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Resumo

Os fungos do género Aspergillus sdo considerados cosmopolitas e estdo associados com
aspergiloses, infeccdes que afetam sobretudo individuos imunocomprometidos, representando
relevante desafio clinico e epidemioldgico. O diagnéstico dessas infecgdes envolve fatores do
hospedeiro, aspectos clinicos e laboratoriais, sendo o tratamento baseado no uso de
antifungicos triazélicos como voriconazol, itraconazol e posaconazol. O European Committee
on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) recomenda testes de triagem como
ferramentas preliminares para identificar possivel resisténcia fungica, uma vez que o Teste de
Suscetibilidade Antifungica (TSA) exige insumos frequentemente indisponiveis. Diante disso,
este estudo avaliou a concordéancia entre o teste de triagem padronizado pelo EUCAST e os
resultados do TSA em 234 isolados ambientais de Aspergillus fumigatus. Os isolados foram
submetidos ao teste de triagem com itraconazol (4 mg/L), voriconazol (2 mg/L) e posaconazol
(0,5 mg/L) e, posteriormente, ao TSA com os mesmos antifiUngicos em concentragdes entre
0,03 e 16 mg/L. Os dados foram analisados pelo teste de McNemar (nivel de significancia de
5%). Os resultados demonstraram diferenca significativa nas propor¢gdes de resisténcia e
sensibilidade entre os dois métodos para itraconazol (X2 = 5,297; p = 0,021) e voriconazol (X? =
8,522; p = 0,003). Para posaconazol, ndo houve diferenga estatisticamente significativa (X? =
0,063; p = 0,804). Conclui-se, portanto, que o protocolo EUCAST de triagem, validado para
amostras clinicas, ndo apresenta a mesma eficicia para isolados ambientais, evidenciando a
necessidade de desenvolvimento de protocolos especificos para esse tipo de amostra.

Palavras-chave: Resisténcia antifungica, aspergilose, triazéis, EUCAST e Teste de
Suscetibilidade Antifungica (TSA)



Abstract

Fungi of the genus Aspergillus are considered cosmopolitan and are associated with
aspergillosis, infections that primarily affect immunocompromised individuals, representing a
significant clinical and epidemiological challenge. The diagnosis of these infections involves
host factors, clinical aspects, and laboratory findings, with treatment based on the use of triazole
antifungals such as voriconazole, itraconazole, and posaconazole. The European Committee on
Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) recommends screening tests as preliminary tools
to identify possible fungal resistance, given that Antifungal Susceptibility Testing (AFST)
requires often unavailable supplies. Therefore, this study evaluated the agreement between the
screening test standardized by EUCAST and AFST results in 234 environmental isolates of
Aspergillus fumigatus. The isolates were subjected to the screening test with itraconazole (4
mg/L), voriconazole (2 mg/L), and posaconazole (0.5 mg/L) and subsequently to AFST with the
same antifungals at concentrations ranging from 0.03 to 16 mg/L. Data were analyzed using
McNemar's test (significance level of 5%). The results demonstrated a significant difference in
the proportions of resistance and susceptibility between the two methods for itraconazole (X? =
5.297; p = 0.021) and voriconazole (X? = 8.522; p = 0.003). For posaconazole, there was no
statistically significant difference (X? = 0.063; p = 0.804). It is concluded, therefore, that the
EUCAST screening protocol, validated for clinical samples, does not demonstrate the same
efficacy for environmental isolates, highlighting the need to develop specific protocols for this
type of sample.

Keywords: Antifungal resistance, aspergillosis, triazoles, EUCAST, Antifungal Susceptibility
Testing (AFST).
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Introducgao
Género Aspergillus

Os fungos do género Aspergillus sdo um grupo taxonémico vasto e complexo de fungos
filamentosos, que sdo encontrados globalmente e desempenham um papel crucial na
decomposi¢do de matéria organica. Apresentam notavel capacidade de prosperar nos mais
diversos ambientes, do solo as superficies internas de residéncias e hospitais, em diversas
condicdes ambientais com temperaturas variadas e conseguem suportar baixas umidades
(Latgé, 1999). Compreendem cerca de 446 espécies, pertencentes a classe dos
Eurotiomycetes e ao filo Ascomycota (Houbraken et al., 2020), dentre as quais se destaca
Aspergillus fumigatus, que € uma das principais espécies patogénicas para o humano, seguido
por A. flavus, A. niger e A. terreus (Latgé & Chamilos, 2019). A reproducao dos Aspergillus
pode ser sexuada ou assexuada, sendo que a fase sexuada ocorre por meio de ascosporos,
enquanto a fase assexuada acontece através de esporos assexuais chamados conidios. Os
conidios sdo responsaveis pela grande dispersdo pelo ar e pela colonizagdo de novos

ambientes, que variam de 2,5 a 3,5 micrémetros (Figura 1) (Kwon-Chung & Sugui, 2013).
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Figura 1: Caracteristicas morfologicas do Aspergillus fumigatus.
Fonte: Serpa, 2024



Aspergiloses

Diariamente animais e humanos inalam os conidios de Aspergillus, mas em hospedeiros
com alguma deficiéncia nos mecanismos de defesas pode-se desenvolver manifestagbes
clinicas da infecgdo do fungo conhecida como aspergilose (Segal, 2009), sendo comum em
pacientes com neutropenia prolongada, transplantados, sob terapia com corticoides em altas
doses, internados em unidade de terapia intensiva (UTI) (Kosmidis & Denning, 2015). Em
pacientes submetidos a transplantes hematopoiéticos e de 6rgaos soélidos, notou-se um
aumento epidemiolégico nos Uultimos anos, podendo ser associado ao uso de terapias
imunossupressoras e ao aumento da sobrevida desses pacientes (Cadena, Jose et al., 2021).
Os conidios sao inalados e depositados nos alvéolos pulmonares, onde encontram condi¢oes
ideais de temperatura e nutrientes, devido a alta capacidade de dispersdo, germinagao e
penetragdo nas vias respiratérias (Veerdonk et al, 2017; Dagenais & Keller, 2009; Latgé &
Chamilos, 2019).

A aspergilose tem diferentes manifestacdes, a aspergilose pulmonar invasiva (API) é a
manifestacdo mais preocupante, sendo uma infecgao altamente letal e acomete principalmente
pacientes imunocomprometidos, tendo o A. fumigatus como principal espécie causadora
(Patterson et al, 2016). O diagndstico precoce € essencial para recuperagdo, no entanto
pacientes imunossuprimidos podem apresentar poucos ou nenhum sintoma devido a falta de
resposta inflamatoéria, quando apresenta algum sintoma clinico podem ser confundidos com
outras infecgdes, por serem pouco especificos como febre, tosse, dor toracica ou pleuritica,
falta de ar e/ou hemoptise (Cadena, Jose et al., 2021). Estima-se que mais de 1 milhdo de
pessoas morram anualmente por APl no mundo, sendo o diagnéstico tardio um fator
determinante (Denning, 2024).

Outra forma é a aspergilose pulmonar cronica (APC), que afeta pacientes com doencas
pulmonares anteriores que resultaram em lesdes nos tecidos pulmonares, desenvolvem a
infeccao de evolugao lenta (Denning, 2024). Pode-se manifestar de diversas formas como
aspergiloma simples, conhecido também como bola fungica, que apresenta uma massa fungica
em uma cavidade pulmonar preexistente, sem invasao do parénquima adjacente (Latgé &
Chamilos, 2019). Uma das mais comuns aspergilose pulmonar cavitaria crénica (APCC) que se
nao tratada, pode evoluir para aspergilose pulmonar fibrosante crénica (APFC) forma mais
grave da doencga, a aspergilose pulmonar necrotizante crénica ou semi-invasiva é localmente
invasiva e ocorre principalmente em pacientes com imunodeficiéncia leve ou com doenca

pulmonar crénica (Chowdhary et al, 2017).



Também pode se apresentar como aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), que é
a reacdo alérgica a exposicado excessiva aos conidios de Aspergillus e afeta principalmente
individuos com doencgas pulmonares prévias como asma ou fibrose cistica, caracteriza por
episédios de broncoespasmo, expectoracdo de tampbdes mucosos e sintomas constitucionais.
O tratamento tardio pode levar a formagéo de fibrose pulmonar e perda progressiva da fungao
respiratoria (Kousha et al., 2011).

O tratamento das aspergiloses baseia-se no uso de antifungicos, sendo os azodis a
primeira linha para a forma invasiva, eles atuam inibindo a enzima lanosterol 14-a-desmetilase
codificada pelo gene cyp51A, crucial para a sintese do ergosterol, componente essencial da
membrana celular fungica. O resultado € o acumulo intracelular de esteréis pré-metilados
téxicos, comprometendo permeabilidade celular e fungbes vitais, levando a inibicdo do
crescimento fungico e, em ultima instancia, a morte celular. Representados principalmente pelo
voriconazol (VOR), itraconazol (ITC), posaconazol (POS), sendo esses 0s principais
tratamentos a aspergilose (Patterson et al., 2016).

O itraconazol é um ftriazol de primeira geracao, esta disponivel principalmente em
formulagdo oral para terapias das formas crénicas e utilizado no tratamento das aspergiloses
alérgicas e nao-invasivas, pode ser considerado para aspergilose pulmonar invasiva (API) em
casos de intolerancia ou indisponibilidade de outros agentes, contudo seu uso nessa condigao
€ raramente recomendado. O uso é um desafio pela absorgao variavel que é significativamente
afetada pela acidez gastrica e pela presenga de alimentos (Ulimann et al., 2018).

Voriconazol é recomendado como farmaco primario para o tratamento de aspergiloses
invasivas, sendo um triazol de segunda geragdo, demonstrou superioridade sobre a
anfotericina B. Disponivel sob a forma de intravenosa, que tem uma boa absorcdo e
penetracdo em tecido sendo indicado para o tratamento, é administrado também em
comprimido e suspensdo oral. E metabolizado pelo figado, com farmacocinética ndo linear em
adultos, onde o aumento da dose eleva desproporcionalmente sua concentragao plasmatica
(Lestrade et al, 2019).

Posaconazol é um triazol de segunda geragéo, com estrutura molecular semelhante ao
itraconazol, destaca-se por seu papel na profilaxia de APl em pacientes neutropénicos de alto
risco. Doses mais altas também sao utilizadas como terapia de salvamento eficaz quando o
voriconazol falha ou é intolerado. Destaca-se como antifungico oral de amplo espectro,
superando outras opcdes disponiveis em eficacia clinica, outras vantagens incluem seu perfil
de seguranga, com menor nefrotoxicidade e uma probabilidade reduzida de interagbes com

outros medicamentos (Chen et al, 2020).
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Resisténcia

A emergéncia global de resisténcia aos azdis, particularmente em A. fumigatus,
representa uma grave ameacga a saude publica (Snelders et al., 2008; Lockhart, Beer & Toda,
2020). Essa resisténcia aos antifungicos é geralmente associada a mutagdes do gene cyp51A,
que codifica a enzima 14-a-esterol desmetilase, alvo farmacolégico desta classe de
antifungicos, a resisténcia com isolados clinicos mostra-se adquirida durante o tratamento
prolongado (Verweij et al., 2007; Mellado et al., 2007). A estrutura codificada pela enzima tem
dois canais de entrada ligados, o canal 1 e o canal 2, que estdo imersos nas membranas do
reticulo endoplasmatico, essas mutacdes resultam na substituicdo de residuos hidrofébicos
menores por residuos maiores em algas proteicas localizadas nas proximidades dos canais de
entrada da enzima, causando o fechamento parcial do canal 2 e impedindo fisicamente o
encaixe adequado das moléculas volumosas dos azolicos no sitio ativo (Snelders et al., 2011).
A presenca de mutagdes do tipo tandem repeats (TRs) na regido promotora do gene cyp51A,
frequentemente associadas a substituicdes de aminoacidos. As combinacbes TR34/L98H e
TR46/Y121F/T289A sdo as mais prevalentes globalmente e estdo associadas a
superexpressao do gene cyp51A combinada a alteragdes estruturais na enzima, resultando em
altos niveis de resisténcia cruzada a multiplos azolicos (Chowdhary, et al.; 2017).

Os azdlicos, particularmente o voriconazol, constituem a terapia de primeira linha para o
tratamento da aspergilose invasiva, condicdo que apresenta mortalidade elevada mesmo em
condicdes ideais. A infecgao por isolados resistentes esta correlacionada com maior tempo de
hospitalizacdo, necessidade de multiplas trocas de regime terapéutico e aumento significativo
da taxa de mortalidade, que pode exceder 80% em pacientes imunocomprometidos quando o
tratamento empirico inicial ndo é eficaz (Lestrade et al., 2019). Adicionalmente, a resisténcia
cruzada entre diferentes azodlicos limita substancialmente as opgdes terapéuticas, uma vez que
isolados portadores de TR34/L98H apresentam altas concentragées inibitérias minimas (MIC)
para itraconazol e voriconazol, enquanto aqueles com TR46/Y121F/T289A demonstram
resisténcia especificamente elevada ao voriconazol, justamente o farmaco de escolha (van der
linden et al., 2015).

Atualmente, a aparicdo de mutacgdes de resisténcia em isolados, mesmo em pacientes
que nao fizeram uso prolongado dos azodis, vem se tornando alarmante. A. fumigatus nao é um
fungo que causa alardes aos agricultores, no entanto habitat o solo, acabam sendo expostos a

diversos meios de controles exposto a uma variedade de agentes fungicidas, utilizados para
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combater outros fungos fitopatogénicos, com a estrutura semelhante aos azéis (Verweij et al,
2007).

Métodos de avaliagao de resisténcia

A deteccdo rapida da resisténcia € uma ferramenta essencial para o combate das
aspergiloses, podendo assim garantir uma terapia adequada, pois a intervengédo precoce
melhora as chances de recuperagao do paciente (Patterson, 2016). O método de microdiluigdo
em caldo, padronizado pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI) M38-A e pela
European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST) , é amplamente
reconhecido como o padrao-ouro para testes de suscetibilidade (CLSI, 2017; EUCAST, 2022).
Esta técnica quantitativa determina a Concentracao Inibitéria Minima (MIC), servindo como
referéncia para validagdo de outros métodos (Pfaller, 2005). No entanto, sua execucgéo é
complexa e demanda tempo, requerendo preparo de multiplas diluigdes, meios de cultura
especificos, incubagao prolongada (24-48 horas no minimo, até 72 horas para alguns fungos) e
leitura visual ou espectrofotométrica dos pontos finais, com custo operacional alto limita sua
adogao em larga escala em laboratdrios clinicos de rotina (Durand et al., 2021).

Com o aumento da demanda por testes de suscetibilidade antifungica, impulsionada
pela crescente das infec¢des invasivas e dos casos de resisténcia a azodis, demonstrou as
limitacdes dos métodos de referéncia pela sua alta complexidade, custo elevado e demanda de
tempo (Fisher et al, 2022; Lestrade, et al. 2019). O método de screening utilizando placas de
agar com azois de 4 pocgos, destacando-se pela facilidade de execugao, baixo custo e rapidez
na liberagdo de resultados, composto por agar RPMI 2% dextrose com antifungicos
solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) e diluidos até as concentragdes de 4 mg/L para
Itraconazol, 2 mg/L para Voriconazol e 0,5 mg/L para Posaconazol, e um pog¢o para controle de
crescimento positivo sem adi¢cao de antifungicos. O crescimento é observado e classificado de
0 a 3 em comparagado com crescimento do controle sendo 0 - nenhum crescimento visivel, 1-
crescimento fraco, 2 - crescimento menor que o controle, 3 - crescimento desinibido
semelhante ao controle (Arendrup et al, 2017).

O teste por discos de difusdo destaca-se pela facilidade de execugao, baixo custo e
rapidez na liberagcao de resultados, utiliza discos impregnados com concentragdes fixas do
antifungico em agar Mueller-Hinton suplementado com 2% de glicose e 0,5 g/ml de azul de
metileno, e a interpretacdo baseia-se na medida do didmetro do halo de inibicdo, no entanto
sua confiabilidade pode variar significativamente dependendo do antifungico testado (Pfaller,

2005). Outro método € o Etest que utilida da difusao do agente em agar, consiste em uma fita
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de papel que é colocada na superficie do agar com um gradiente de concentracdo do
antifungico, com objetivo de obter o MIC de forma mais simples, contudo tem um custo elevado
e a leitura pode ser complexa (Meinerz, 2010; Pfaller, 2003).

O método de escala rapido e simplificado, adequado para qualquer laboratério de
microbiologia clinica, pode ser utilizado para garantir que apenas isolados potencialmente
resistentes sejam submetidos e selecionados para a microdiluicdo como teste confirmatério. E
ajudando os clinicos a tomar decisbes importantes sobre terapia antifungica enquanto
aguardam resultados definitivos de MIC, especialmente em regides com alta prevaléncia de
resisténcia aos azdlicos. (Buil et al, 2017).

A identificacao precisa de isolados resistentes é benéfica e destaca a importancia da
vigilancia sobre a prevaléncia da resisténcia aos azodis em A. fumigatus ambientais. Esse
monitoramento permite a compreenséo sob a disseminagdo de mecanismos de resisténcia no
ecossistema, identificar potenciais fontes de exposicao e analisar a evolugdo genética desses
fungos no ambiente. A vigilancia epidemiolégica permite a construgdo de novas estratégias que

visem o controle da resisténcia (van der Linden et al, 2015).
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Objetivo

Avaliar a concordancia entre o teste de triagem padronizado pelo EUCAST e o Teste de
Suscetibilidade Antifungica (microdiluicdo) na detecgdo de resisténcia a antifungicos triazdlicos

em isolados ambientais de Aspergillus fumigatus.
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Material e métodos

Coleta

A coleta das amostras para esse trabalho foram provenientes do projeto LatAsp

(Pesquisa Latino-Americana de Resisténcia aos Azo6is em Aspergillus fumigatus). Com o

protocolo de ciéncia cidada foram coletadas 6.954 amostras de A. fumigatus em 11 paises da

América Latina (com excecao da Venezuela devido a restrigdes politicas) (Figura 2). As coletas

foram conduzidas por meio de exposicdo de tiras adesivas ao ar ambiente por

aproximadamente 10 horas, em quatro diferentes momentos, entre julho de 2022 e agosto de

2023. Os voluntarios foram orientados a coletar as amostras sempre no mesmo local,

garantindo a comparabilidade dos dados. Apds a coleta, as amostras foram identificadas e

enviadas aos laboratérios para as analises microbiolégicas.
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Figura 2: Fluxograma do projeto.

Fonte: Relatdrio final do LatAsp, 2024 (Comunicacao pessoal Dr. Wellington Santos Fava)
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No laboratério, as amostras foram inoculadas a partir da tira adesiva em um tubo com
meio agar batata inclinado. Em uma cabine de fluxo laminar com o auxilio de uma alca estéril
descartavel. Os tubos foram incubados em estufa com temperatura constante de 37°C durante
48 horas. Apds a incubacgao, com auxilio de um swab, foi preparada uma suspensio de

conidios com concentracdo equivalente a escala McFarland 0.5 em agua destilada com NaCl.

Triagem

Neste trabalho foram selecionado 234 isolados de A. fumigatus que demonstraram
crescimento e foram submetidos a triagem no método em placa de agar com azol, no qual foi
inoculado 20 pL da solugédo de esporos em uma placa de agar RPMI 2% dextrose com
antifungicos solubilizados em dimetilsulfoxido (DMSO) e diluidos até as concentracbes de 4
mg/L para ltraconazol, 2 mg/L para Voriconazol e 0,5 mg/L para Posaconazol, e um poc¢o para
controle de crescimento positivo sem adicdo de antifiungicos. Foram incubadas a 37° C,
avaliado o crescimento apds 48 horas e classificado pela escala de crescimento, de acordo
com Arendrup et al. (2017) e Buil et al. (2017) com: 0 - nenhum crescimento visivel, 1-
crescimento fraco, 2 - crescimento menor que o controle, 3 - crescimento desinibido
semelhante ao controle. Os isolados que cresceram até 1 na escala foram classificados como
sensiveis e os que tiveram a capacidade de crescer 2 ou 3 foram classificados como

resistentes.

Figura 3: Placa de triagem com 12 pogos com controle positivo a direita.
Fonte: Waldschmidt, 2024

Teste de Suscetibilidade Antifingica

Conforme o documento definitivo E.Def 9.4 do EUCAST o teste padrdao método de

microdiluicdo em caldo. Foram testadas em concentragdes que variaram de 0,03 a 16 mg/L.
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Apoés ser incubado por 48 horas foram analisados de acordo com o MIC (Concentragéo
Inibitéria Minima) e classificados como sensiveis ou resistentes com base nos pontos de corte

epidemioldgicos (ECVs) estabelecidos por Arendrup et al. (2017).
Analise de dados

Para avaliar a concordancia entre os métodos utilizou-se o Teste de McNemar com nivel

de significancia de 5%. As analises foram realizadas separadamente para cada antifiingico.
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Resultados e discussao

Os 234 isolados ambientais foram analisados conforme seu crescimento em cada

antifungico itraconazol (ITZ), voriconazol (VOR) e posaconazol (POS).

Itraconazol

Itraconazol apresentou discordancia entre os teste (Tabela 1), com 195 isolados que se
apresentaram como sensiveis na triagem, na microdiluicdo 94,4% desses isolados
concordaram com a classificacao e 5,6% mostraram-se como resistentes. Contudo, dos 39
isolados que apresentaram-se resistentes pela triagem, apenas 33,3% confirmaram-se como
resistentes e 66,7% se mostraram sensiveis. O teste de McNemar apresentou diferenga
estatisticamente significativa (x?=5,297; valor p=0,021), levando a rejeicdo da hipétese nula de

igualdade de proporcdes.

Tabela 1 : Tabulagédo cruzada entre triagem e MIC para itraconazol. Frequéncia absoluta e relativa da
classificagdo de sensibilidade pelo teste de disco (Triagem_ITZ e Triagem_VOR) em compara¢gédo com o

teste de concentragao inibitéria minima (MIC_ITZ) para 234 isolados.

Tabulacdo cruzada Triagem ITZ * MIC ITZ

MIC ITZ
Sensivel Resistente Total
Triagem ITZ Sensivel Contagem 184 11 195
%o em 944%  5,6% 100.0%

Triagem ITZ
boem MIC ITZ 87.6%  45.8% 83.3%
Resistente Contagem 26 13 39

%o em 66.7%  33.3% 100.0%
Trniagem ITZ

pem MIC ITZ 124%  542% 16,7%

Total Contagem 210 24 234

%% em 89.7% 10,3% 100.0%
Triagem ITZ

Yoem MIC ITZ  100,0% 100,0% 100.0%
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Voriconazol

O antifungico voriconazol obteve discordancia entres os testes (Tabela 2), na triagem
228 isolados apresentaram-se como sensiveis e 6 como resistentes. Na microdilui¢do 91,7%
dos sensiveis apresentaram concordancia com no primeiro teste e 8,3% dos isolados como
resistentes, os que foram classificados como resistentes apenas 33,3% concordam com a
classificacdo prévia e 66,7% nao. O teste de McNemar apresentou diferenca estatisticamente
significativa (X* = 8,522; p = 0,003), levando a rejeicdo da hipétese nula de igualdade de
proporgoes.

Tabela 2 : Tabulagédo cruzada entre triagem e MIC para voriconazol. Frequéncia absoluta e relativa da
classificagdo de sensibilidade pelo teste de disco (Triagem_ITZ e Triagem_VOR) em comparagédo com o

teste de concentracgéo inibitéria minima (MIC_VOR) para 234 isolados.

Tabulacio cruzada Triagem_ VOR * MIC_VOR

MIC VOR
Sensivel Resistente Total
Triagem_ VOR Sensivel  Contagem 209 19 228
% em 91.7%  8.3% 100,0%

Triagem VOR
%0em MIC VOE. 981%  90.5% 97 4%

Resistente Contagem 4 2 ]
%% em 66.7%  33.3% 100,0%%
Triagem VOR
% em MIC VOR.  1,9% 9.5% 2.6%
Total Contagem 213 21 234
%% em 91.0%  9,0% 100,0%%

Triagem VOR
%o em MIC VOR  100.0% 100.0% 100,0%

Posaconazol

O posaconazol mostrou concordancia entre os testes, pela triagem o posaconazol
apresentou 224 isolados sensiveis e 10 resistentes, no TSA 96,9% se confirmaram sensiveis e
3,1% discordaram da triagem. Dos resistentes, 90% apresentaram discordancia e apenas 10%
confirmaram a resisténcia apresentada pela triagem. Neste antifungico ndo detectou uma

diferenga estatisticamente significativa (X* = 0,063; p = 0,804).
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A taxa de falsos resistentes aos antifungicos, principalmente ao itraconazol e
voriconazol, demonstra uma possivel falha no protocolo da EUCAST de triagem para A.
fumigatus ambientais. Desenvolvido e validado com foco em isolados clinicos, o método n&o
apresenta a mesma sensibilidade e especificidade quando aplicado diretamente a isolados
ambientais. O protocolo emprega concentragdes fixas (breakpoints epidemioldgicos, ou ECVs)
derivadas da distribuicdo de Concentragdes Inibitérias Minimas (MIC) em populagdes clinicas
(EUCAST, 2020; Arendrup et al., 2020). No entanto, as popula¢gdes ambientais de A. fumigatus,
podem ser suscetiveis a pressdes seletivas distintas, notadamente a exposi¢cdo a fungicidas
azolicos agricolas que sao estruturalmente semelhantes aos antifungicos clinicos. Essa
exposi¢do pode selecionar variantes com alteragbes fenotipicas sutis que nao correspondem
necessariamente aos fenotipos de resisténcia clinicamente relevantes (Snelders et al., 2012;
Fisher et al., 2022).

A triagem baseia-se no crescimento ou nao em uma concentragao fixa do antifingico, o
que torna suscetivel a interpretar fenoétipos de crescimento atenuado (trailing growth). Esse
fendbmeno pode ser causado por variagdes normais do teste ou por respostas temporarias do
fungo, e ndo necessariamente por uma resisténcia real ao antifungico (Verweij et al., 2016).

A propor¢ao de falsos positivos (66,7%) € clinicamente relevante. Em um cenario
clinico, um paciente com resultado falso-positivo poderia levar a restricao indevida de opcoes
terapéuticas, que com um teste de microdiluicdo completo posteriormente refutaria o resultado
inicial de resisténcia na triagem (Hodiamont et al., 2009). No ambito ambiental, a utilizacdo
exclusiva da triagem resultaria em uma prevaléncia de resisténcia superestimada. Dados
inflados prejudicam os sistemas de monitoramento, podendo gerar alarmes infundados,
direcionar politicas publicas ineficientes, atrapalhar a identificagdo de focos reais de resisténcia
e prejudicam analise de tendéncias temporais reais (Fisher et al., 2022).

As discordancias observadas para itraconazol e voriconazol, mas nao para
posaconazol, refletem os distintos perfis de resisténcia cruzada associados a mutagdes no
gene cyp51A de A. fumigatus. As mutagdes no cédon G54 conferem resisténcia cruzada
especifica para itraconazol e posaconazol, enquanto mutagées no codon M220 resultam em
resisténcia predominante a itraconazol, com padrdes variaveis para voriconazol e posaconazol
(Mellado et al., 2007). O mecanismo ambiental de maior relevancia epidemiolégica global, a
mutacdo TR34/L98H, confere resisténcia cruzada a todos os triazdlicos de uso clinico, o que
explicaria parte das discordancias observadas, especialmente considerando a origem
ambiental dos 234 isolados avaliados neste estudo (Verweij et al., 2016). Ja o mecanismo

TR46/Y121F/T289A associa-se a altos niveis de resisténcia a voriconazol, mas apresenta
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resisténcia parcial a itraconazol e sensibilidade variavel ao posaconazol (van der Linden et al.,
2015).

E importante ressaltar que o posaconazol ndo apresentou diferenca significativa,
sugerindo que com esse antifungico nao existe diferenga significativa entre os métodos. No
entanto, 90% dos isolados classificados como resistentes na triagem mostraram-se sensiveis
na microdiluicdo. Considerando o um numero limitado de isolados resistentes entre as
amostras e um espectro mais estavel em comparagao aos outros antifungicos, devido a
barreira mais elevada a resisténcia a mutagcdes ambientais. Nessa situacao, testes estatisticos
podem nao detectar diferencas significativas mesmo quando as taxas de erro sao
numericamente altas, exigindo uma interpretagdo cautelosa que priorize a analise descritiva
dos dados (Altman, 1991; Buil, 2018).

A plasticidade fenotipica refere-se a capacidade de um organismo de alterar sua
fisiologia ou morfologia em resposta a mudangas ambientais, sem alterar seu genétipo. Ao ser
exposto ao itraconazol, o A. fumigatus ativa mecanismos de defesa imediatos que
desencadeiam uma resposta apdés a exposicao do medicamento, como bombas que tentam
expulsar da célula. Isso representa um mecanismo de "sobrevivéncia inicial", permitindo que o
fungo diminua a intensidade temporariamente o efeito do azol e mantenha algum grau de
viabilidade, que pode ser confundido com resisténcia (Snelders et al., 2015). Entretanto a
microdiluicao avalia diferentes concentracdes, essa plasticidade fenotipica ndo é suficiente
para sustentar o crescimento em concentragcbes relevantes, levando a um MIC baixo e
classificacado de sensibilidade.

A resisténcia aos azdis € um emergéncia de preocupacéo global, em A. fumigatti
insere-se no conceito de Saude Unica (One Health), pois surge no ambiente (pelo uso de
fungicidas na agricultura) e afeta a saude humana (Fisher et al., 2022). Portanto, a vigilancia
ambiental é essencial para o controle da resisténcia. No entanto, a aplicagdo do protocolo
EUCAST, de usar triagem para distinguir isolados ambientais resistentes ou sensiveis, pode
gerar dados questionaveis, que exibem maior complexidade bioldgica e diversidade que os
clinicos.

Diante disso é necessario o uso da triagem como etapa inicial, empregando a escala
que exclui apenas os isolados que n&o apresentam nenhum tipo de crescimento (classificados
com Q). Essa abordagem é util para processar um grande volume de amostras e identificar
isolados que necessitam de uma analise mais aprofundada. Para confirmar possivel

resisténcia, todos os isolados com qualquer tipo de crescimento na triagem, devem ser
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submetidos ao teste de microdiluigdo completa, diminuindo as chances de excluir isolados

ambientais verdadeiramente resistentes.
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Conclusao

Levando em consideragao os achados deste presente estudo, verifica-se que o uso do
o teste de triagem padronizado pelo EUCAST como unica ferramenta na vigilancia quantitativa
a resisténcia aos azdis em A. fumigatus de origem ambiental € um risco para estudos, podendo
excluir alguns isolados que de fato resistentes ou resultando em falsos positivos, evidenciando
a necessidade de pesquisas para protocolos especificos para amostras ambientais, uma vez

que o protocolo EUCAST de triagem é validado para amostras clinicas.
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