 

um segundo marcador é necessário para identificar com maior precisão uma espécie. Esse 

marcador, assim como o ITS, deve fazer uso de primers universais, ser de fácil amplificação e, 

ao contrário do ITS, capaz de distinguir as espécies. Baseado nesses requisitos, os genes 

utilizados na identificação das espécies de Aspergillus são os que codificam a calmodulina 

(caM), β-tubulina (benA) e RNA polimerase II segunda maior subunidade (RPB2). Entretanto, 

existe a frequente dificuldade de amplificação do RPB2 e a amplificação de muitos parálogos 

quando utilizado o benA (SAMSON et al., 2014). 

O gênero Aspergillus era inicialmente dividido em subgêneros e grupos. Entretanto, 

para acompanhar as normas do Código Internacional de Nomeclatura Botânica (ICBN), o 
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gênero Aspergillus atualmente é dividido em subgênero e seções, sendo que, até 2019, 451 

espécies já haviam sido descritas (BALAJEE et al., 2006; STEENWYK et al., 2019). Com o 

avanço das técnicas moleculares e a abordagem da identificação polifásica, cada vez mais 

espécies de Aspergillus têm sido estudadas e caracterizadas. Assim, os subgêneros e seções são: 

subgênero Circumdati, seções Candidi, Cremei, Circumdati, Flavi, Nigri e Sparsi; subgênero 

Aspergillus, seções Aspergillus e Restricti; subgênero Fumigati, seções Cervini, Clavati e 

Fumigati; subgênero Nidulantes, seções Aenei, Flavipedes, Jani, Nidulantes, Ochraceorosei, 

Terrei, Usti, Versicolores e duas seções ainda não nomeadas onde se encontram as espécies A. 

bisporus, A. ivorensis e A. raperi. Além disso, há as espécies não referenciadas e a seção 

Phialosymplex que ainda não foi inserida em um subgênero (GAUTIER et al., 2016) (figura 2). 

Figura 2: Classificação do gênero Aspergillus de acordo com seu subgênero e seção das 

espécies atualmente válidas. Fonte: Gautier et al., 2016 com modificações. 

 

As seções Circumdati, Clavati, Cremei, Nigri, Restricti, Usti e Versicolores possuem 

espécies predominantemente isoladas do ambiente, enquanto as espécies comumente isoladas 

de amostras clínicas se encontram, em sua maioria, dentro das seções Fumigati, Flavi e Terrei 
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(GAUTIER et al., 2016). Dentro das diversas espécies da seção Fumigati, A. fumigatus se 

destaca como a causa mais comum de aspergilose invasiva nas pesquisas epidemiológicas. 

Entretanto, estudos recentes apontam que espécies identificadas fenotipicamente como A. 

fumigatus podem ser geneticamente distintas, levando a identificação e descrição de novas 

espécies (BALAJEE et al., 2006). Assim, além de A. fumigatus sensu stricto, as novas espécies 

que são associadas às infecções fúngicas são A. novofumigatus, A. hiratsukae, A. viridinutans, 

A. lentulus e A. udagawae, tendo os dois últimos apresentado (in vitro) baixa sensibilidade aos 

antifúngicos utilizados no tratamento da aspergilose invasiva (BALAJEE et al., 2006; 

ALCAZAR-FUOLI et al., 2008; ESCRIBANO et al., 2013). Dentro das diversas espécies da 

seção Flavi, há duas espécies de relevância clínica: A. parasiticus e A. flavus, sendo o último, 

ao lado de A. fumigatus a segunda maior causa de aspergilose invasiva e não-invasiva em seres 

humanos. Além disso, as seis espécies que possuem importância econômica são, além de A. 

flavus e A. parasiticus, também A. nomius, A, oryzae, A. sojae e A. tamarii. Os fungos da seção 

Flavi produzem uma gama de aflatoxinas e agentes cancerígenos naturais (GODET, 

MUNAUT, 2010; DENNING et al., 2003; HEDAYATI et al., 2007). Dentro da seção Terrei, 

existem espécies de relevância clínica devido a sua resistência intrínseca aos antifúngicos 

comerciais, em destaque a A. terreus, que possui baixa sensibilidade in vivo e in vitro à 

Anfotericina B, além disso, alguns estudos vêm apresentando um perfil de linhagem não 

selvagem de amostras clínicas de A. terreus para os azóis (ZORAN et al., 2018; GAUTIER et 

al., 2016).  

Embora a maioria das espécies dentro de Aspergillus seção Nigri sejam isolados 

ambientais, há algumas espécies dentro da seção, A. niger e A. tubingensis, que são 

frequentemente encontrados, junto com A. flavus, entre os isolados clínicos de otomicose (otite 

externa fúngica) e de amostras de nasofaringe (MOUSSALLE et al., 1999). 

1.2. A ASPERGILOSE, O TRATAMENTO ANTIFÚNGICO E A RESISTÊNCIA AOS 

ANTIFÚNGICOS 

A aspergilose (infecção por Aspergillus) é uma doença multiforme, onde as 

manifestações clínicas podem se apresentar da forma alérgica, crônica ou invasiva, as quais são 

determinadas pela resposta imune do hospedeiro (SALES, 2009; TSANG et al., 2018). Assim, 

embora seja comum a exposição e inalação de conídios de Aspergillus spp., existe uma pequena 

parcela da população que desenvolve um quadro de aspergilose, sendo eles os 
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imunossuprimidos ou imunocomprometidos. A doença envolve diversas apresentações clínicas, 

incluindo aspergiloma (ou bola fúngica) no pulmão e nos seios nasais e paranasais, exacerbação 

da asma e asma grave com sensibilização fúngica, aspergilose broncopulmonar alérgica 

(ABPA), otomicose, onicomicose, ceratite, endoftalmite, infecções cutâneas e de feridas, 

infecções osteoarticulares, aspergilose pulmonar crônica, sinusite crônica invasiva e 

granulomatosa, bronquite e traqueobronquite invasiva e aspergilose pulmonar invasiva (API) 

(GAUTIER et al., 2016).   

A linha de defesa principal contra conídios inalados de Aspergillus spp. são os 

macrófagos, além disso, receptores de reconhecimento de patógenos trabalham identificando 

componentes específicos da parede fúngica e produzem citocinas que atuam estimulando o 

recrutamento de neutrófilos, que são o principal mecanismo de defesa contra hifas. Dessa 

forma, pode-se concluir que a aspergilose invasiva normalmente acomete pacientes 

imunossuprimidos ou com alguma deficiência imune, como pacientes em quadro de 

neutropenia, recém transplantados ou em tratamento prolongado de altas doses de 

corticosteroides (KOUSHA et al., 2011).  

A API é caracterizada por uma infecção similar à pneumonia bacteriana, de rápida 

progressão, onde o patógeno invade o parênquima pulmonar e tende a penetrar os vasos 

sanguíneos e disseminar pelo hospedeiro (MILLER, 1996). A ABPA é a forma alérgica da 

doença onde o paciente apresenta hipersensibilidade aos antígenos de Aspergillus spp., 

principalmente de A. fumigatus. A patogenia da ABPA não é totalmente conhecida, embora a 

maioria dos casos ocorram entre pacientes com doenças pulmonares como asma ou fibrose 

cística. O diagnóstico é dado através de testes sorológicos e radiológicos, sendo os sinais da 

doença o espessamento da parede brônquica. O tratamento é feito com a administração oral de 

corticosteroides, que atuam reduzindo a hipersensibilidade à resposta inflamatória provocada 

pelo patógeno. Alguns estudos têm sido realizados utilizando itraconazol e voriconazol no 

tratamento de ABPA e vêm apresentando resultados promissores. Contudo, o itraconazol em 

alguns casos pode atuar potencializando os corticosteroides, o que pode levar a uma anomalia 

do hormônio adrenocorticotrófico e insuficiência adrenal. Além da ABPA outras doenças que 

podem ser causadas por reações alérgicas a Aspergillus são pneumonia de hipersensibilidade e 

granulomatose broncocêntrica (KOUSHA et al., 2011; MILLER, 1996; JUDSON, 2004; 

SKOV et al., 2002). 
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Existem poucas classes de antifúngicos utilizadas no tratamento das infecções fúngicas, 

entre elas estão os azóis, polienos, derivados pirimidínicos e equinocandinas. Os antifúngicos 

da classe dos azóis agem inibindo a enzima 14α-esterol desmetilase, membro da família do 

citocromo P450 codificado pelo gene cyp51A, que é responsável pela conversão de lanosterol 

em ergosterol – componente da membrana celular fúngica. Assim, os azóis agem interferindo 

na biossíntese de ergosterol na membrana fúngica, alterando dessa maneira a estrutura e funções 

da membrana e, por consequência, inibindo o desenvolvimento do fungo. A ligação do átomo 

de nitrogênio do anel triazólico de cinco membros ao átomo de ferro do grupo heme presente 

no sítio ativo da proteína CYP51A inibe a etapa de desmetilação, resultando no bloqueio da 

síntese de ergosterol. Esta classe é representada pelos triazóis itraconazol (ITR), voriconazol 

(VOR) e posaconazol (POS). Espécies do gênero Aspergillus possuem duas isoenzimas 

CYP51A e CYP51B e, embora a codificação desses genes não seja essencial para o crescimento 

celular, a inativação concomitante de ambos pode ser letal ao microrganismo. O uso 

indiscriminado na agricultura de antifúngicos da classe dos azóis, combinado com a atividade 

fungistática em baixa dose e o uso excessivo e prolongado de azóis aumentaram a porcentagem 

de cepas de fungos resistentes (HARGROVE et al., 2015; ZAKARIA et al., 2020).  

A classe dos polienos é representada pela Anfotericina B (AMB), que é um agente 

antimicótico de amplo espectro utilizado em infecções sistêmicas por fungos dos gêneros 

Aspergillus e Candida, principalmente em pacientes imunocomprometidos. Pesquisas apontam 

que a AMB é uma droga que age na membrana formando estruturas semelhantes a canais 

(poros) que atravessam a bicamada lipídica. É cógnito que essa droga se liga ao ergosterol na 

parede celular da membrana e, acredita-se que durante o processo de auto oxidação da AMB, 

seus efeitos antifúngicos resultam em dano oxidativo. Contudo, a utilização da AMB deve ser 

limitada devido à sua nefrotoxicidade, que pode resultar em insuficiência renal 

(CHATTOPADHYAY; JAFURULLA, 2011; SOKOL-ANDERSON et al., 1986; POSCH et 

al., 2018).  

A Flucitosina ou 5-fluorocitosina (5-FC) é um análogo fluorado da citosina que é usado 

como agente antifúngico para o tratamento de infecções graves, é uma droga da classe dos 

derivados pirimidínicos e, muitas vezes, é administrada em conjunto com a AMB, pois sua ação 

conjunta potencializa os efeitos da AMB, resultando numa diminuição da dosagem e redução 

dos efeitos colaterais. A 5-FC atua diretamente sobre os organismos fúngicos, por inibição 

competitiva de absorção de purina e pirimidina e indiretamente pelo metabolismo intracelular. 
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Após a absorção pela citosina permease, a 5-FC sofre um processo de desaminação e é 

convertida em 5-fluorouracil (5-FU). O 5-FU pode passar por dois processos distintos dentro 

da célula fúngica: ele pode ser convertido em trifosfato de 5-fluorouridina, composto que será 

incorporado ao RNA fúngico e agirá inibindo a síntese proteica; ou pode ser metabolizado e 

convertido em 5-fluorodesoxiuridina monofosfato, composto que age inibindo a fonte primária 

de timidina na biossíntese do DNA. Esse antifúngico é amplamente utilizado no tratamento de 

micoses sistêmicas, uma vez que não há grande taxa de conversão de flucitosina em 5- 

fluorouracil, permitindo uma alta absorção da droga pelo organismo e distribuição por todo o 

corpo (SANDE & MANDELL, 1987; SIDRIM & MOREIRA, 1999; HOUŁŅ, SPÍžEK & 

HAVLÍčEK, 2020). 

Os antifúngicos da classe das equinocandinas atuam inibindo a síntese de β-1,3-

Glucana, resultando num desequilíbrio osmótico que leva a morte do organismo. As drogas 

dessa classe agem em uma gama de fungos e leveduras e possuem baixa incidência de efeitos 

colaterais. Estão dentro dessa classe a Caspofungina, a Anidufungina e a Micafungina, sendo a 

primeira amplamente utilizada no tratamento da API (DERESINSKI & STEVENS, 2003; 

DIEKEMA et al., 2003). 

A maioria dos medicamentos para o tratamento das infecções fúngicas são fungistáticos, 

ou seja, agem inibindo o crescimento do fungo. Dessa forma, o tratamento das infecções 

fúngicas é demorado e demonstra menor eficácia em indivíduos imunocomprometidos 

(PATTERSON & STREK, 2016). O tratamento das infecções por Aspergillus spp. varia de 

acordo o tipo de infecção causada pelo microrganismo, por exemplo, nos casos de ABPA o 

tratamento é realizado pela associação de corticosteróide e ITR. Já nos casos de API o 

tratamento de primeira escolha é o VOR. Em casos da contraindicação do VOR, a administração 

da AMB lipossomal é recomendada. Acredita-se que a formulação lipídica da AMB lipossomal 

é mais efetiva e menos tóxica do que a AMB convencional (PATTERSON et al., 2016). 

Os antifúngicos comerciais apresentam o mecanismo de ação com único sítio alvo (e.g. 

14𝑎-esterol desmetilase, ergosterol, β-1,3-Glucana sintase). Portanto, existe a maior 

probabilidade de desenvolvimento de linhagens fúngicas resistentes ao tratamento, como 

mostrado por diversos estudos em que espécies fúngicas estão desenvolvendo resistência a esses 

grupos de antifúngicos (MELLADO et al., 2001; MELLADO et al., 2005; SNELDERS et al., 

2010; MELLADO et al., 2007; CHOWDHARY et al., 2011). Considerando Aspergillus spp., 
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observou-se casos de resistência principalmente contra antifúngicos do grupo dos azóis e 

algumas equinocandinas (SATISH et al., 2019). A resistência aos antifúngicos pode ser definida 

de duas maneiras, microbiológica e clínica. A resistência microbiológica ocorre quando a 

concentração do antimicrobiano usado contra o patógeno é maior do que o utilizado contra uma 

linhagem selvagem. Já a resistência clínica é definida quando a concentração do antifúngico a 

ser utilizado para inibir/matar o fungo é maior do que a considerada segura ao paciente 

(PFALLER, 2012).  

1.2.1.  Mecanismo de resistência aos azóis mediado pelo promotor e gene cyp51A 

A resistência aos antifúngicos azólicos está associada às inserções de sequência de 

repetição em tandem (Tandem Repeats, TR) na região promotora do gene cyp51A e às mutações 

neste próprio gene. As alterações na região promotora do gene cyp51A relacionadas à 

resistência do fungo aos antifúngicos são mediadas pelas TR os quais são 34 pb, 46 pb e 53 pb 

upstream (a montante) do gene cyp51A (DUDAKOVA et al., 2017). Em estudos de vigilância 

epidemiológica, a TR34 é especialmente responsável por até 70% das alterações associadas à 

resistência (ZHANG et al., 2020). As mutações presentes no gene cyp51A – alvo do mecanismo 

de ação dos azóis e codificador da enzima 14α-esterol desmetilase - estão associadas à 

resistência a estes antifúngicos e presentes em diversos isolados clínicos, incluindo em espécies 

do gênero Aspergillus. Dependendo do tipo de mutação e sua localização na sequência genética, 

a cepa resultante pode exibir uma variedade de fenótipos de resistência, abrangendo um 

espectro de suscetibilidades aos azóis, incluindo a resistência a um único ou a diversos 

antifúngicos desta classe ao mesmo tempo (NYWENING et al., 2020). As mutações pontuais 

no gene cyp51A são geralmente relatadas em isolados clínicos de pacientes que recebem terapia 

azólica de longo prazo (geralmente mais de 4 meses), particularmente no caso de aspergilose 

crônica. Contudo, essas mutações vêm sendo observadas com mais frequência nos últimos 

tempos. Algumas mutações, como substituições de aminoácidos únicos na glicina 54 (G54V, 

G54E, G54R, G54W) e 138 (G138C) da proteína CYP51A causam uma resistência cruzada ao 

ITR e POS. Outras mutações, como G448S, reduzem a atividade do CYP51A e induzem a 

resistência ao VOR. A substituição na metionina (M) 220 (M220I, M220V, M220T, M220K) 

está relacionada a vários padrões de suscetibilidade reduzida aos azóis. As mutações pontuais, 

como A284T, F219C, F219I, G434C, G432S, H285Y, P216L e Y431C, também foram 

encontradas esporadicamente (DUDAKOVA et al., 2017; SPIESS et al., 2014; BUEID et al., 

2010; CHOWDHARY et al., 2011). 
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O alelo de resistência mais frequentemente observado em A. fumigatus consiste em uma 

TR de 34 pb (TR34) na região promotora combinada com a substituição L98H da CYP51A 

(TR34/L98H). Esta combinação foi detectada várias vezes e associada a um aumento de até 8 

vezes na expressão do gene. Da mesma forma, a mutação TR46/Y121F/T289A é um 

mecanismo de resistência emergente com alto nível de resistência ao VOR e CIMs 

(Concentração Inibitória Mínima) elevados para todos os outros azóis. Além disso, uma 

sequência de repetição em tandem de 53 pb também foi detectada na região promotora do 

cyp51A sem qualquer substituição de aminoácidos no gene. Essa mutação confere um perfil de 

resistência do fungo ao ITR e VOR e baixa suscetibilidade ao POS (HARGROVE et al., 2015; 

DIAZ-GUERRA et al., 2003; DUDAKOVA et al., 2017; ZHANG et al., 2020). 

1.2.2. Resistência aos azóis não mediada por cyp51A 

É importante apontar que nem todos os isolados que demonstram baixa/nenhuma 

sensibilidade aos antifúngicos azólicos terão alteração na região promotora e mutações no gene 

cyp51A. Os mecanismos de resistência comumente reconhecidos incluem ocorrências genéticas 

e epigenéticas, como alterações nos componentes do fator de transcrição, alteração da via 

biossintética de esterol, superexpressão de bombas de efluxo de drogas específicas ou outros 

meios pelos quais o acúmulo intracelular dos azóis é reduzido nas células fúngicas. Alterações 

genéticas que não estão dentro das sequências ou regiões promotoras do cyp51A foram 

encontradas e associadas de forma convincente à resistência aos antifúngicos e nas falhas de 

tratamento em pacientes (NYWENING et al., 2020). 

Um repressor transcripcional do cyp51A, o fator de transcrição de ligação CCAAT 

fúngico (CCAAT binding complex, CBC) conhecido como HapE quando alterado com uma 

única mutação confere o fenótipo de resistência a diversos antifúngicos azólicos ao mesmo 

tempo (CAMPS et al., 2012a; GSALLER et al., 2016b). Outro mecanismo de resistência aos 

azóis é a superexpressão de bombas de efluxo associadas à extrusão de moléculas 

antimicrobianas, incluindo os azóis. Os transportadores ATP-Binding Cassete (ABC) e as 

classes da superfamília facilitadora principal (major facilitator superfamily – MFS) são 

considerados os dois principais tipos de bombas de efluxo com relevância clínica em diversos 

fungos patogênicos. O gene de codificação da bomba de efluxo de A. fumigatus, cdr1B, também 

conhecido como abcB, abcC ou abcG1, codifica um transportador ABC e está associado à 

resistência ao ITR (NYWENING et al., 2020). A instabilidade genética pode resultar em 
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alterações de ploidia, rearranjo cromossômico e mutações no código genético. Mutações ou 

ruptura de genes que codificam elementos de danos ao DNA e vias de pontos de checagem do 

ciclo celular afetam a estabilidade genômica e a suscetibilidade aos azóis. Por exemplo, a 

deleção dos genes que codificam as quinases AtmA e AtrA, que estão envolvidos na resposta 

ao dano ao DNA e ativação de vias de reparo de DNA e pontos de checagem do ciclo celular, 

aumentam a adaptabilidade ao estresse causado pelos azóis a níveis mais altos do que uma 

linhagem do mesmo fungo do tipo selvagem (DOS REIS et al., 2018). 

  

1.3. BIOFILME MICROBIANO 

Os biofilmes microbianos são populações de células associadas e incorporadas a uma 

matriz extracelular produzida pelo próprio microrganismo. Existem diversos gêneros de fungos 

causadores de infecções em que a patogenicidade está relacionada à produção de biofilme. Entre 

eles estão: Candida, Coccidioides, Aspergillus, Malassezia, Trichosporon e Cryptococcus 

(RAMAGE et al., 2012; FANNING; MITCHELL, 2012). 

Entre as vantagens da formação de biofilme estão a resistência a choques mecânicos e 

estresse químico, proteção contra o ambiente e aumento da resistência aos antimicrobianos. Na 

literatura há evidências que comprovam que os fungos do gênero Aspergillus possuem alta 

capacidade de formação de biofilme, o que resulta em um maior índice de infecções e maior 

resistência aos antifúngicos (ZHANG et al., 2021; RAMAGE et al., 2012). De acordo com Kaur 

e Singh (2014), estudos feitos em pacientes infectados por Aspergillus sp. reportam que o índice 

de mortalidade em pacientes imunocomprometidos (principalmente pacientes com câncer e que 

apresentam neutropenia) é alto devido à alta capacidade de produção de biofilme e a 

consequente resistência aos antimicrobianos. 

O processo de formação de biofilme é gradativo, sendo que biofilmes jovens são mais 

suscetíveis aos antifúngicos que os biofilmes maduros. Estudos recentes mostram que esse 

fenômeno se dá pelo fato de que a atividade de efluxo do antifúngico aumenta de acordo com 

a maturação do biofilme. Sendo assim, a formação do biofilme está diretamente relacionada à 

resistência microbiana (RAMAGE et. al., 2012). 

1.4. O MODELO ANIMAL ALTERNATIVO Galleria mellonella 
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Devido ao custo elevado e à dificuldade de manutenção nos últimos tempos, vêm-se 

observando a necessidade de redução da utilização de modelos vertebrados para testes in vivo 

de toxicidade e virulência. Dessa forma, modelos alternativos como Galleria mellonella, 

Drosophila melanogaster, Bombyx mori e Manduca sexta vem sendo utilizados em diversas 

pesquisas de virulência e toxicidade para microrganismos e agentes antimicrobianos 

(KAVANAGH; FALLON, 2010). Diversas pesquisas vêm demonstrando que insetos podem 

ser utilizados para avaliar a patogenicidade microbiana e fornecer resultados comparáveis aos 

obtidos com mamíferos, uma vez que a resposta imune inata de vertebrados permanece 

semelhante à resposta imune encontrada em insetos (LAVINE; STRAND, 2002; 

KAVANAGH; REEVES, 2004; WITTWER et al., 1999; RENWICK et al., 2007; BRENNAN 

et al., 2002). As larvas da cera de abelha Galleria mellonella têm sido usadas para avaliar a 

virulência de uma variedade de patógenos bacterianos e fúngicos. A correlação com o perfil de 

virulência desses microrganismos em G. mellonella foi observado em camundongos (FUCHS; 

MYLONAKIS, 2006). Concomitante à fácil manutenção, a utilização de G. mellonella como 

modelo in vivo traz benefícios pois oferece a possibilidade de ser mantido em diversas 

temperaturas, variando de 25 ºC a 37 ºC, possibilitando o estudo de características do patógeno 

relacionadas à temperatura. Além disso, o modelo G. mellonella permite uma fácil inoculação 

das células fúngicas, o que é vantajoso uma vez que a inoculação por injeção permite um maior 

controle da concentração de células fúngicas inoculadas, possibilitando resultados mais 

precisos e satisfatórios (FUCHS; MYLONAKIS, 2006). 

 
2. OBJETIVOS 

2.1. OBJETIVO GERAL: 

● Estudar os aspectos morfológicos, identificação molecular, susceptibilidade aos 

antifúngicos, resistência aos azoles, fatores de virulência in vitro e virulência em modelo 

animal alternativo de uma amostragem retrospectiva por conveniência do período de 

2017 a 2019 de isolados clínicos do gênero Aspergillus de diferentes sítios anatômicos 

de pacientes oriundos do HCFMRP–USP, da cidade de Ribeirão Preto e macrorregião. 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS: 

● Caracterizar a macromorfologia e a micromorfologia dos isolados clínicos; 

● Identificar os isolados clínicos por métodos moleculares; 
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● Avaliar a susceptibilidade dos isolados clínicos aos antifúngicos comerciais; 

● Identificar mutações no gene cyp51A dos isolados clínicos e alterações na respectiva 

região promotora; 

● Avaliar os fatores de virulência (termotolerância e biofilme) e virulência em G. 

mellonella dos isolados clínicos. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. OS ISOLADOS CLÍNICOS DESTE ESTUDO, OBTENÇÃO DOS CONÍDIOS E 

COMITÊ DE ÉTICA 

O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 5403 - USP - Faculdade 

de Ciências Farmacêuticas de Ribeirão Preto na 200ª reunião ordinária realizada em 14/08/2020 

conforme Parecer Consubstanciado nº 4.214.202. 

Neste projeto foram estudados 51 isolados clínicos do gênero Aspergillus oriundos de 

pacientes do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto da Universidade 

de São Paulo da cidade de Ribeirão Preto, SP e macrorregião. As linhagens-controle deste 

estudo foram Aspergillus flavus ATCC 204304 e Aspergillus fumigatus ATCC 46645. 

Os conídios dos isolados clínicos e linhagens controle foram cultivados em meio de 

cultura ágar dextrose extrato de levedura (YAG) a 37˚C por 2 dias. Após, foram suspensos com 

água bidestilada autoclavada e auxílio de pipeta Pasteur esterilizada. A suspensão foi filtrada 

em Miracloth com poros de 22 a 25 µm (Merck EMD Millipore Corporation, Billerica, MA, 

EUA) autoclavado e os conídios contados com auxílio de hemocitômetro. A concentração da 

suspensão de conídio foi ajustada de acordo com a necessidade de cada experimento com água 

bidestilada autoclavada. 

 

3.2. ESTUDO MORFOLÓGICO E FISIOLÓGICO DOS ISOLADOS CLÍNICOS 

3.2.1. Análise Morfológica: Macro e Micromorfologia 

3.2.1.1. Colônia gigante 

O volume de 5 µl de uma concentração de 5×106 conídios/mL de Aspergillus spp. foi 

inoculado no centro de uma placa de Petri contendo meio de cultura YAG e incubadas a 37ºC. 

O diâmetro da colônia foi medido com uma régua milimétrica a cada 24 horas até o período de 

96 horas (4 dias) de incubação. 

3.2.1.2. Microcultivo 
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A análise micromorfológica das estruturas de reprodução assexual do fungo filamentoso 

foi realizada pela semeadura de 5×106 conídios de cada isolado clínico em blocos (aprox. 1 × 1 

× 0,6 cm) de YAG que foram cobertos com uma lamínula autoclavada e, em seguida, incubadas 

a 37ºC durante 48 horas em câmara úmida, sendo feito em duplicata. As lamínulas foram 

transferidas para uma lâmina com uma gota de lactofenol azul de algodão (SAMSON et al., 

2014). O material foi observado em microscopia de campo claro (N120, Coleman) em aumento 

de 400× e capturado com a câmera HDCE-X5 com o auxílio do software ScopImage 9.0. Foram 

analisadas as características das estruturas da reprodução assexual (hifas, conidióforos, haste, 

vesícula, fiálide e conídios). 

Para a análise dos conídios, o volume de 5 µl de uma concentração de 5×106 

conídios/mL foi inoculado em uma lâmina e coberto com uma lamínula. O material foi 

observado em microscopia de campo claro (N120, Coleman) em aumento de 1000× e capturado 

com a câmera HDCE-X5 com o auxílio do software ScopImage 9.0. As medições do diâmetro 

dos conídios foram realizadas com o auxílio do software ImageJ, foram realizadas 20 medições 

por isolado, posteriormente as médias e desvios padrões de cada isolado foram geradas. 

 

3.3. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR 

3.3.1. Extração do DNA genômico 

A extração do DNA genômico (gDNA) das linhagens utilizadas neste estudo foi 

realizada de acordo com modificações do método descrito por Junghans e Metzlaff (1990). A 

concentração de 2×107 conídios de Aspergillus spp. foi inoculada em 30 mL de meio de cultura 

líquido dextrose extrato de levedura (YG) e incubada a 37ºC a 180 rpm (Shaker Ecotron – Infors 

HT - Switzerland) overnight para a produção do micélio, que foi coletado por filtração a vácuo, 

em funil de porcelana, congelado em nitrogênio líquido e triturado com auxílio de almofariz e 

pistilo esterilizados. Para cada 40 mg de micélio triturado foi acrescentado 500 μL de tampão 

de extração (Tris – HCl pH 8,5 200 mM, cloreto de sódio 250 mM, EDTA 25 mM, SDS 0,5%). 

Em seguida, foi adicionado volume igual de fenol (Sigma Aldrich) e clorofórmio (JT Baker) 

1:1 (v/v) e a mistura foi homogeneizada por cerca de 10 minutos em agitador de tubos (Vortex 

Mixer – Labnet Internacional) para precipitar as proteínas e quebrar as membranas e paredes 

celulares. Para sedimentar as proteínas precipitadas e resíduos celulares, as amostras foram 

centrifugadas por 15 minutos a 12000×g (Eppendorf, Alemanha). A fase aquosa foi transferida 

para um novo microtubo de 1,5 mL (Axygen Scientific, EUA) e foi adicionado o mesmo volume 
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de clorofórmio para retirada de resíduo de fenol e/ou clorofórmio. As amostras foram 

centrifugadas novamente a 12000×g por 5 minutos, e a fase aquosa superior foi transferida 

novamente para um novo microtubo de 1,5 mL onde foi acrescentado 0,54 volumes de 

isopropanol (JT Barker, EUA) e foi levemente agitado para a precipitação do DNA. Após 

centrifugação a 12000×g por 1 minuto, o sedimento foi lavado com etanol 70% e centrifugado 

novamente a 12000×g por 1 minuto. O sobrenadante foi descartado e o resíduo de etanol 

evaporado na temperatura ambiente por 30 minutos. O sedimento foi suspenso em água 

esterilizada (Nuclease Free Water - Promega) e estocado a 4ºC. O RNA foi eliminado de cada 

amostra pelo tratamento com 300 ng/mL de RNAse (Pure Link A – Invitrogen Thermo Fisher) 

a 37ºC por 1 hora.   

3.3.2. Qualificação e Quantificação do DNA 

A concentração e a pureza do DNA genômico foram avaliadas por espectrofotômetro 

(Implen - Alemanha) no comprimento de onda de 260 e 280 nm. A qualidade foi observada em 

eletroforese de gel de agarose a 1%. A concentração de cada amostra foi ajustada para 500 

ng/µL. 

3.3.3. Amplificação por PCR da região ITS do rDNA, e dos genes que codificam a 

β-tubulina e calmodulina e sequenciamento 

Os isolados clínicos do gênero Aspergillus foram identificados pela amplificação por 

PCR e sequenciamento da região Internal Transcribed Spacer (ITS) do DNA ribossomal com 

os primers ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4 (5’-

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’) (WHITE et al., 1990). Além disso, os genes codificadores 

da β-tubulina (benA) com os primers benA1 (5'-AATAGGTGCCGCTTTCTGG-3') e benA2 

(5'-AGTTGTCGGGACGGAAGAG-3') e da calmodulina (caM) com os primers cmd5 (5’-

CCGAGTACAAGGAGGCCTTC-3’) e cmd6 (5’-CCGATAGAGGTCATAACGTGG-3’) 

(SAMSON et al., 2014). A PCR foi realizada com a enzima GoTaq polimerase (Promega). Os 

fragmentos de DNA gerados foram visualizados em eletroforese de gel de agarose 1%. O 

produto de cada PCR foi purificado com o kit Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System 

(Promega, EUA), de acordo com as normas do fabricante. As amostras purificadas foram 

quantificadas por espectrofotometria e a integridade observada em eletroforese de gel de 

agarose 1% para posteriormente ser realizado o sequenciamento pelo método de Sanger no 

aparelho ABI3100 Fluorescence Automated Frequencer (Applied Biosystems) utilizando os 
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mesmos primers. Cada sequência gerada foi analisada no programa ChromasPro (Technelysium 

Pty Ltd) e comparada com sequências depositadas no banco de dados GenBank utilizando a 

ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).  

3.4.  TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS 

A susceptibilidade dos isolados clínicos de Aspergillus spp. foi avaliada pelo método de 

microdiluição em caldo baseado no protocolo M38-A2 do Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI, 2008). Os antifúngicos testados foram diluídos em meio de cultura Roswell 

Park Memorial Institute (RPMI) 1640 pH 7,0 tamponado com MOPS (Ácido 3-[N-Morfolino] 

propanosulfonico) 2× concentrado nas concentrações de 0,125 a 64 µL/mL e foram pipetados 

100 µL de cada concentração em placas para cultura de células de 96 poços de fundo chato. 

Posteriormente, foram pipetados 100 µL de conídios na concentração de 5×105 conídios/mL 

em cada poço. As concentrações finais foram de 2,5×105 conídios/mL e nas diluições 0,0625 a 

32 µL/mL. As placas foram incubadas a 37°C por 48 h e foi realizada a leitura visual dos poços. 

Os antifúngicos testados foram os pertencentes à classe dos poliênicos (Anfotericina B) e azóis 

(Voriconazol, Posaconazol e Itraconazol). A linhagem controle Aspergillus flavus (ATCC 

204304) foi utilizada para validação do experimento de susceptibilidade. Os resultados foram 

expressos e analisados quanto a Concentração Inibitória Mínima (CIM), que é a menor 

concentração do antifúngico capaz de inibir o crescimento do fungo. As CIMs dos antifúngicos 

foram avaliadas quanto ao Ponto de Corte Epidemiológico (Epidemiological Cutoff Value - 

ECV). Para A. fumigatus sensu stricto e A. flavus, os valores de ECV da Anfotericina B (AMB) 

são 2 e 4 µg/mL, Itraconazol (ITR) 1 e 1 µg/mL, Voriconazol (VOR) o ECV é 1 e 2 µg/mL 

respectivamente. Para Posaconazol (POS) o ECV para A. flavus é de 0,5 µg/mL (protocolo M59 

- CLSI, 2018) e para A. fumigatus sensu stricto é de 0,25 µg/mL (ESPINEL-INGROFF et al., 

2018). Os ECVs capturam ≥97,5% da população modelada estatisticamente. Os isolados 

clínicos com CIM≤ECV foram considerados como do tipo selvagem, enquanto os isolados com 

CIM>ECV como do tipo não selvagem, isto é, possível linhagem resistente ao antifúngico 

(CLSI, 2018). Os resultados foram considerados válidos somente quando a linhagem controle 

Aspergillus flavus (ATCC 204304) apresentou valores de CIM de acordo com o que é 

padronizado pelo protocolo M38A e M38A2 – CLSI (CLSI, 2008).  

A CIM para cada um dos isolados clínicos foi determinada quando observado 100% de 

inibição de desenvolvimento do fungo. Os resultados foram expressos relatando o intervalo da 

CIM para cada antifúngico testado e calculando-se a média geométrica (MG). A MG calculada 

é a média que indica a tendência central dos valores “n” das CIM’s encontradas utilizando a 
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extração da raiz “n” desses números, sendo sua fórmula matemática expressa pela equação: 

“MG = √(n1 × n2 × n3)”, onde “n” representa os valores das CIM’s encontradas. 

Além da MG, foi calculada por seção do gênero Aspergillus a CIM 50 e CIM 90, ou 

seja, a concentração mínima capaz de inibir 50% e 90%, respectivamente, da população dos 

isolados pertencentes a cada população. Foram realizadas 2 réplicas biológicas e em duplicata.

  

3.5. ESTUDO DO GENE cyp51A E REGIÃO PROMOTORA DE ISOLADOS CLÍNICOS 

DE A. fumigatus sensu stricto  

A região promotora e o gene cyp51A dos isolados clínicos A. fumigatus sensu stricto 

foram investigados. Para isso, foi realizada a amplificação por PCR do gene cyp51A utilizando 

a enzima TransStart FastPfu DNA Polymerase (TransGen Biotech – Beijing, China) na 

concentração de 0,05 U/µL; os reagentes dNTP’s (0,2 mM); e os primers PA-7 (0,2 µM) e 

P450-A2 (0,2 µM) (tabela 1). Posteriormente, os produtos da amplificação purificados foram 

enviados para sequenciamento utilizando os primers da reação de PCR e adicionalmente com 

os primers PA-5, Cyp51 AR2 e Cyp51 AR3 (tabela 1). As sequências foram tratadas pelo 

programa Chromas Pro ® (Technelysium Pty Ltd, Austrália) e analisadas pelo método de 

alinhamentos múltiplos utilizando o MegaX® (KUMAR et al., 2018). As sequencias foram 

comparadas com a sequência de uma cepa selvagem de A. fumigatus (GenBank nº de acesso 

AF338659.1) (MELLADO et al., 2001) para a identificação de mutações. 

 

Tabela 1 – Primers utilizados na amplificação por PCR e sequenciamento do gene Cyp51A de 

A. fumigatus sensu stricto.  

Primer Sentido Sequência (5’ → 3’) Referência 
PA-7 Forward TCA TAT GTT GCT CAG CGG Mellado et al., 2001 

P450-A2  Reverse CTG TCT CAC TTG GAT GTG Diaz Guerra et al., 2003 
PA-5  Reverse TCT CTG CAC GCA AAG AAG AAC Mellado et al., 2001 

CYP51 AR2  Reverse AGT GAA TAG AGG AGT GAA TCC Prigitano et al., 2014 
CYP51 AR3  Reverse CCA TTG CCG CAG AGA TGT C Prigitano et al., 2014 

3.6. CARACTERIZAÇÃO DO FATOR DE VIRULÊNCIA in vitro E VIRULÊNCIA DOS 

ISOLADOS CLÍNICOS EM MODELO ANIMAL ALTERNATIVO G. mellonella 

O fator de virulência de cada isolado clínico foi analisado quanto a termotolerância e 

biofilme. A virulência foi avaliada utilizando o modelo animal alternativo Galleria mellonella. 

3.6.1. Análise Fisiológica e Termotolerância 
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A concentração de 5×106 conídios/mL em um volume de 2 µL dos isolados clínicos de 

Aspergillus spp. foi inoculada em 3 pontos de uma placa de Petri com os meios de cultura YAG 

e ágar extrato de malte (MEA) e incubadas no escuro nas temperaturas de 25ºC, 35ºC e 45ºC 

por 48 horas (SAMSON et al., 2014). As colônias foram registradas em imagens fotográficas e 

foram consideradas linhagens termotolerantes aquelas que foram capazes de desenvolver 

colônia em 45ºC. 

3.6.2. Biofilme 

O ensaio de formação de biofilme foi realizado com modificações nos protocolos 

descritos por Li et al. (2012) e Seidler et al. (2008). Em uma placa de 96 poços de fundo chato 

foi adicionado 200 µL de meio de cultura RPMI 1640 pH 7,0 contendo a concentração de 

0,5×106 conídios dos isolados clínicos e incubados a 37°C por 48 horas. Posteriormente, o meio 

de cultura foi removido e cada poço foi lavado três vezes com 200 µL de tampão PBS 1X 

autoclavado para remoção das células não aderidas à parede de cada poço. Os conídios 

germinados aderidos foram fixados com 150 µL de metanol 100% durante 15 minutos, seguido 

de sua remoção. Em seguida, seguiu-se o protocolo para a quantificação de biomassa e matriz 

de biofilme. 

3.6.2.1. Quantificação da Biomassa do biofilme 

A quantificação da biomassa do biofilme foi realizada de acordo com Li et al. (2012), 

com modificações. Brevemente, foi adicionado em cada poço 100 µL de 0,5% do corante 

Cristal Violeta (Sigma) e incubado por 20 minutos à temperatura ambiente. O corante foi 

removido e cada poço foi lavado cinco vezes com tampão PBS 1X para retirar o excesso do 

corante. As células aderidas na parede de cada poço foram descoradas incubando cada poço da 

placa com 200 µL de ácido acético 33% por 5 minutos à temperatura ambiente. Foi transferido 

de cada poço 100 µL do sobrenadante para uma nova placa de 96 poços e a absorbância de cada 

poço foi lida no comprimento de onda de 570 nm em leitor de placas (680XR – BioRad). Foram 

realizadas 2 réplicas biológicas e em duplicata.  

3.6.2.2. Quantificação da Matriz do Biofilme 

A quantificação da matriz do biofilme foi realizada de acordo com Seidler et al. (2008), 

com modificações. Brevemente, foi adicionado em cada poço 100 µL do corante Safranina 1% 

(Sigma) e incubado por 10 minutos à temperatura ambiente. O corante foi removido e cada 

poço foi lavado cinco vezes com tampão PBS 1X para retirar o excesso. As células aderidas na 

parede de cada poço foram descoradas incubando cada poço da placa com 200 µL de ácido 



18 
 

 

acético 33% por 10 minutos à temperatura ambiente. Foi transferido de cada poço 100 µL do 

sobrenadante para uma nova placa de 96 poços e a absorbância de cada poço foi lida no 

comprimento de onda de 492 nm em leitor de placas (680XR – BioRad). Foram realizadas 2 

réplicas biológicas e em duplicata. 

Os resultados de absorbância obtidos foram utilizados para confecção de um gráfico de 

correlação (matriz × biomassa), utilizando o método de Pearson, no programa GraphPad Prism 

5 (GraphPad Software, San Diego, Califórnia USA). Os dados foram analisados considerando 

o intervalo de confiança de 95%. 

3.6.3. Caracterização da virulência utilizando o modelo animal alternativo 

Galleria mellonella 

Para caracterizar o perfil de virulência dos isolados clínicos, foi adotado o protocolo 

segundo Renwick (2006) onde foram utilizadas larvas da espécie Galleria mellonella. As larvas 

foram mantidas a 28°C no escuro, em recipiente de vidro (30 cm altura – 20 cm largura) com 

capacidade de 2 L. As larvas tiveram acesso à ração até alcançarem o sexto ínstar de 

desenvolvimento, cujo peso está entre 200 mg e 250 mg. Após atingir o ínstar de 

desenvolvimento desejado, as larvas foram privadas da alimentação e separadas em grupos de 

10 unidades em placa de Petri de vidro para cada isolado testado e o controle PBS. Os isolados 

testados foram selecionados a partir dos resultados obtidos pelo teste de formação de biofilme, 

onde foram selecionados isolados com alta, média e baixa produção de biofilme (Figura 6). A 

infecção artificial em larvas de G. mellonella foi realizada utilizando microseringa de Hamilton 

de 10 μL (modelo 7000.5KH). Em cada larva foi inoculado, no centro da ventosa da última pró-

pata direita, 5 µL de uma suspensão de conídios nas concentrações de 1×106 conídios/mL para 

A. fumigatus e 1×105 conídios/mL para A. flavus, sendo o mesmo realizado no controle (apenas 

PBS1X). Também foi utilizado como controle negativo um grupo de larvas naïve (sem inóculo). 

Após a infecção, as larvas foram incubadas a 37°C, privadas de ração e sem iluminação direta. 

Durante todo o período experimental, a cada 24 horas as larvas foram retiradas da pré-pupa a 

fim de retardar sua metamorfose e para realizar o levantamento da quantidade de mortes no 

período. O experimento foi realizado com três réplicas biológicas e o resultado mais 

significativo foi expresso em gráfico. A confecção dos gráficos e análises estatísticas por meio 

do método Log-rank (Mantel-Cox) foram realizadas no software GraphPad Prisma®. 

3.7. ANÁLISE ESTATÍSTICA 
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A análise estatística foi baseada no método one-way analysis of variance (one-way 

ANOVA), seguido pelo pós-teste de Tukey para análise comparativa dos experimentos. Para o 

teste de virulência, adotou-se o método estatístico Long-rank (Mantel-Cox) com a finalidade 

de avaliar a significância das curvas de sobrevivência. 

Valores de P inferiores a 0,05 foram considerados significativos e o resultado foi 

considerado estatisticamente diferente. Todas as análises foram feitas utilizando o programa 

GraphPad Prism (v 5.0; Graph pad Software, La Jolla, CA, USA). 

 

4. RESULTADOS 

4.1. CARACTERIZAÇÃO MORFOLÓGICA E IDENTIFICAÇÃO DOS ISOLADOS 

CLÍNICOS 

Este projeto foi um estudo por amostragem retrospectiva por conveniência de 51 isolados 

clínicos oriundos de 26 pacientes (17 homens e 9 mulheres) do Hospital das Clínicas da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - Universidade de São Paulo no período de 2017 a 

2019. Os isolados clínicos foram identificados pelo método clássico como espécies do gênero 

Aspergillus (Tabela 2 e Anexo 2).  

 

Tabela 2 - Isolados Clínicos de Aspergillus spp. oriundos do Hospital das Clínicas da Faculdade 

de Medicina de Ribeirão Preto - USP no período de 2017 a 2019. 

 

Paciente Gênero do Paciente Isolado Clínico Data da Coleta 
Sítio/Amostra de 

Isolamento 

1 Masculino LMC8001.01 20/07/2018 Escarro 

LMC8001.03 14/09/2018 Escarro 

LMC8001.04 14/09/2018 Escarro 

LMC8001.05 14/09/2018 Escarro 

LMC8001.06 14/09/2018 Escarro 

LMC8001.07 14/09/2018 Escarro 

LMC8001.10 14/08/2018 Escarro 

LMC8001.11 30/11/2018 Escarro 

LMC8001.12 30/11/2018 Escarro 

LMC9025.01 30/05/2019 Escarro 
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Paciente Gênero do Paciente Isolado Clínico Data da Coleta 
Sítio/Amostra de 

Isolamento 

2 Masculino LMC8003.01 18/05/2018 Escarro 

LMC8003.02 18/05/2018 Escarro 

LMC8003.03 18/05/2018 Escarro 

LMC8003.04 18/05/2018 Escarro 

LMC8003.05 18/05/2018 Escarro 

LMC8003.06 21/05/2018 Escarro 

LMC8003.07 21/05/2018 Escarro 

LMC8003.08 21/05/2018 Escarro 

LMC9026.01 21/05/2018 Escarro 

LMC8003.11 31/08/2018 Escarro 

LMC8003.12 31/08/2018 Escarro 

LMC8003.13 14/09/2018 Escarro 

LMC8003.14 26/10/2018 Escarro 

LMC8003.15 26/10/2018 Escarro 

3 Masculino LMC9001.01 24/04/2017 Mucosa nasal 

4 Feminino LMC9002.01 05/06/2017 Mucosa oral 

5 Masculino LMC9003.01 06/11/2017 LBA 

6 Masculino LMC9004.01 20/11/2017 Mucosa nasal 

7 Masculino LMC9005.01 13/12/2017 Mucosa nasal 

8 Masculino LMC9006.01 15/12/2017 Abscesso nasal 

9 Masculino LMC9007.01 11/01/2018 Escarro 

LMC9007.02 11/01/2018 Escarro 

10 Feminino LMC9008.01 14/06/2018 Seio esfenoidal 

11 Masculino LMC9009.01 28/06/2018 Escarro 

12 Feminino LMC9010.01 28/06/2018 
Fragmento mucosa 

nasal 

13 Feminino LMC9011.01 17/07/2018 Mucosa oral 

LMC9011.02 17/07/2018 Esôfago 

14 Masculino LMC9012.01 03/10/2018 Ouvido direito 

15 Masculino LMC9013.01 30/10/2018 Seio esfenoidal 
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Paciente Gênero do Paciente Isolado Clínico Data da Coleta 
Sítio/Amostra de 

Isolamento 

16 Feminino LMC9014.01 16/11/2018 Escarro 

17 Masculino LMC9015.01 12/11/2018 Escarro 

18 Masculino LMC9016.01 17/12/2018 Secreção traqueal 

19 Feminino LMC9017.01 20/12/2018 Ferida cirúrgica 

20 Masculino LMC9018.01 12/12/2018 LBA 

21 Feminino LMC9019.01 08/01/2019 Secreção traqueal 

22 Masculino LMC9020.01 11/01/2019 Seio esfenoidal 

23 Feminino LMC9021.01 05/02/2019 Escarro 

LMC9021.02 15/02/2019 Escarro 

24 Feminino LMC9022.01 11/02/2019 Escarro 

25 Masculino LMC9023.01 19/02/2019 Escarro 

26 Masculino LMC9024.01 06/05/2019 Escarro 

Id, identificação; Fonte: Autoria própria 

 

De cada isolado clínico foi visualizada a macromorfologia, onde foram observadas as 

características gerais de cada colônia em meio de cultura YAG, como o aspecto veludoso ou 

pulverulento, podendo ter as cores marrom e verde, sendo o verde variado nos tons verde oliva, 

verde escuro e verde acinzentado (HOUBRAKEN et al., 2020) (Anexo 3). O diâmetro das 

colônias de cada isolado no quarto dia de desenvolvimento à 35˚C mediram 6,9 cm ± 0,75 para 

Aspergillus seção Fumigati e 5,35 cm ± 0,56 (Figura 3A, B e C) para Aspergillus seção Flavi 

(Figura 3D).  

Todos os isolados clínicos apresentaram conidióforos com vesícula, fiálide e cadeia de 

conídios, micromorfologia característica do gênero Aspergillus (figura 4 e Anexo 3). Os 

conídios apresentam tamanhos que variam entre 2,24 a 6,49 µm (Tabela 3), sendo os isolados 

clínicos Aspergillus seção Fumigati e seção Flavi com 2,8 µm ± 0,4 e 4,4 µm ± 0,9, 

respectivamente (Anexo 2). 

 

Figura 3 - Diâmetro (em centímetros) das colônias dos isolados clínicos do gênero Aspergillus. 

Os conídios foram inoculados em meio de cultura YAG e incubados a 35˚C por 4 dias. A, B e 

C: isolados clínicos Aspergillus seção Fumigati; D: isolados clínicos Aspergillus seção Flavi. 

Fonte: autoria própria.  
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Figura 4 - Conidióforos (vesícula, metula, fiálides e cadeias de conídios) dos isolados clínicos 

do gênero Aspergillus em meio de cultura YAG a 35˚C por 24 horas. Microscopia de campo 

claro com Lactofenol azul de algodão. Objetiva de 40 X. Barra de escalas: 50 µm. Fonte: autoria 

própria. 
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Tabela 3 - Diâmetro (µm) dos conídios dos isolados clínicos. DP, desvio padrão. 

Isolado Clínico Diâmetro (µm) DP Isolado Clínico Diâmetro (µm) DP 

LMC8001.01 2,74 ± 0,36 LMC9005.01  3,65 ± 0,34 

LMC8001.03 3,81 ± 0,39 LMC9006.01  3,67 ± 0,26 

LMC8001.04 3,13 ± 0,40 LMC9007.01  3,85 ± 0,31 

LMC8001.05 3,68 ± 0,27 LMC9007.02  3,85 ± 0,36 

LMC8001.06 3,21 ± 0,35 LMC9008.01  2,44 ± 0,24 

LMC8001.07 3,16 ± 0,39 LMC9009.01  3,01 ± 0,31 

LMC8001.10 3,59 ± 0,32 LMC9010.01  4,46 ± 0,32 

LMC8001.11 2,70 ± 0,66 LMC9011.01  4,35 ± 0,32 

LMC8001.12 3,48 ± 0,35 LMC9011.02  3,92 ± 0,20 

LMC8003.01  2,76 ±0,19 LMC9012.01  4,15 ± 0,24 

LMC8003.02 2,24 ±0,25 LMC9013.01  3,54 ± 0,36 

LMC8003.03  2,43 ±0,26 LMC9014.01  3,23 ± 0,24 

LMC8003.04 2,44 ±0,25 LMC9015.01  2,81 ± 0,22 
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Isolado Clínico Diâmetro (µm) DP Isolado Clínico Diâmetro (µm) DP 

LMC8003.05 2,50 ±0,21 LMC9016.01  2,97 ± 0,30 

LMC8003.06 3,21 ±0,33 LMC9017.01  2,95 ± 0,20 

LMC8003.07  2,57 ±0,21 LMC9018.01  2,39 ± 0,22 

LMC8003.08  2,44 ±0,24 LMC9019.01  2,39 ± 0,16 

LMC8003.11  2,44 ±0,25 LMC9020.01  2,52 ± 0,18 

LMC8003.12  2,55 ±0,23 LMC9021.01  2,34 ± 0,21 

LMC8003.13  2,52 ±0,24 LMC9021.02  2,82 ± 0,18 

LMC8003.14  2,62 ±0,29 LMC9022.01  2,74 ± 0,32 

LMC8003.15 2,49 ±0,27 LMC9023.01  2,69 ± 0,21 

LMC9001.01 5,81 ± 0,40 LMC9024.01  2,29 ± 0,27 

LMC9002.01 6,49 ± 0,46 LMC9025.01 2,79 ± 0,24 

LMC9003.01  3,22 ± 0,30 ATCC204304 

A. flavus  
3,96 ± 0,41 

LMC9004.01  3,09 ± 0,21 ATCC46645 
A. fumigatus 

2,44 ± 0,36 

LMC9026.01  3,48 ± 0,33     

DP, desvio padrão. Fonte: autoria própria. 

4.2. IDENTIFICAÇÃO MOLECULAR – ITS, β-TUBULINA E CALMODULINA 

A identificação molecular pelo sequenciamento da região ITS do DNA ribossomal 

mostrou que 41 isolados clínicos são Aspergillus seção Fumigati e 10 são Aspergillus seção 

Flavi (Tabela 4 e Anexo 1). Foi também realizada a identificação molecular através do 

sequenciamento dos genes que codificam a β-tubulina para os isolados clínicos de Aspergillus 

seção Fumigati e Flavi; e a calmodulina para os isolados de Aspergillus seção Fumigati. Como 

resultado para os isolados clínicos Aspergillus seção Fumigati, foi verificado que todos 

apresentaram identidade acima de 99,5% com a sequência referência EF669791.1 (benA) de A. 

fumigatus sensu stricto (SAMSON et al., 2014). Para a calmodulina todos os isolados 

apresentaram identidade acima de 99,2% com a sequência de referência EF669860.1 (caM) de 

A. fumigatus sensu stricto (SAMSON et al., 2014). Para os isolados clínicos Aspergillus seção 

Flavi todos apresentaram mais de 99% de identidade com a sequência de referência EF661485.1 

(BenA) de A. flavus (SAMSON et al., 2014) (Tabela 5 e Anexo 1). Assim, neste estudo foram 

identificados 41 isolados clínicos da espécie A. fumigatus sensu stricto e 10 A. flavus das 

respectivas seções Fumigati e Flavi, respectivamente. 
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Tabela 4 – Identificação molecular dos isolados clínicos do gênero Aspergillus pelo 

sequenciamento da região ITS do rDNA. 

Isolado clínico 
Identificação 

Seção 
Referência 
GenBank 

Identid. 
(%) 

E- 
value 

Max. 
Score 

LMC8001.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 976 

LMC8001.03 Fumigati EF669931.1 100 0.0 994 

LMC8001.04 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1027 

LMC8001.05 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1000 

LMC8001.06 Fumigati EF669931.1 100 0.0 933 

LMC8001.07 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 994 

LMC8001.10 Fumigati EF669931.1 100 0.0 990 

LMC8001.11 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1003 

LMC8001.12 Fumigati EF669931.1 100 0.0 992 

LMC9025.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1005 

LMC8003.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 

LMC8003.02 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 

LMC8003.03 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 

LMC8003.04 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 

LMC8003.05 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 

LMC8003.06 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 

LMC8003.07 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 

LMC8003.08 Fumigati EF669931.1 100 0.0 861 

LMC9026.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1014 

LMC8003.11 Fumigati EF669931.1 100 0.0 861 

LMC8003.12 Fumigati EF669931.1 100 0.0 994 

LMC8003.13 Fumigati EF669931.1 100 0.0 992 

LMC8003.14 Fumigati EF669931.1 100 0.0 990 

LMC8003.15 Fumigati EF669931.1 100 0.0 987 

LMC9001.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1033 

LMC9002.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1026 

LMC9003.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1018 
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Isolado clínico 
Identificação 

Seção 
Referência 
GenBank 

Identid. 
(%) 

E- 
value 

Max. 
Score 

LMC9004.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1018 

LMC9005.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1024 

LMC9006.01 Flavi AF027863.1 99.1 0.0 970 

LMC9007.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1003 

LMC9007.02 Flavi AF027863.1 100 0.0 1007 

LMC9008.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1011 

LMC9009.01 Fumigati EF669931.1 99,8 0.0 987 

LMC9010.01 Flavi AF027863.1 98,1 0.0 950 

LMC9011.01 Flavi AF027863.1 99,8 0.0 1000 

LMC9011.02 Flavi AF027863.1 99,8 0.0 1007 

LMC9012.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1005 

LMC9013.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1000 

LMC9014.01 Fumigati EF669931.1 99.8 0.0 1011 

LMC9015.01 Fumigati EF669931.1 99.8 0.0 1009 

LMC9016.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1013 

LMC9017.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 998 

LMC9018.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1000 

LMC9019.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1000 

LMC9020.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1018 

LMC9021.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 972 

LMC9021.02 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1014 

LMC9022.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1005 

LMC9023.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1005 

LMC9024.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1013 

Identid., identidade; Fonte: Autoria própria. 

 

Tabela 5 – Identificação molecular dos isolados clínicos Aspergillus seção Fumigati e seção 

Flavi pelo sequenciamento dos genes que codificam a β-tubulina (benA) e calmodulina (caM).
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Isolado Clínico 
benA caM 

Ref. GenBank Identif. 
Identid. 

(%) 
E- value 

Max. 
Score 

Ref. GenBank Identif. 
Identid. 

(%) 
E- value 

Max. 
Score 

LMC8001.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,81 0.0 946 

LMC8001.03 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,61 0.0 941 

LMC8001.04 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,61 0.0 941 

LMC8001.05 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,61 0.0 941 

LMC8001.06 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,61 0.0 941 

LMC8001.07 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,61 0.0 941 

LMC8001.10 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,61 0.0 941 

LMC8001.11 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,61 0.0 941 

LMC8001.12 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,61 0.0 941 

LMC9025.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 904 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,8 0.0 953 

LMC8003.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 902 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 896 

LMC8003.02 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC8003.03 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC8003.04 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC8003.05 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC8003.06 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 902 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,59 0.0 885 

LMC8003.07 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC8003.08 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 902 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 
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Isolado Clínico 
benA caM 

Ref. GenBank Identif. 
Identid. 

(%) 
E- value 

Max. 
Score 

Ref. GenBank Identif. 
Identid. 

(%) 
E- value 

Max. 
Score 

LMC9026.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 841 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 968 

LMC8003.11 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC8003.12 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC8003.13 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC8003.14 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC8003.15 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 896 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,79 0.0 891 

LMC9001.01 EF661485.1 A. flavus 99.1 0.0 845 - - - - - 

LMC9002.01 EF661485.1 A. flavus 99.4 0.0 900 - - - - - 

LMC9003.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 977 

LMC9004.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 872 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,8 0.0 974 

LMC9005.01 EF661485.1 A. flavus 100 0.0 918 - - - - - 

LMC9006.01 EF661485.1 A. flavus 100 0.0 918 - - - - - 

LMC9007.01 EF661485.1 A. flavus 99.8 0.0 911 - - - - - 

LMC9007.02 EF661485.1 A. flavus 100 0.0 918 - - - - - 

LMC9008.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 872 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,4 0.0 959 

LMC9009.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 904 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,1 0.0 870 

LMC9010.01 EF661485.1 A. flavus 100 0.0 918 - - - - - 

LMC9011.01 EF661485.1 A. flavus 100 0.0 881 - - - - - 
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Isolado Clínico 
benA caM 

Ref. GenBank Identif. 
Identid. 

(%) 
E- value 

Max. 
Score 

Ref. GenBank Identif. 
Identid. 

(%) 
E- value 

Max. 
Score 

LMC9011.02 EF661485.1 A. flavus 99.8 0.0 911 - - - - - 

LMC9012.01 EF661485.1 A. flavus 99.1 0.0 845 - - - - - 

LMC9013.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 904 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,6 0.0 968 

LMC9014.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 880 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,6 0.0 924 

LMC9015.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 893 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 966 

LMC9016.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 887 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 830 

LMC9017.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 872 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,2 0.0 902 

LMC9018.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 904 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 966 

LMC9019.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 911 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,8 0.0 980 

LMC9020.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 944 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 900 

LMC9021.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 883 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,6 0.0 1029 

LMC9021.02 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.5 0.0 857 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,4 0.0 1046 

LMC9022.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 907 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 822 

LMC9023.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 905 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 99,8 0.0 963 

LMC9024.01 EF669791.1 A. fumigatus s.s. 99.8 0.0 904 EF669860.1 A. fumigatus s.s. 100 0.0 974 

 

Identid., identidade; s.s., sensu stricto -, não determinado. Fonte: Autoria própria. 
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4.3. SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS 

Os isolados clínicos foram avaliados quanto à susceptibilidade aos antifúngicos 

Anfotericina B (AMB), Itraconazol (ITR), Voriconazol (VOR) e Posaconazol (POS). Os dados 

foram interpretados quanto à concentração inibitória mínima (CIM), que é a menor 

concentração que inibe o crescimento do fungo. Os resultados foram divididos por seção onde 

os 41 isolados clínicos A. fumigatus sensu stricto pertencentes à Aspergillus seção Fumigati, 

apresentaram a média geométrica (MG) de 2; 0,5724; 0,5534 e 0,3220 μg/mL para AMB, ITR, 

VOR e POS, respectivamente; e os 10 isolados clínicos A. flavus pertencentes à Aspergillus 

seção Flavi, apresentaram a MG de 1,8661; 0,2679; 0,3078 e 0,4353 μg/mL para AMB, ITR, 

VOR e POS, respectivamente. Para Aspergillus seção Fumigati, os valores da CIM 50 foram 

de 2; 0,5; 0,5 e 0,25 μg/mL e, da CIM 90 foram de 2; 1; 1 e 1 μg/mL para AMB, ITR, VOR e 

POS, respectivamente. Para Aspergillus seção Flavi, os valores da CIM 50 foram de 2; 0,25; 

0,25 e 0,5 μg/mL e, da CIM 90 foram 2; 0,5; 0,5 e 0,5 μg/mL para AMB, ITR, VOR e POS, 

respectivamente (tabela 7). As CIMs dos antifúngicos foram avaliadas quanto ao ECV (CLSI, 

2018; ESPINEL-INGROFF et al., 2018). Para os isolados clínicos A. fumigatus sensu stricto, a 

AMB apresentou CIM igual ao ECV (2 µg/mL) para 80,4% (n=33/41) dos isolados clínicos e, 

para 7,3% (n=3/41) dos isolados clínicos, a CIM maior que o ECV (4 e >16 µg/mL). O ITR 

apresentou CIM maior que o ECV para o isolado clínico LMC9003.01 (2,4%; n=1/41); VOR 

para os isolados clínicos LMC9015.01, LMC9018.01 e LMC9020.01 (7,3%; n=3/41); e POS, 

para os isolados clínicos LMC8003.02, LMC8003.03, LMC8003.04, LMC8003.07, 

LMC8003.08, LMC8003.12, LMC8003.13, LMC8003.14, LMC8003.15, LMC9003.01, 

LMC9004.01, LMC9026.01, LMC9008.01, LMC9009.01, LMC9015.01, LMC9016.01, 

LMC9017.01, LMC9020.01, LMC9023.01 e LMC9024.01 (48,8%; n=20/41) (Tabela 6). Já 

para os isolados clínicos de A. flavus, os antifúngicos AMB, ITR, POS e VOR não apresentaram 

CIM maior que o ECV, isto é, linhagens com perfil selvagem (Tabela 6).  

 

Tabela 6 – Concentração inibitória mínima (CIM) dos isolados clínicos de A. fumigatus sensu 

stricto e A. flavus aos antifúngicos e mutações no gene cyp51A nos isolados clínicos de A. 

fumigatus sensu stricto.
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Isolado Clínico Identificação molecular 
Mutações cyp51A CIM (µg/mL) 

F46Y  M172V  N248T  N248K D255E  E427K ITR POS VOR AMB 

LMC8001.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,062 0,25 4* 

LMC8001.03 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,125 0,5 2 

LMC8001.04 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,125 0,5 2 

LMC8001.05 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,125 1 2 

LMC8001.06 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,125 0,25 2 

LMC8001.07 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,125 0,25 2 

LMC8001.10 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,125 0,5 2 

LMC8001.11 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,125 0,25 2 

LMC8001.12§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 0,125 0,5 2 

LMC9025.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,125 1 2 

LMC8003.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,25 0,5 4* 

LMC8003.02§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 0,5* 0,5 2 

LMC8003.03§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 0,5* 0,5 2 

LMC8003.04§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 1* 0,5 2 

LMC8003.05§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 0,125 0,5 2 

LMC8003.06 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 <0,031 0,5 2 

LMC8003.07§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 1* 1 2 

LMC8003.08 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,5* 0,25 2 

LMC9026.01§ c A. fumigatus s.s. - M127V - - - - 0,5 0,5* 0,25 2 

LMC8003.11§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 0,25 0,5 2 

LMC8003.12§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 0,5* 0,5 2 

LMC8003.13§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 1* 0,5 2 

LMC8003.14§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 1* 0,5 2 

LMC8003.15§ c A. fumigatus s.s. - M172V - - - - 0,5 0,5* 0,5 2 

LMC9001.01 A. flavus NR      0,5 0,5 0,25 2 

LMC9002.01 A. flavus NR      0,5 0,5 0,25 2 

LMC9003.01§ c A. fumigatus s.s. F46Y  M172V  N248T  - D255E  E427K 8* >16* 0,5 >16* 

LMC9004.01§ c A. fumigatus s.s. F46Y M172V N248T - D255E E427K 0,5 1* 0,5 2 
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Isolado Clínico Identificação molecular 
Mutações cyp51A CIM (µg/mL) 

F46Y  M172V  N248T  N248K D255E  E427K ITR POS VOR AMB 

LMC9005.01 A. flavus NR      0,25 0,5 0,25 2 

LMC9006.01 A. flavus NR      0,25 0,5 0,5 2 

LMC9007.01 A. flavus NR      0,25 0,5 0,25 2 

LMC9007.02 A. flavus NR      0,25 0,5 0,25 2 

LMC9008.01§ c A. fumigatus s.s. F46Y M172V N248T - D255E E427K 0,5 1* 0,5 2 

LMC9009.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,5* 0,5 2 

LMC9010.01 A. flavus NR      0,25 0,25 0,5 2 

LMC9011.01 A. flavus NR      0,25 0,5 0,5 2 

LMC9011.02 A. flavus NR      0,25 0,5 0,25 2 

LMC9012.01 A. flavus NR      0,125 0,25 0,25 1 

LMC9013.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,25 0,5 1 

LMC9014.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,25 0,5 1 

LMC9015.01 A. fumigatus s.s. - - - N248K - - 1 0,5* 2* 2 

LMC9016.01 A. fumigatus s.s. - - - N248K - - 0,5 0,5* 0,5 2 

LMC9017.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,5* 0,5 2 

LMC9018.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 1 0,25 2* 2 

LMC9019.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,25 1 2 

LMC9020.01§ c A. fumigatus s.s. F46Y M172V N248T  D255E E427K 1 0,5* 2* 2 

LMC9021.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,25 0,5 1 

LMC9021.02 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,25 0,5 1 

LMC9022.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,125 1 1 

LMC9023.01§ c A. fumigatus s.s. F46Y - - - - E427K 0,5 0,5* 0,5 2 

LMC9024.01 A. fumigatus s.s. - - - - - - 1 0,5* 1 2 

ATCC204304 A. flavus NR      0,25 0,25 0,25 2 

ATCC46645 A. fumigatus s.s. - - - - - - 0,5 0,25 0,5 4* 

*, valores > ECV (protocolo M59, CLSI) e Espinel-Ingroff et al. (2018) com captura de ≥97,5% da população modelada estatisticamente; §, mutações silenciosas 
G89G, L358L e C454C; c, substituição de nucleotídeo T→C 279 pb a montante da região codificadora do gene cyp51A; ITR, itraconazol; POS, posaconazol; VOR, 
voriconazol; AMB, anfotericina B; NR, não realizado. Fonte: autoria própria. 
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Tabela 7– Susceptibilidade aos antifúngicos dos isolados clínicos agrupados nas seções 

Fumigati e Flavi.  

 

Aspergillus Seção Fumigati (n=41) 

Antifúngico 
(μg/mL) MG Intervalo CIM50 CIM90 

AMB 2 1 – 16 2 2 
ITR 0,5724 0,5 – 8 0,5 1 

VOR 0,5534 0,25 – 2 0,5 1 
POS 0,3220 0,03 – 16 0,25 1 

 
Aspergillus Seção Flavi (n=10) 

Antifúngico 
(μg/mL) MG Intervalo CIM50 CIM90 

AMB 1,8661 1 – 2 2 2 
ITR 0,2679 0,125 – 0,5 0,25 0,5 

VOR 0,3078 0,25 – 0,5 0,25 0,5 
POS 0,4353 0,25 – 0,5 0,5 0,5 

AMB, anfotericina B; ITR, itraconazol; VOR, voriconazol; POS, posaconazol; MG, média geométrica, 
CIM, concentração inibitória mínima. Fonte: autoria própria. 

  

4.4. ESTUDO DO GENE cyp51A E REGIÃO PROMOTORA DOS ISOLADOS 

CLÍNICOS A. fumigatus sensu stricto 

A modificação do sítio-alvo é um dos principais mecanismos que confere resistência 

aos azóis, e o alvo mais importante é a 14α-esterol desmetilase que é codificada pelo gene 

cyp51A de Aspergillus spp. Sendo assim, a região promotora e o gene cyp51A dos 41 isolados 

clínicos A. fumigatus sensu stricto foram investigados. Como resultado, foram identificadas 9 

diferentes substituições de nucleotídeos no gene cyp51A entre os isolados clínicos A. fumigatus 

sensu stricto (tabelas 06 e 08). O gene cyp51A de A. flavus não foi investigado. Destas 

substituições de nucleotídeos, três não resultaram na alteração de aminoácidos (mutações 

silenciosas). Estas foram nos nucleotídeos 267 (G→A), 1074 (G→A) e 1362 (C→T) que 

correspondem aos aminoácidos G89G, L358L e C454C (tabela 08). Estas mutações silenciosas 

são descritas na literatura e, embora não apresentem importância no fenótipo de resistência, são 

interessantes no contexto do estudo filogenético (DUDAKOVA et al., 2017).  

As seis mutações encontradas que resultaram na alteração de aminoácidos na cadeia 

polipeptídica da proteína CYP51A são F46Y, M172V, N248T, N248K, D255E e E427K e 

foram encontradas em 46% (n=19/41) dos isolados clínicos. As alterações conjuntas dos 

aminoácidos F46Y, M172V, N248T, D255E e E427K foram encontradas em 9,8% (n=4/41) 

dos isolados clínicos (LMC9003.01, LMC9004.01, LMC9008.01 e LMC9020.01) (tabelas 6 e 



39 
 

 

8). Entre estes quatro isolados clínicos, todos apresentam POS com a CIM maior que o ECV. 

Adicionalmente, os isolados clínicos LMC9003.01 e LMC9020.01 apresentam a CIM, 

respectivamente, do ITR e VOR maior que o ECV (tabela 6). Outro conjunto de alteração de 

aminoácidos foi F46Y e D255E presente em 2,4% (n=1/41) dos isolados clínicos 

(LMC9023.01). Neste, o POS apresentou CIM maior que o valor do ECV. Em 29,3% (n=12/41) 

dos isolados clínicos (LMC8001.12, LMC8003.02, LMC8003.03, LMC8003.04, LMC8003.05, 

LMC8003.07, LMC9026.01, LMC8003.11, LMC8003.12, LMC8003.13, LMC8003.14, 

LMC8003.15) foi encontrada exclusivamente a alteração M172V. Nestes, o POS apresentou 

CIM maior que o ECV, com exceção dos isolados clínicos LMC8001.12, LMC8003.05 e 

LMC8003.11 que apresentaram perfil de linhagem selvagem para todos os antifúngicos, 

inclusive para o POS. Os isolados clínicos LMC9015.01 e LMC9016.01 (4,9%; n=2/41) 

apresentaram a única alteração de aminoácido N248K. Nestes, o POS apresentou CIM maior 

que o ECV para ambos isolados clínicos e VOR apresentou CIM maior que o ECV somente 

para o LMC9015.1 (Tabelas 6 e 8). Curiosamente, as mutações silenciosas G89G, L358L e 

C454C estão presentes em todos os isolados clínicos que apresentaram alterações de 

aminoácidos no gene cyp51A deste estudo, com exceção da alteração N248K (Tabelas 6 e 8). 

No geral, 21,7% (n=9/41) dos isolados clínicos A. fumigatus sensu stricto não tiveram 

correlação entre a presença de alteração na CYP51A e a altas CIMs. Sendo que, 7,3% (n=3/41) 

apresentaram a alteração M172V na CYP51A associada ao perfil selvagem aos antifúngicos 

azólicos testados. Além disso, 12% (n=5/41) e 2,4% (n=1/41) apresentam perfil não selvagem 

para POS e VOR, respectivamente, mas não apresentam mutação no gene cyp51A e alterações 

na região promotora.  

 

Tabela 8 – Substituição de nucleotídeos encontradas no gene cyp51A dos isolados clínicos de 

A. fumigatus sensu stricto. 

Alteração aa 
Substituição 

de nucleotídeos 
Códon Isolados Clínicos 

F46Y 137 T → A TTT → TAT 
LMC9003.01 LMC9004.01 LMC9008.01 LMC9020.01 

LMC9023.01 

G89G* 267 G → A GGG → GGA 

LMC9003.01 LMC9004.01 LMC9026.01 LMC9008.01 
LMC9020.01 LMC9023.01 LMC8001.12 LMC8003.02 
LMC8003.03 LMC8003.04 LMC8003.05 LMC8003.07 
LMC8003.11 LMC8003.12 LMC8003.13 LMC8003.14 

LMC8003.15 



40 
 

 

Alteração aa 
Substituição 

de nucleotídeos 
Códon Isolados Clínicos 

M172V 514 A → G ATG → GTG 

LMC9003.01 LMC9004.01 LMC9008.01 LMC9020.01 
LMC9026.01 LMC8001.12 LMC8003.02 LMC8003.03 
LMC8003.04 LMC8003.05 LMC8003.07 LMC8003.11 
LMC8003.12 LMC8003.13 LMC8003.14 LMC8003.15 

N248T 743 A → C AAT → ACT LMC9003.01 LMC9004.01 LMC9008.01 LMC9020.01  

N248K 744 T → A AAT → AAA LMC9015.01 LMC9016.01  

D255E 765 C → G GAC → GAG LMC9003.01 LMC9004.01 LMC9008.01 LMC9020.01  

L358L* 1074 A → G TTA → TTG 

LMC9003.01 LMC9004.01 LMC9026.01 LMC9008.01 
LMC9020.01 LMC9023.01 LMC8001.12 LMC8003.02 
LMC8003.03 LMC8003.04 LMC8003.05 LMC8003.07 
LMC8003.11 LMC8003.12 LMC8003.13 LMC8003.14 

LMC8003.15 

E427K 1279 G → A GAG → AAG 
LMC9003.01 LMC9004.01 LMC9008.01 LMC9020.01 

LMC9023.01  

C454C* 1362 T → C TGT → TGC 

LMC9003.01 LMC9004.01 LMC9026.01 LMC9008.01 
LMC9020.01 LMC9023.01 LMC8001.12 LMC8003.02 
LMC8003.03 LMC8003.04 LMC8003.05 LMC8003.07 
LMC8003.11 LMC8003.12 LMC8003.13 LMC8003.14 

LMC8003.15 

aa, aminoácido; *, mutações silenciosas. Fonte: autoria própria 

 

Com relação à região promotora do gene cyp51A de A. fumigatus sensu stricto, existem 

relatos na literatura relacionando a resistência aos azóis associada a repetições de nucleotídeos 

chamadas de Tandem Repeats (TR) que levam à superexpressão do gene cyp51A. Três TR já 

foram relatadas (TR34, TR46 e TR53) e estão localizadas na posição 279 pb a montante da 

região codificadora do gene cyp51A (DUDAKOVA et al., 2017). Na região promotora dos 41 

isolados clínicos deste estudo, foram localizados os 34 nucleotídeos na posição 279 pb a 

montante da região codificadora do gene cyp51A que coincidem com padrão selvagem de 

linhagens de A. fumigatus. Portanto, não foram identificados TR entre os isolados clínicos de 

A. fumigatus sensu stricto deste estudo. Além disso, foi verificado um polimorfismo na região 

promotora em que uma timina (T) foi substituída por uma citosina (C) no nucleotídeo 334 a 

montante da região codificadora do gene cyp51A (Figura 5), que não apresenta importância no 

fenótipo de resistência aos azóis, mas importância em estudo filogenético. 

 

Figura 5 – Alinhamento da região promotora do gene cyp51A dos isolados clínicos de A. 

fumigatus sensu stricto.  
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ATCC 46645, A. fumigatus; Amarelo indica a ‘região variável e/ou repetições’; Azul indica a ‘região estática’ de 

34 nucleotídeos; Retângulo vermelho indica a alteração no nucleotídeo 334 a montante da região codificadora do 

gene cyp51A (baseado em DUDAKOVA et al., 2017). Fonte: Autoria própria 

 

4.5. CARACTERIZAÇÃO DOS FATORES DE VIRULÊNCIA E DA VIRULÊNCIA EM 

Galleria mellonella 

Os fatores de virulência do gênero Aspergillus atuam naturalmente durante seu 

desenvolvimento no hospedeiro humano e consistem em características adaptativas como o 

tamanho dos conídios, a termotolerância e a capacidade de formar biofilme. Estudos fisiológico 

e de termotolerância dos 51 isolados clínicos deste estudo apresentaram desenvolvimento de 

colônia a 25°C nos meios de cultura MEA e YAG e a 35°C em meio de cultura YAG. Todos 

os isolados clínicos desenvolveram colônia nos meio de cultura MEA e YAG à 25˚C, 

excetuando o LMC9013.01. Na temperatura de 45ºC em meio de cultura YAG todos 

apresentaram crescimento, com exceção dos 10 isolados clínicos A. flavus, nos quais 

LMC9002.01, LMC9005.01, LMC9006.01, LMC9007.02, LMC9010.01, LMC9011.02 e 
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LMC9012.01 (n=6/10) não foram capazes de se desenvolver nesta temperatura e LMC9001.01, 

LMC9007.01, LMC9011.01 e LMC9012.01 (n=4/10) apresentaram crescimento reduzido à 

45˚C (Anexo 3). 

A formação do biofilme foi avaliada em todos os 51 isolados clínicos deste estudo pela 

medição da biomassa e da matriz extracelular do biofilme formado pelo fungo. Com o intuito 

de entender a correlação existente entre os valores de absorbância da biomassa e da matriz do 

biofilme dos isolados clínicos, foi utilizado o Coeficiente de correlação de Pearson. A análise 

demonstrou uma correlação positiva significativa entre biomassa e matriz de biofilme para os 

isolados clínicos (P < 0,05). Isto é, os resultados indicam que para a maioria dos isolados 

clínicos, quanto maior o valor da biomassa, maior o valor da matriz ou então, quanto menor o 

valor da biomassa, menor o valor da matriz do biofilme (figura 6). Foi observado que 7,8% 

(n=4/51) apresentaram correlações de absorbâncias próximo ou acima de 1,0, portanto, maior 

formador de biofilme, em relação aos demais isolados clínicos. Entre eles estão 3 isolados 

clínicos A. flavus (LMC9007.02, LMC9010.01 e LMC9011.02) e 1 A. fumigatus sensu stricto 

(LMC8003.04). Em contrapartida, entre os isolados clínicos com menor produção de biofilme 

estão isolados clínicos da espécie A. fumigatus sensu stricto (LMC8003.07 e LMC8003.12 – 

Figura 6). 

 

Tabela 9 – Valores da Matriz e Biomassa do Biofilme dos isolados clínicos deste estudo. 

  Matriz (492 nm) Biomassa (570 nm) 
Isolado clínico Identificação 

molecular 
Média DP Média DP 

LMC8001.01* 
A. fumigatus 

s.s. 
0,328 0,051 0,505 0,083 

LMC8001.03 
A. fumigatus 

s.s. 
0,162 0,023 0,217 0,056 

LMC8001.04 
A. fumigatus 

s.s. 
0,221 0,028 0,172 0,027 

LMC8001.05 
A. fumigatus 

s.s. 
0,190 0,037 0,176 0,033 

LMC8001.06 
A. fumigatus 

s.s. 
0,217 0,022 0,247 0,034 

LMC8001.07 
A. fumigatus 

s.s. 
0,223 0,029 0,177 0,064 

LMC8001.10* 
A. fumigatus 

s.s. 
0,198 0,041 0,212 0,082 

LMC8001.11 
A. fumigatus 

s.s. 
0,373 0,056 0,472 0,075 

LMC8001.12 A. fumigatus s.s 0,500 0,086 0,722 0,088 
LMC9025.01 A. fumigatus s.s 0,389 0,028 0,725 0,154 
LMC8003.01 A. fumigatus s.s 0,256 0,030 0,670 0,066 
LMC8003.02 A. fumigatus s.s 0,305 0,043 0,562 0,094 
LMC8003.03 A. fumigatus s.s 0,285 0,035 0,707 0,093 
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  Matriz (492 nm) Biomassa (570 nm) 
Isolado clínico Identificação 

molecular 
Média DP Média DP 

LMC8003.04* A. fumigatus s.s 0,405 0,074 1,039 0,100 
LMC8003.05 A. fumigatus s.s 0,207 0,062 0,771 0,131 
LMC8003.06 A. fumigatus s.s 0,121 0,023 0,333 0,128 
LMC8003.07* A. fumigatus s.s 0,073 0,015 0,182 0,068 
LMC8003.08 A. fumigatus s.s 0,250 0,027 0,276 0,039 
LMC9026.01 A. fumigatus s.s 0,227 0,040 0,685 0,044 
LMC8003.11 A. fumigatus s.s 0,000 0,005 0,007 0,007 
LMC8003.12 A. fumigatus s.s 0,109 0,047 0,133 0,031 
LMC8003.13 A. fumigatus s.s 0,114 0,036 0,130 0,016 
LMC8003.14 A. fumigatus s.s 0,185 0,022 0,174 0,043 
LMC8003.15 A. fumigatus s.s 0,117 0,035 0,220 0,070 
LMC9001.01 A. flavus 0,443 0,046 0,696 0,075 
LMC9002.01 A. flavus 0,309 0,047 0,913 0,096 
LMC9003.01 A. fumigatus s.s 0,251 0,055 0,286 0,042 
LMC9004.01 A. fumigatus s.s 0,315 0,037 0,445 0,046 
LMC9005.01* A. flavus 0,311 0,094 0,711 0,115 
LMC9006.01 A. flavus 0,373 0,081 0,710 0,048 
LMC9007.01* A. flavus 0,386 0,065 0,643 0,061 
LMC9007.02* A. flavus 0,599 0,074 1,135 0,068 
LMC9008.01 A. fumigatus s.s 0,269 0,038 0,378 0,044 
LMC9009.01 A. fumigatus s.s 0,395 0,047 0,757 0,093 
LMC9010.01* A. flavus 0,849 0,089 1,690 0,195 
LMC9011.01* A. flavus 0,293 0,055 0,645 0,097 
LMC9011.02* A. flavus 0,657 0,078 0,929 0,090 
LMC9012.01* A. flavus 0,141 0,042 0,296 0,051 
LMC9013.01* A. fumigatus s.s 0,105 0,034 0,252 0,060 
LMC9014.01* A. fumigatus s.s 0,396 0,021 0,948 0,096 
LMC9015.01 A. fumigatus s.s 0,426 0,010 0,791 0,085 
LMC9016.01 A. fumigatus s.s 0,465 0,021 0,780 0,030 
LMC9017.01 A. fumigatus s.s 0,466 0,023 0,763 0,035 
LMC9018.01 A. fumigatus s.s 0,327 0,040 0,576 0,020 
LMC9019.01* A. fumigatus s.s 0,516 0,077 0,863 0,079 
LMC9020.01 A. fumigatus s.s 0,259 0,034 0,471 0,065 
LMC9021.01 A. fumigatus s.s 0,328 0,044 0,821 0,098 
LMC9021.02 A. fumigatus s.s 0,268 0,016 0,745 0,070 
LMC9022.01 A. fumigatus s.s 0,363 0,032 0,762 0,063 
LMC9023.01 A. fumigatus s.s 0,271 0,027 0,595 0,063 
LMC9024.01 A. fumigatus s.s 0,253 0,037 0,551 0,156 
ATCC 204304 A. flavus 0,325 0,046 0,719 0,089 

Dp, Desvio padrão; *, isolados clínicos selecionados para ensaio de virulência em G. mellonella. Fonte: autoria 

própria. 

 

Figura 6 – Correlação de Pearson entre os valores de absorbância da biomassa e matriz do 

biofilme dos isolados clínicos. Fonte: autoria própria. 
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Pontos pretos, isolados clínicos de A. fumigatus sensu stricto; pontos vermelhos, isolados clínicos de A. flavus 

 

A partir dos resultados obtidos do ensaio de biofilme, 14 isolados clínicos foram 

selecionados para realizar ensaio de virulência utilizando o modelo animal alternativo Galleria 

mellonella. Entre eles estão 6 isolados clínicos altos produtores de biofilme (LMC8003.04, 

LMC9007.01, LMC9010.01, LMC9011.02, LMC9014.01, LMC9019.01), 2 isolados clínicos 

médios produtores de biofilme (LMC8001.01, LMC9005.01) e 6 isolados clínicos baixos 

produtores de biofilme (LMC8001.10, LMC8003.07, LMC9007.02, LMC9011.01, 

LMC9012.01, LMC9013.01) (Tabela 9). 

Os resultados da formação de biofilme dos isolados clínicos de A. flavus e A. fumigatus 

sensu stricto foram analisados separadamente e duas curvas de sobrevivência foram geradas 

(Figura 7). Foi observado que, em ambas as análises, a maioria das mortes ocorreram anterior 
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ao sétimo dia pós-infecção e, que de maneira geral, houve diferença estatisticamente 

significativa entre o percentual de sobrevivência dos isolados de A. flavus e A. fumigatus sensu 

stricto quando analisados tanto individualmente quanto comparadas as seções (P <0,0001). 

 

Figura 7 – Sobrevivência de larvas de Galleria mellonella infectadas com isolados clínicos A. 

flavus e A. fumigatus sensu stricto. Fonte: Autoria própria 
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5. DISCUSSÃO 

O gênero Aspergillus possui distribuição universal e causa grande impacto na área da 

saúde, uma vez que contém diversas espécies patogênicas causadoras de infecções graves, 

principalmente em pacientes imunocomprometidos. As manifestações clínicas das infecções 

causadas pelas espécies deste gênero podem variar desde micoses superficiais até quadros 

alérgicos, asma e aspergilose invasiva (PÉREZ-CANTERO et al., 2019). 

A classificação e identificação das espécies de Aspergillus é baseada em características 

fenotípicos, mas nas últimas décadas foi fortemente influenciada pela caracterização molecular 

(SAMSON et al., 2014). A identificação precisa dessas espécies se faz necessária uma vez que 

o quadro da infecção varia de acordo com a relação patógeno versus hospedeiro, com relação 

ao patógeno, é principalmente devido à grande diversidade de espécies e cepas dentro do gênero 

Aspergillus que apresentam diversidade de padrões de resistência aos antifúngicos comerciais, 

principalmente aos medicamentos do grupo dos azóis e equinocandinas (SATISH et al., 2019). 

Assim, este estudo teve por finalidade caracterizar a morfologia, identificar por método 

molecular e verificar a susceptibilidade, fatores de virulência in vitro e virulência em G. 

mellonella de isolados clínicos do gênero Aspergillus oriundos de pacientes do HC da FMRP-

USP entre os anos 2017 a 2019, sendo uma amostragem retrospectiva por conveniência. Foram 

analisados 51 isolados clínicos oriundos de diversas amostras biológicas como escarro, lavado 

broncoalveolar, raspado de mucosa nasal, seio esfenoidal, biópsia de boca, entre outros. 

Os isolados clínicos deste estudo apresentaram a macromorfologia e o crescimento da 

colônia característicos do gênero Aspergillus (DE HOOG et al., 2015), embora estas não sejam 

características exclusivas das espécies pertencentes a este gênero (HOUBRAKEN et al., 2020). 

Foram observadas as características gerais de cada colônia, como aspecto veludoso a 

pulverulento, podendo ter as cores marrom e verde, tendo o verde variado nos tons verde oliva, 

verde escuro e verde acinzentado. Na análise da micromorfologia, foram observados 

conidióforos característicos deste gênero, que são eretos, não ramificados, com vesícula apical 

onde formam-se fiálides (unisseriadas) ou métulas e fiálides (bisseriadas). As cadeias de 

conídios são formadas a partir de cada fiálide, tendo a disposição colunar ou divergente (radial) 

(DE HOOG et al., 2015). Os conídios apresentaram os diâmetros de 2,2 a 3,8 µm e 3,6 a 6,5 

µm, respectivamente, para os isolados clínicos identificados como Aspergillus seção Fumigati 

e Aspergillus seção Flavi, sendo estes tamanhos característicos de cada seção (WALSH et al., 

2018).  
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Nas últimas décadas, as ferramentas moleculares estão sendo cada vez mais utilizadas 

no reconhecimento filogenético de espécies fúngicas. Assim, a região do espaçador transcrito 

interno (ITS) do rDNA, aceito como o código de barras de DNA oficial para fungos (SCHOCH 

et al. 2012), foi utilizado para a identificação molecular dos 51 isolados clínicos deste estudo. 

Entre eles, foram identificados 80% (n=41/51) como Aspergillus seção Fumigati e 20% 

(n=10/51) como Aspergillus seção Flavi. Entretanto, este locus foi insuficiente para identificar 

corretamente as espécies do gênero Aspergillus e assim, os marcadores de identificação 

genéticos secundários, caM (calmodulina) e a benA (β-tubulina), foram utilizados (SAMSON 

et al., 2014). O sequenciamento parcial dos genes que codificam estas duas proteínas identificou 

100% (n=41/41) de A. fumigatus sensu stricto e 100% (n=10/10) de A. flavus para os isolados 

clínicos Aspergillus seção Fumigati e Aspergillus seção Flavi, respectivamente. Portanto, o 

sequenciamento da região ITS e dos genes da calmodulina e da β-tubulina se mostrou eficiente 

para a identificação molecular dos isolados clínicos de Aspergillus já que apresentou elevado 

nível de identidade, e-value e score com as sequências referência depositadas no banco de 

sequência de nucleotídeos GenBank. Assim, a identificação morfológica indicou o gênero 

Aspergillus e a identificação molecular identificou, entre os isolados clínicos deste estudo, as 

espécies A. fumigatus sensu stricto e A. flavus. Estas são as espécies mais frequentemente 

associadas às micoses superficiais, subcutâneas e invasivas causadas pelo gênero Aspergillus 

(LAMOTH, 2016; REICHERT-LIMA et al., 2017) o que justifica a maior prevalência destas 

na amostragem deste estudo.  

As espécies de Aspergillus são importante causa de infecções com risco de vida em 

pacientes imunocomprometidos. Entretanto, a incidência clínica e principalmente a resistência 

aos antifúngicos é pouco conhecida. Assim, a susceptibilidade aos antifúngicos de isolados 

clínicos do gênero Aspergillus de Ribeirão Preto e macrorregião foi estudada. Estes dados são 

de extrema relevância clínica, pois a resistência de diversas espécies aos antifúngicos 

comerciais disponíveis é um fator a ser levado em consideração no momento do tratamento da 

infecção (PATTERSON et al., 2016).  

Considerando o ECV da AMB para A. fumigatus, 88% (n=36/41) dos isolados clínicos 

A. fumigatus sensu stricto deste estudo apresentaram a CIM igual (2 µg/ml) ou maior (4 e >16 

µg/ml) que este índice. Isto é, um perfil não selvagem para a AMB. Já para A. flavus, 

considerando o ECV para esta espécies, todos os isolados clínicos apresentaram perfil selvagem 

para este antifúngico. A AMB é um antifúngico frequentemente utilizado no tratamento de 

infecções fúngicas em ambiente hospitalar, além de ser o tratamento alternativo nos casos de 
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aspergilose resistente aos triazóis (ZAKARIA et al., 2020). Entretanto, o padrão de 

susceptibilidade de Aspergillus sp. à AMB é pouco conhecido em muitas partes do mundo 

(ASHU et al., 2018). O que se sabe é que a resistência à AMB tem sido frequentemente 

observada em A. terreus, com baixa frequência em A. flavus (BLUM et al., 2008 e 

GONÇALVES et al., 2013) e rara frequência em A. fumigatus (ASHU et al., 2018). Um recente 

estudo da região sul do Brasil, descreve que a CIM da AMB para isolados clínicos de A. 

fumigatus e A. flavus variaram de 0,5 a 1,0 mg/L e de 0,5 a 2,0 mg/L, respectivamente 

(DENARDI et al., 2018). Adicionalmente, um relato recente de isolados clínicos do sudeste 

brasileiro mostrou que 27% dos isolados de A. fumigatus foram resistentes a AMB (CIM >2 

mg/L), o maior relatado até agora na literatura (ASHU et al., 2018; REICHERT-LIMA et al., 

2017). Estes resultados corroboram com os dados obtidos em nosso estudo e sugerem que pode 

haver alguma especificidade geográfica em nossa região, em que altas CIMs da AMB são 

observadas para A. fumigatus sensu stricto. Portanto, se for verdade, a recomendação clínica 

atual precisará ser modificada em consequência desta especificidade geográfica. Entretanto, 

estudos adicionais relacionando estes dados com resultado de tratamento de pacientes com 

aspergilose são necessários para associar se estes altos valores de CIM correspondem a uma 

falha terapêutica no tratamento da infecção no paciente. 

Os antifúngicos triazólicos são frequentemente utilizados no tratamento de infecções 

fúngicas ambulatoriais e hospitalares (ZAKARIA et al., 2020), sendo recomendada a terapia a 

longo prazo para o tratamento da aspergilose pulmonar invasiva (DENNING et al., 2011). 

Contudo, com o surgimento da resistência aos azóis em espécies de Aspergillus, especialmente 

A. fumigatus, o manejo da aspergilose tornou-se um desafio. A terapia azólica de longo prazo e 

o uso irrestrito de compostos azólicos no ambiente como os fungicidas na indústria agrícola e 

hortícola foram identificados como fatores de risco para o desenvolvimento de resistência 

(VERWEIJ et al., 2015). A resistência aos azóis é uma preocupação que está em crescimento, 

uma vez que está associada a uma maior probabilidade de falha no tratamento e pode levar a 

um aumento na taxa de mortalidade de pacientes que apresentam quadro de aspergilose 

pulmonar invasiva. A resistência tem sido relatada em todos os continentes, embora em muitas 

regiões a frequência dessa resistência permanece desconhecida (TASHIRO et al., 2012; 

ESCRIBANO et al., 2013; VERWEIJ et al., 2015; DENNING et al. 2016). Vários estudos em 

países do continente europeu relataram altas taxas de resistência aos antifúngicos azólicos, 

especialmente ao ITR. Na Espanha, um estudo descreve que 66% dos pacientes carregam 

isolados de A. fumigatus sensu lato resistentes aos azóis (ESCRIBANO et al., 2021). Na 
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Holanda, a porcentagem de pacientes infectados com Aspergillus do tipo não selvagem para os 

azóis atinge 11% (LESTRADE et al., 2020). A ocorrência de resistência aos azóis com valores 

de prevalência entre 0% e 5% também foi observada, embora esporadicamente, na França, 

Índia, Japão, China, Dinamarca, Suíça, Noruega e Alemanha (PHAM et al., 2014; VAN DER 

LINDEN et al., 2015, DENNING et al., 2016).  

Em um estudo que envolveu a vigilância da resistência aos azóis realizada no sudeste 

do Brasil, 1,7% e 24% dos isolados clínicos A. fumigatus apresentam perfil não selvagem para 

ITR e VOR, respectivamente (REICHERT-LIMA et al., 2017). Também no Brasil, um estudo 

multicêntrico retrospectivo (1998-2017) de isolados clínicos de A. fumigatus mostrou que 26% 

dos isolados clínicos apresentam a CIM de ITR igual ao ECV (1 mg/L), isto é, nenhum isolado 

com perfil não selvagem para este antifúngico. Além disso, 1,8% dos isolados clínicos 

apresentam perfil não selvagem para VOR e todos os isolados clínicos do estudo apresentaram 

POS com valor de CIM ≤ 0,5 µg/mL (NEGRI et al., 2017). No sul do Brasil, um estudo mostrou 

que 48% de isolados clínicos A. fumigatus apresentam perfil não selvagem para ITR (CIM ≥ 2 

mg/L) enquanto 4% e 20% dos isolados clínicos A. fumigatus apresentam perfil não selvagem 

para POS e VOR, respectivamente (DENARDI et al., 2018). 

Em nosso estudo, a susceptibilidade dos isolados clínicos A. fumigatus sensu stricto e 

A. flavus aos triazóis ITR, POS e VOR foi investigada. Considerando o ECV para A. fumigatus, 

ITR, POS e VOR apresentaram, respectivamente, 2,4% (n=1/41; CIM 8 µg/mL), 48,7% 

(n=20/41; CIM ≥0,5 µg/mL) e 7,3% (n=3/41; CIM ≥2 µg/mL) dos isolados clínicos A. 

fumigatus sensu stricto com perfil de linhagem não selvagem. Já para os isolados clínicos A. 

flavus, considerando o ECV para esta espécie, entre os triazóis testados, somente POS (80%; 

n=8/10) apresentou perfil de linhagem não selvagem. A porcentagem de isolados clínicos do 

tipo não selvagem para POS analisada em nosso estudo (58%; n=30/51) é elevada em relação 

aos países europeus, os quais apresentam maior proporção de isolados do tipo selvagem. Em 

contrapartida, as linhagens não selvagens para ITR são pouco frequentes na nossa região, o que 

difere da maior prevalência na Europa, bem como no sul do Brasil (DENARDI et al., 2018). O 

VOR é o antifúngico altamente recomendado e de primeira escolha no tratamento de 

aspergilose (PATTERSON et al., 2016). Portanto, é importante ressaltar que em nosso estudo 

encontramos baixa porcentagem de isolados clínicos não selvagem de A. fumigatus sensu stricto 

para VOR, ratificando o protocolo de tratamento de aspergilose que apresenta este antifúngico 

como de primeira escolha no tratamento da infecção (PATTERSON et al., 2016). 
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A resistência de A. fumigatus aos azóis está frequentemente associada a mutações em 

regiões de hotspot do gene que codifica a enzima 14α-esterol desmetilase (cyp51A) que pode 

ou não incluir TR na região promotora deste mesmo gene. Assim, os diferentes graus e padrões 

de resistência são dependentes do tipo de TR e mutação no gene cyp51A (DUDAKOVA et al., 

2017). Na região promotora dos isolados clínicos deste estudo não foram identificadas TR, mas 

identificamos os 34 nucleotídeos na posição 279 pb a montante da região codificadora do gene 

cyp51A que coincidem com padrão de linhagens selvagens de A. fumigatus (DUDAKOVA et 

al., 2017). Além disso, foi verificado um polimorfismo no promotor em que uma timina (T) foi 

substituída por uma citosina (C) no nucleotídeo 334 a montante da região codificadora do gene 

cyp51A. Neste estudo, entre os isolados clínicos A. fumigatus sensu stricto, foram identificadas 

9 diferentes tipos de mutações no gene cyp51A, sendo que três delas, 267 pb (G→A), 107 pb 

(A→G) e 1362 pb (T→C), não resultaram na alteração do aminoácido (mutações silenciosas). 

Embora essas mutações não apresentem importância no fenótipo de resistência, são importantes 

no contexto filogenético (DUDAKOVA et al., 2017).  

As seis mutações no gene cyp51A que resultaram nas seis substituições de aminoácidos 

na proteína CYP51 dos isolados clínicos A. fumigatus sensu stricto deste estudo foram F46Y, 

M172V, N248T, N248K, D255E e E427K. Estas mesmas substituições, excetuando N248K, 

foram descritas no Brasil (REICHERT-LIMA et al., 2017), o que indica que são substituições 

comuns à nossa região. É relatado que estas substituições de aminoácidos possivelmente não 

estão envolvidas na resistência aos azóis, pois esses pontos estão localizados principalmente na 

superfície da proteína CYP51A e são encontradas em diferentes combinações em isolados 

sensíveis aos azóis. Entre estas substituições de aminoácido, os isolados que abrigam a 

CYP51A multiplamente substituída F46Y/G89G/M172V/L358L/E427K/C454C parecem 

formar um subgrupo filogenético separado em vez de agrupar com cepas com resistência 

adquirida. Embora, essas substituições possam ocorrer ao lado daquelas que são 

reconhecidamente relevantes para a redução da suscetibilidade aos medicamentos antifúngicos, 

como TR34/L98H (DUDAKOVA et al., 2017). Em nosso estudo, 46,3% (n=19/41) dos isolados 

clínicos A. fumigatus sensu stricto apresentaram alterações de aminoácidos no CYP51A. Entre 

os isolados clínicos que apresentaram alteração de aminoácido, 63,1% (n=12/19) apresentaram 

somente a alteração M172V, 10,5% (n=2/19) com N248K, 5,2% (n=1/19) com F46Y/E427K e 

21,5% (n=4/19) com o conjunto F46Y/M172V/N248T/D255E/E427K. Para os isolados clínicos 

A. fumigatus sensu stricto de nosso estudo que apresentaram a alteração de aminoácidos na 

CYP51A, somente 15,8% (n=3/19) apresentou perfil selvagem para os antifúngicos, isto é, 
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apresentou baixas CIMs aos antifúngicos. Os demais 84,2% (n=16/19) apresentaram pelo 

menos um antifúngico azólico com valor da CIM acima que o ECV. Com isso, apesar dos 

isolados clínicos não apresentarem TR na região promotora e apresentarem alterações de 

aminoácidos com baixa relevância para a resistência do microrganismo aos azóis, existem 

indícios de que na nossa amostragem estas alterações tenham influenciado nas altas CIMs 

destes antifúngicos. Entretanto, são necessários mais estudos de investigação de outros fatores 

que possam causar essa elevação da CIM de cada isolado clínico.  

As manifestações clínicas da aspergilose são determinadas por fatores inerentes ao 

fungo e pela resposta imune do hospedeiro (TSANG et al., 2018). Os isolados clínicos deste 

estudo foram obtidos de diversos sítios anatômicos sendo que 40% dos A. flavus são 

provenientes da mucosa nasal, 20% provenientes da mucosa oral, 20% do escarro, 10% do 

esôfago e 10% do ouvido; de A. fumigatus sensu stricto 78% são provenientes de escarro, 7,3% 

provenientes do seio esfenoidal, 4,8% da secreção traqueal, 4,8% do lavado bronco alveolar 

(LBA), 2,4% provenientes de ferida cirúrgica e 2,4% provenientes de mucosa nasal. Os fungos 

são capazes de causar doenças e sobrecarregar o sistema de defesa do hospedeiro devido à 

presença de diversos genes e proteínas associados à sua patogenicidade, chamados de fatores 

de virulência. Os fatores de virulência do gênero Aspergillus atuam naturalmente durante seu 

desenvolvimento no hospedeiro humano; esses fatores de virulência protegem o microrganismo 

das condições desfavoráveis e aumentam a disseminação da infecção por Aspergillus nos 

tecidos (MEZHER et al., 2015). Dessa forma, características adaptativas como o tamanho dos 

conídios, a termotolerância e a capacidade de formar biofilme podem estar relacionados com a 

taxa de sucesso e com o local de infecção da espécie no hospedeiro. É observado na literatura 

que o maior causador de aspergiloses invasivas é o A. fumigatus, pois ele apresenta conídios 

pequenos que favorecem sua chegada aos alvéolos pulmonares e a termotolerância, o qual é 

uma característica observada em patógenos bem-sucedidos (DAVIS, 2009; SALES-CAMPOS 

et al., 2013; PASQUALOTTO, 2009). Em nosso estudo, a maior porcentagem de isolados 

provenientes do escarro foi de A. fumigatus sensu stricto, espécie que apresentou uma média de 

diâmetro dos conídios reduzida, quando comparada com as demais espécies do gênero 

Aspergillus; e apresentou termotolerância, situação que não foi observada nos isolados clínicos 

A. flavus. Devido à sua termotolerância e seus pequenos conídios, A. fumigatus é um dos 

patógenos fúngicos humanos mais comuns (DAGENAIS; KELLER, 2009) o que corrobora 

com nossos dados pois 80% (n=41/51) dos isolados clínicos são desta espécie. 
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Além disso, a capacidade de formar biofilme é um fator de virulência que também 

propicia a infecção fúngica (RAMAGE et al., 2011) e entre os diversos microrganismos 

associados à produção de biofilme estão as espécies do gênero Aspergillus (RAMAGE et al., 

2012). Estudos demonstram que isolados clínicos de A. flavus apresentaram alta taxa de 

formação de biofilme o qual contribui para a virulência dos isolados clínicos dessa espécie 

(GHORBEL et al., 2019; EL-HOUSSAINI et al., 2019).  Na análise da capacidade de formação 

do biofilme dos isolados clínicos deste estudo, notou-se, de modo geral, uma produção 

proporcionalmente semelhante de biomassa e matriz para cada isolado clínico tanto para A. 

flavus quanto para A. fumigatus sensu stricto. Adicionalmente, os isolados clínicos A. flavus, 

principalmente o LMC9010.01, apresenta maior produção de biofilme. O que corrobora com 

os dados da literatura que indicam A. flavus como alto produtor de biofilme. 

Considerando que existe a associação da capacidade de produção de biofilme com o 

grau de virulência do microrganismo, testes de virulência no modelo animal alternativo 

Galleria mellonella foram realizados. Este modelo animal alternativo tornou-se um dos 

modelos de invertebrados mais utilizados com mais de 7.000 artigos científicos publicados 

desde 2018. Algumas revisões descrevem os diversos benefícios da utilização desse modelo, e 

dentre eles está a semelhança entre o mecanismo de defesa utilizado pelas larvas e o sistema 

imune inato de vertebrados; a alta taxa de reprodução e fácil manutenção em laboratório; além 

do fato da larva sobreviver em amplo espectro de temperatura (18 ºC a 37 ºC) o que facilita o 

estudo em patógenos humanos (MAURER et al., 2015; KAVANAGH; FALLON, 2010) 

Isolados clínicos de ambas as espécies foram testados com o intuito de verificar a 

virulência e associar com a respectiva capacidade de formação de biofilme. Todos os isolados 

clínicos causaram a morte das larvas de G. mellonella em até sete dias pós-infecção, indicando 

que independente do perfil de formação de biofilme, todos foram capazes de matar as larvas do 

inseto. Importante ressaltar que adicionalmente foi observado que, comparativamente, os 

isolados clínicos A. flavus foram mais virulentos que A. fumigatus sensu stricto. Este dado 

corrobora com dados da literatura, em que é atribuída maior virulência a A. flavus (BINDER et 

al., 2016). Assim, possivelmente a maior capacidade de formar biofilme de A. flavus leva a uma 

maior taxa de virulência. 

  



53 
 

 

 

6. CONCLUSÕES 

− 80% dos isolados clínicos foram identificados como A. fumigatus sensu stricto e 20% como 

A. flavus; 

− 68,6% dos isolados clínicos deste estudo apresentaram perfil não selvagem para a AMB; 

− A porcentagem de isolados clínicos do tipo não selvagem para POS analisados em nosso 

estudo (58%; n=30/51) é elevada em relação aos países europeus; 

− As linhagens não selvagens para ITR são pouco frequente na nossa região, o que difere da 

maior prevalência na Europa; 

− Foi encontrada baixa porcentagem de isolados clínicos de A. fumigatus sensu stricto não 

selvagem ao VOR; 

− Não foram encontradas TR na região promotora do gene cyp51A e 46,3% (n=19/41) dos 

isolados apresentaram mutações no gene cyp51A, sendo as alterações F46Y, G89G, 

M172V, N248T, N248K, D255E, L358L, C454C; 

− Apesar dos isolados clínicos de A. fumigatus sensu stricto não apresentarem TR na região 

promotora e apresentarem alterações de aminoácidos com baixa relevância para a 

resistência do microrganismo aos azóis, existem indícios de que na nossa amostragem estas 

alterações tenham influenciado nas altas CIMs destes antifúngicos; 

− Os isolados clínicos de A. flavus apresentaram maior produção de biofilme e maior 

virulência em G. mellonella, em comparação com A. fumigatus sensu stricto deste estudo. 
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8. ANEXOS 

8.1. Anexo 1 – Identificação molecular dos 51 isolados clínicos de Aspergillus spp. deste estudo. 

 

Isolado 
clínico 

ITS β-tubulina (benA) Calmodulina (caM) 

Identif. Ref.a Identid. 
(%) 

E-
value 

Max. 
Score 

Referência 
GenBank 

Identif. 
Identid. 

(%) 
E- 

value 
Max. 
Score 

Ref. 
GenBank 

Identif. 
Identid. 

(%) 
E- 

value 
Max. 
Score Seção GenBank 

LMC8001.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 976 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,81 
0.0 

946 

LMC8001.03 Fumigati EF669931.1 100 0.0 994 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 100 
0.0 

893 
EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,61 
0.0 

941 

LMC8001.04 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1027 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,61 
0.0 

941 

LMC8001.05 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1000 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,61 
0.0 

941 

LMC8001.06 Fumigati EF669931.1 100 0.0 933 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,61 
0.0 

941 

LMC8001.07 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 994 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,61 
0.0 

941 

LMC8001.10 Fumigati EF669931.1 100 0.0 990 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,61 
0.0 

941 

LMC8001.11 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1003 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,61 
0.0 

941 

LMC8001.12 Fumigati EF669931.1 100 0.0 992 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,61 
0.0 

941 

LMC9025.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1005 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 904 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,8 0.0 953 

LMC8003.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 902 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 896 

LMC8003.02 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,79 0.0 891 

LMC8003.03 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,79 0.0 891 

LMC8003.04 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,79 0.0 891 

LMC8003.05 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,79 0.0 891 



A2 
 

 

Isolado 
clínico 

ITS β-tubulina (benA) Calmodulina (caM) 

Identif. Ref.a Identid. 
(%) 

E-
value 

Max. 
Score 

Referência 
GenBank 

Identif. 
Identid. 

(%) 
E- 

value 
Max. 
Score 

Ref. 
GenBank 

Identif. 
Identid. 

(%) 
E- 

value 
Max. 
Score Seção GenBank 

LMC8003.06 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 902 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,59 0.0 885 

LMC8003.07 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1007 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,79 0.0 891 

LMC8003.08 Fumigati EF669931.1 100 0.0 861 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 902 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,79 0.0 891 

LMC8003.11 Fumigati EF669931.1 100 0.0 861 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,79 
0.0 

891 

LMC8003.12 Fumigati EF669931.1 100 0.0 994 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,79 
0.0 

891 

LMC8003.13 Fumigati EF669931.1 100 0.0 992 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,79 
0.0 

891 

LMC8003.14 Fumigati EF669931.1 100 0.0 990 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,79 
0.0 

891 

LMC8003.15 Fumigati EF669931.1 100 0.0 987 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 896 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,79 
0.0 

891 

LMC9026.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1014 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 100 
0.0 

841 
EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 100 
0.0 

968 
LMC9001.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1033 EF661485.1  A. flavus 99.1 0.0 845 - - - - - 

LMC9002.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1026 EF661485.1  A. flavus 99.4 0.0 900 - - - - - 

LMC9003.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1018 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 977 

LMC9004.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1018 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 872 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,8 0.0 974 

LMC9005.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1024 EF661485.1  A. flavus 100 0.0 918 - - - - - 

LMC9006.01 Flavi AF027863.1 99.1 0.0 970 EF661485.1  A. flavus 100 0.0 918 - - - - - 

LMC9007.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1003 EF661485.1  A. flavus 99.8 0.0 911 - - - - - 

LMC9007.02 Flavi AF027863.1 100 0.0 1007 EF661485.1  A. flavus 100 0.0 918 - - - - - 

LMC9008.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1011 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 100 
0.0 

872 
EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,4 
0.0 

959 

LMC9009.01 Fumigati EF669931.1 99,8 0.0 987 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 904 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,1 0.0 870 



A3 
 

 

Isolado 
clínico 

ITS β-tubulina (benA) Calmodulina (caM) 

Identif. Ref.a Identid. 
(%) 

E-
value 

Max. 
Score 

Referência 
GenBank 

Identif. 
Identid. 

(%) 
E- 

value 
Max. 
Score 

Ref. 
GenBank 

Identif. 
Identid. 

(%) 
E- 

value 
Max. 
Score Seção GenBank 

LMC9010.01 Flavi AF027863.1 98,1 0.0 950 EF661485.1  A. flavus 100 0.0 918 - - - - - 

LMC9011.01 Flavi AF027863.1 99,8 0.0 1000 EF661485.1  A. flavus 100 0.0 881 - - - - - 

LMC9011.02 Flavi AF027863.1 99,8 0.0 1007 EF661485.1  A. flavus 99.8 0.0 911 - - - - - 

LMC9012.01 Flavi AF027863.1 100 0.0 1005 EF661485.1  A. flavus 99.1 0.0 845 - - - - - 

LMC9013.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1000 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 904 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,6 0.0 968 

LMC9014.01 Fumigati EF669931.1 99.8 0.0 1011 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 880 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,6 0.0 924 

LMC9015.01 Fumigati EF669931.1 99.8 0.0 1009 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 893 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 100 
0.0 

966 

LMC9016.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1013 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 887 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 830 

LMC9017.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 998 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 872 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,2 0.0 902 

LMC9018.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1000 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 904 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 966 

LMC9019.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1000 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 911 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99,8 0.0 980 

LMC9020.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1018 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
100 0.0 944 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 900 

LMC9021.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 972 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 100 
0.0 

883 
EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,6 
0.0 

1029 

LMC9021.02 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1014 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 99.5 
0.0 

857 
EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,4 
0.0 

1046 

LMC9022.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1005 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 100 
0.0 

907 
EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 100 
0.0 

822 

LMC9023.01 Fumigati EF669931.1 99.6 0.0 1005 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 99.8 
0.0 

905 
EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 99,8 
0.0 

963 

LMC9024.01 Fumigati EF669931.1 100 0.0 1013 EF669791.1 
A. fumigatus 

s.s. 
99.8 0.0 904 EF669860.1 

A. fumigatus 

s.s. 100 
0.0 

974 
Identid., identidade; Fonte: Autoria própria.  

 
8.2. Anexo 2 –Tabela dos resultados gerais dos 51 isolados clínicos do gênero Aspergillus. 
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Isolado 
Clínico 

Data da 
coleta 

 Conídio  
(µm) 

Colônia Gigante*  
(cm) 

ID 
molecular 

Antifúngicos  
(µg/mL) Biofilme 

MD DP 24 h 48 h 72 h 96 h 

AMB ITR VOR POS 
Matriz  

(492 nm) 
Biomassa  
(570 nm) 

CIM M DP M DP 

LMC8001.01 20/07/2018 2,74 0,36 1,1 2,7 4,7 6,7 
A. fumigatus 

s.s. 
4 0,5 0,25 0,062 0,328 0,051 0,505 0,083 

LMC8001.03 14/09/2018 3,81 0,39 1,1 3,2 5,2 7,4 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,125 0,162 0,023 0,217 0,056 

LMC8001.04 14/09/2018 3,13 0,40 0,9 3,2 5,4 7,2 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,125 0,221 0,028 0,172 0,027 

LMC8001.05 14/09/2018 3,68 0,27 1,0 3,2 5,4 7,4 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 1 0,125 0,190 0,037 0,176 0,033 

LMC8001.06 14/09/2018 3,21 0,35 0,9 3,2 5,5 7,6 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,25 0,125 0,217 0,022 0,247 0,034 

LMC8001.07 14/09/2018 3,16 0,39 0,9 3,3 5,3 7,1 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,25 0,125 0,223 0,029 0,177 0,064 

LMC8001.10 14/09/2018 3,59 0,32 1,3 3,3 5,4 7,5 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,125 0,198 0,041 0,212 0,082 

LMC8001.11 30/11/2018 2,70 0,66 0,9 2,7 4,7 6,7 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,25 0,125 0,373 0,056 0,472 0,075 

LMC8001.12 30/11/2018 3,48 0,35 0,7 2,7 4,8 7,0 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,125 0,500 0,086 0,722 0,088 

LMC8003.01 18/05/2018 2,76 0,26 1,0 2,7 4,7 6,8 
A. fumigatus 

s.s. 
4 0,5 0,5 0,25 0,256 0,030 0,670 0,066 

LMC8003.02 18/05/2018 2,24 0,25 1,1 2,8 4,9 7,0 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,5 0,305 0,043 0,562 0,094 



A5 
 

 

Isolado 
Clínico 

Data da 
coleta 

 Conídio  
(µm) 

Colônia Gigante*  
(cm) 

ID 
molecular 

Antifúngicos  
(µg/mL) Biofilme 

MD DP 24 h 48 h 72 h 96 h 

AMB ITR VOR POS 
Matriz  

(492 nm) 
Biomassa  
(570 nm) 

CIM M DP M DP 

LMC8003.03 18/05/2018 2,43 0,21 1,0 2,6 4,1 5,3 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,5 0,285 0,035 0,707 0,093 

LMC8003.04 18/05/2018 2,44 0,33 1,1 2,9 4,8 6,9 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 1 0,405 0,074 1,039 0,100 

LMC8003.05 21/05/2018 2,50 0,21 1,0 2,8 4,8 7,1 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,125 0,207 0,062 0,771 0,131 

LMC8003.06 21/05/2018 3,21 0,24 0,9 2,2 3,4 4,7 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 <0,031 0,121 0,023 0,333 0,128 

LMC8003.07 21/05/2018 2,57 0,25 0,9 1,9 3,3 4,7 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 1 1 0,073 0,015 0,182 0,068 

LMC8003.08 21/05/2018 2,44 0,23 1,2 3,0 5,2 7,5 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,25 0,5 0,250 0,027 0,276 0,039 

LMC8003.11 31/08/2018 2,44 0,24 0,9 2,9 5,0 7,3 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,25 0,000 0,005 0,007 0,007 

LMC8003.12 31/08/2018 2,55 0,29 0,9 3,0 5,3 7,5 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,5 0,109 0,047 0,133 0,031 

LMC8003.13 14/09/2018 2,52 0,27 0,8 3,0 5,3 7,5 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 1 0,114 0,036 0,130 0,016 

LMC8003.14 26/10/2018 2,62 2,62 0,9 2,9 5,5 7,6 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 1 0,185 0,022 0,174 0,043 

LMC8003.15 26/10/2018 2,49 2,49 0,8 3,2 5,4 7,7 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,5 0,117 0,035 0,220 0,070 
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Isolado 
Clínico 

Data da 
coleta 

 Conídio  
(µm) 

Colônia Gigante*  
(cm) 

ID 
molecular 

Antifúngicos  
(µg/mL) Biofilme 

MD DP 24 h 48 h 72 h 96 h 

AMB ITR VOR POS 
Matriz  

(492 nm) 
Biomassa  
(570 nm) 

CIM M DP M DP 

LMC9026.01 21/05/2018 3,48 0,33 1,1 2,8 5,2 7,7 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,25 0,5 0,227 0,040 0,685 0,044 

LMC9001.01 24/04/2017 5,81 0,40 1,2 2,3 4 5,1 A. flavus 2 0,5 0,25 0,5 0,443 0,046 0,696 0,075 

LMC9002.01 05/06/2017 6,49 0,46 1,4 2,5 4,3 5,6 A. flavus 2 0,5 0,25 0,5 0,309 0,047 0,913 0,096 

LMC9003.01 06/11/2017 3,22 0,30 1 2,4 5 6,9 
A. fumigatus 

s.s. 
<16 8 0,5 <16 0,250 0,054 0,285 0,042 

LMC9004.01 20/11/2017 3,09 0,21 1 2,8 4,9 7,5 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 1 0,315 0,037 0,444 0,046 

LMC9005.01 13/12/2017 3,65 0,34 1,4 2,5 4,3 5,7 A. flavus 2 0,25 0,25 0,5 0,310 0,093 0,711 0,114 

LMC9006.01 15/12/2017 3,67 0,26 1,6 2,6 4,4 5,6 A. flavus 2 0,25 0,5 0,5 0,372 0,080 0,709 0,048 

LMC9007.01 11/01/2018 3,85 0,31 1,4 2,5 4,2 5,4 A. flavus 2 0,25 0,25 0,5 0,385 0,064 0,642 0,061 

LMC9007.02 11/01/2018 3,85 0,36 1,4 2,5 4,3 5,5 A. flavus 2 0,25 0,25 0,5 0,598 0,073 1,134 0,068 

LMC9008.01 14/06/2018 2,44 0,24 1,2 2,9 6 8,5 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 1 0,269 0,038 0,378 0,044 

LMC9009.01 28/06/2018 3,01 0,31 1,2 2,6 5,5 7,3 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,5 0,395 0,047 0,757 0,093 

LMC9010.01 28/06/2018 4,46 0,32 1,2 2,1 3,1 4 A. flavus 3 0,25 0,5 0,25 0,849 0,089 1,690 0,195 

LMC9011.01 17/07/2018 4,35 0,32 1,4 2,5 4,3 5,5 A. flavus 2 0,25 0,5 0,5 0,293 0,055 0,645 0,097 

LMC9011.02 17/07/2018 3,92 0,20 1,4 2,7 4,6 6,1 A. flavus 2 0,25 0,25 0,5 0,657 0,078 0,929 0,090 
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Isolado 
Clínico 

Data da 
coleta 

 Conídio  
(µm) 

Colônia Gigante*  
(cm) 

ID 
molecular 

Antifúngicos  
(µg/mL) Biofilme 

MD DP 24 h 48 h 72 h 96 h 

AMB ITR VOR POS 
Matriz  

(492 nm) 
Biomassa  
(570 nm) 

CIM M DP M DP 

LMC9012.01 03/10/2018 4,15 0,24 1,3 2,2 4 5 A. flavus 1 0,13 0,25 0,25 0,141 0,042 0,296 0,051 

LMC9013.01 30/10/2018 3,54 0,36 1,3 3,2 5,3 7,2 
A. fumigatus 

s.s. 
1 0,5 0,5 0,25 0,105 0,034 0,252 0,060 

LMC9014.01 16/11/2018 3,23 0,24 1,1 3 5,2 7 
A. fumigatus 

s.s. 
1 0,5 0,5 0,25 0,396 0,021 0,948 0,096 

LMC9015.01 12/11/208 2,81 0,22 0,7 2,7 4,8 6,9 
A. fumigatus 

s.s. 
2 1 2 0,5 0,426 0,010 0,791 0,085 

LMC9016.01 17/12/2018 2,97 0,30 1,1 3 5,2 7,1 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,5 0,465 0,021 0,780 0,030 

LMC9017.01 20/12/2018 2,95 0,20 0,9 2,5 4,5 6,7 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 0,5 0,5 0,466 0,023 0,763 0,035 

LMC9018.01 12/12/2018 2,39 0,22 1 2,8 4,9 7 
A. fumigatus 

s.s. 
2 1 2 0,25 0,327 0,040 0,576 0,020 

LMC9019.01 08/01/2019 2,39 0,16 1,2 2,9 5,5 6,9 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 1 0,25 0,516 0,077 0,863 0,079 

LMC9020.01 11/01/2019 2,52 0,18 0,8 2,5 4,3 6,8 
A. fumigatus 

s.s. 
2 1 2 0,5 0,259 0,034 0,471 0,065 

LMC9021.01 05/02/2019 2,34 0,21 1,2 2,9 5 6,7 
A. fumigatus 

s.s. 
1 0,5 0,5 0,25 0,328 0,044 0,821 0,098 

LMC9021.02 15/02/2019 2,82 0,18 1,1 2,9 5 6,5 
A. fumigatus 

s.s. 
1 0,5 0,5 0,25 0,268 0,016 0,745 0,070 
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Isolado 
Clínico 

Data da 
coleta 

 Conídio  
(µm) 

Colônia Gigante*  
(cm) 

ID 
molecular 

Antifúngicos  
(µg/mL) Biofilme 

MD DP 24 h 48 h 72 h 96 h 

AMB ITR VOR POS 
Matriz  

(492 nm) 
Biomassa  
(570 nm) 

CIM M DP M DP 

LMC9022.01 11/02/2019 2,74 0,32 0,9 2,6 4,7 5,9 
A. fumigatus 

s.s. 
1 0,5 1 0,125 0,363 0,032 0,762 0,063 

 
LMC9023.01 

 
19/02/2019 

 
2,69 

 
0,21 

 
0,6 

 
2,2 

 
4,3 

 
5,8 

A. fumigatus 

s.s. 

 
2 

 
0,5 

 
0,5 

 
0,5 

 
0,271 

 
0,027 

 
0,595 

 
0,063 

LMC9024.01 06/05/2019 2,29 0,27 1 2,9 5,2 7 
A. fumigatus 

s.s. 
2 1 1 0,5 0,253 0,037 0,551 0,156 

LMC9025.01 30/05/2019 2,79 0,24 1,3 3,1 5,3 7,2 
A. fumigatus 

s.s. 
2 0,5 1 0,125 0,389 0,028 0,725 0,154 

ATCC204304 
A. flavus 

- 3,96 0,41 0,4 2,1 3,7 5,3 A. flavus 2 0,25 0,25 0,25 0,325 0,046 0,719 0,089 

ATCC46645 
A. fumigatus 

- 2,44 0,36 0,9 2,5 4,0 5,3 A. fumigatus 4 0,5 0,5 0,25 - - - - 

*, meio de cultura YAG, 37˚C, 4 dias; ID, identificação; MD, média diâmetro; DP, desvio padrão, AMB, anfotericina B; ITR, itraconazol; VOR, voriconazol; POS, posaconazol; CIM, concentração inibitória mínima; M, 
média; -, não realizado. Fonte: autoria própria. 
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8.3. Anexo 3 - Características macro e micromorfológicas dos 51 isolados clínicos do 

gênero Aspergillus. MEA, meio de cultura extrato de malte; YAG, meio de 

cultura extrato de levedura dextrose. Fonte: autoria própria 
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