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RESUMO

Aspergillus e Penicillium sdo os principais géneros de fungos isolados de ambientes
climatizados e que estdo associados a efeitos adversos na saude de ocupantes
destes locais. Historicamente os isolados de fungos séo identificados por analise
macro e microscopica de colbnias obtidas, por meio de cultivo in vitro. Esses
métodos estdo entrando em desuso, uma vez que sdo demorados e podem
apresentar resultados imprecisos. Diante dessas consideracfes, percebe-se a
necessidade do desenvolvimento de novos métodos de identificacdo de fungos,
mais rapidos, mais especificos e altamente sensiveis, 0 que motivou o objetivo da
presente pesquisa: desenvolver um protocolo de PCR multiplex para identificar
espécies fungicas a partir de culturas mistas. Nesse sentido, uma reacdo de PCR
multiplex foi padronizada, com a capacidade de identificacdo de quatro espécies por
reacdo. A amostra estudada foi composta por 183 isolados fungicos de ambientes
climatizados, obtidos de colecdo, os quais tiveram sua identificacdo por método
convencional (A. flavus n=23, A. fumigatus n=20, A. niger n=50, A. ochraceus n=20,
P. citrinum n=30, P. chrysogenum n=20, P. expansum n=20) e por PCR (A. flavus
n=14, A. fumigatus n=20, A. niger n=28, A. ochraceus n=18, P. citrinum n=12, P.
chrysogenum n=14, P. expansum n=7). Para a identificacdo de A. fumigatus e A.
ochraceus ndo houve diferenca estatistica significante (p > 0,05), j& A. niger, P.
citrinum e P. chrysogenum apresentaram as maiores diferencas estatisticas
significantes quando os métodos de identificacdo foram comparados. Para o calculo
de sensibilidade e especificidade, foi escolhido como método de referéncia a PCR.
Com excecdo de A. fumigatus, para todas as outras espécies 0 método
convencional obteve percentual de sensibilidade de 100%. Quanto a especificidade,
A. niger, P. citrinum e P. expansum apresentaram baixo percentual, respectivamente
74,12%, 82,18% e 87,91%. O método de identificacdo convencional apresentou
maior sensibilidade para as espécies de Penicillium e maior especificidade para as
espécies de Aspergillus. Dos 113 isolados identificados por PCR, 61 (54%)
mostraram-se potenciais produtores de micotoxinas pelo método de triagem em
Agar Leite de Coco, sendo que 54,10% destes corresponderam a potenciais
produtores de ocratoxinas, 29,5% de citrinina e 16,4% de aflatoxina. Em concluséao,
a PCR multiplex, com capacidade de detec¢do de quatro espécies por reacao,
mostrou ser um meétodo rapido e de facil realizacdo para identificacdo de espécies
fungicas a partir de cultura mista advindas de ambientes climatizados, além de
possuir sensibilidade e especificidade maior que os métodos convencionais. Além
disto, 54% dos isolados identificados por PCR mostraram-se potenciais produtores
de micotoxinas pela triagem em Agar Leite de Coco.

Palavras-chave: Aspergillus. Penicillium. Ambientes climatizados. Identificagéo
convencional. PCR.



ABSTRACT

Aspergillus and Penicillium are the main fungal genera isolated from conditioned
environments and are associated with adverse health effects of occupants of these
places. Historically the fungal isolates are identified by macroscopic and microscopic
analysis of colonies obtained by in vitro culture. These methods are falling into
disuse, because they are time consuming and may present inaccurate results. In
face these considerations new methods are required develop the fungal
identification, which are faster, more specific and more sensitive than the others.
That need motivated the purpose of this research: to develop a multiplex PCR
protocol for identifying fungal species from mixed cultures. In this sense, a multiplex
PCR was standardized with the ability to identify four species by reaction. The
sample was composed by 183 fungal isolates of conditioned environments, obtained
from the collection, which had their identification by conventional method (A. flavus n
= 23, A. fumigatus n = 20, A. niger n = 50, A. ochraceus n = 20, P. citrinum n = 30, P.
chrysogenum n = 20 and P. expansum n = 20) and multiplex PCR (A. flavus n = 14,
A. fumigatus n = 20, A. niger n = 28, A. ochraceus n = 18, P. citrinum n = 12, P.
chrysogenum n = 14 and P. expansum n = 7). To identify A. fumigatus and A.
ochraceus the difference wasn'’t statistically significant (p> 0.05), by the other side A.
niger, P. citrinum and P. chrysogenum showed the greatest statistical differences
when identification methods were compared. For the calculation of sensitivity and
specificity, was chosen as the reference method the PCR. Except A. fumigatus, for all
other species the conventional method was obtained the percentage of 100%
sensitivity. Analyzing the specificity, A. niger, P. citrinum and P. expansum showed
low percentage, respectively 74.12%, 82.18% and 87.91%. The identification by
conventional method was more sensitive to species of Penicillium and greater
specificity for species of Aspergillus. Of the 113 isolates identified by PCR, 61 (54%)
were potential producers of mycotoxins by sorting Agar Coconut Milk, and accounted
for 54.10% of potential producers ochratoxins, 29.5% and citrinin 16.4% of aflatoxin.
In conclusion, the multiplex PCR capable of detecting four species by reaction
proved to be a quick and easy to perform for the identification of fungal species from
mixed culture resulting in air conditioned environments, besides having greater
sensitivity and specificity than the conventional methods. Moreover, 54% of isolates
identified by PCR showed up potential producers of mycotoxins by screening Agar
Coconut Milk.

Keywords: Aspergillus. Penicillium. Conditioned Environments. Conventional
Identification. PCR.
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1 INTRODUCAO

Nos ultimos anos, com o aumento do uso de condicionadores de ar, 0S
ambientes internos climatizados artificialmente tornaram-se importante area de
pesquisa. A m4 qualidade do ar desses ambientes ocorre principalmente pela
associacdo de umidade com os fungos filamentosos (WHO, 2009). Ainda que a
guantidade de espécies fungicas comprovadamente ofensivas a salude humana seja
pequena, uma maior e continuada investigacao neste sentido, certamente resultara
na identificacdo de outras espécies potencialmente patogénicas, alergénicas e
toxigénicas (CURTIS et al., 2004).

Aspergillus e Penicillium s&o os principais géneros de fungos isolados de
ambientes climatizados e que estdo associados a efeitos adversos na saude de
ocupantes destes locais (WU et al., 2003; MCGINNIS, 2004). Tais implicacdes
podem incluir coceira nos olhos, constipacao nasal, cefaleia, fadiga (CURTIS et al.,
2004) e, em criancas, hemossiderose pulmonar idiopatica (VESPER et al., 2004).

Quanto a adequada avaliacdo da exposicao fungica de ocupantes de locais
insalubres, fazem-se necessarias a implementacdo e a execugcado de estratégias de
remediacao eficaz; nesse contexto € imperativo que a triagem e identificacdo fangica
seja realizada com rapidez e eficacia (FISCHER et al., 2006; HUNG et al., 2011).

Considerando a preocupacdo mundial com a qualidade do ar em ambientes
climatizados, aliada a crescente utilizacdo de aparelhos condicionadores de ar no
pais, o Ministério da Saude criou a Portaria n.° 3.523/98 — dispondo medidas basicas
para assegurar a qualidade do ar de interiores climatizados de uso publico e
coletivo, e a Resolucdo RE N°9/ANVISA 2003 - a qual estabelece parametros e
normas técnicas para a qualidade do ar interior climatizado, na qual a presenca e
concentracdo de fungos sao utilizadas como marcador epidemiologico, tratando
como inaceitavel a presenca de fungos potencialmente patogénicos e toxigénicos
nestes ambientes.

E valido destacar que, historicamente os isolados de fungos s&o identificados
por analise macro e microscopica de culturas obtidas por meio de cultivo in vitro.
Estes métodos, apesar de ainda serem utilizados sdo demorados e imprecisos, além
de requererem profissionais experientes, visto que em muitas situacbes €

extremamente dificil distinguir as espécies fungicas com base em diferencas
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morfolégicas. Diante dessas condicbes, percebe-se a necessidade do
desenvolvimento de novos métodos de identificagdo de fungos, mais rapidos, mais
especificos e altamente sensiveis (LANDLINGER et al., 2009).

Para este fim, numerosas técnicas de biologia molecular baseadas na Reacao
em Cadeia da Polimerase (PCR) tém sido desenvolvidas, as quais sdo capazes de
identificar e quantificar as espécies fungicas (BURIK et al., 1998; CUENCA-
ESTRELLA et al., 2011). Os métodos supracitados permitem uma identificacdo
rapida, sensivel e especifica de organismos fungicos, contudo atualmente s6 estao
sendo utilizados na identificacdo de organismos individuais a partir de amostras
ambientais mistas.

Fungos do ambiente raramente sdo encontrados de maneira isolada, sendo
assim, uma abordagem mais pratica é a identificacdo de numerosos organismos de
uma unica amostra ambiental, com a finalidade de economizar tempo e dinheiro,
mantendo elevada a especificidade e precisdo (DEAN et al., 2005; ZHAO et al.,
2011)

Com base no exposto, faz-se necessario o desenvolvimento de uma PCR
multiplex espécie-especifica para identificagdo em culturas mistas de espécies
patogénicas e potencialmente patogénicas em humanos, isoladas com mais
frequéncia em ambientes climatizados de uso coletivo de instituicdes publicas e

privadas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

v" Desenvolver um protocolo de PCR multiplex para identificar espécies de
fungos a partir de culturas mistas obtidas de ambientes climatizados de

uso coletivo de instituicdes publicas e privadas.

2.2 Objetivos Especificos

v Identificar pelo método convencional espécies Aspergillus flavus, A.
fumigatus, A. ochraceus, A. niger, Penicillium citrinum, P. chrysogenum e
P. expansum isoladas de ambientes climatizados;

v’ Identificar pela técnica de PCR simplex e multiplex as espécies
Aspergillus flavus, A. fumigatus, A. ochraceus, A. niger, Penicillium
citrinum, P. chrysogenum e P. expansum isoladas de ambientes
climatizados em culturas puras e mistas;

v' Comparar a identificacdo pela PCR multiplex com o método convencional;

v Realizar triagem de fungos potencialmente toxigénicos através do meio
Agar de Coco.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Fungos

Os fungos estdo entre os organismos ecologicamente mais importantes do
mundo, com aproximadamente 1,5 milhGes de espécies, das quais menos de 100 mil
ja foram descritas (ORGIAZZI et al., 2012). S&o organismos eucariontes,
aclorofilados, heterotroficos, uni ou multicelulares que se reproduzem sexuada ou
assexuadamente, de natureza ubiqua. Possuem parede celular formada por
polissacarideo, incluindo glucanas, mananas, quitina, glicoproteinas e tem o
ergosterol como o principal componente da membrana fungica. Em sua maioria sédo
aerobios, podendo ser anaerébios facultativos ou estritos. A temperatura ideal para
seu crescimento é de 25 a 30 °C. Algumas espécies podem produzir estruturas de
resisténcia (esporos) e sobreviver a condicbes extremas de temperatura
(ALEXOPOULOS et al., 1996; LANG-YONA et al., 2012).

Embora os fungos tenham como habitat primério o ambiente externo natural,
também podem ser encontrados como componentes da microbiota residente ou
transitéria do homem e de outros animais (LACAZ et al., 1991; SIDRIM; MOREIRA,
1999; GERRITSEN et al., 2011).

As unidades reprodutivas dos fungos filamentosos sdo os conidios, 0s quais
sdo capazes de resistir a condigcdes adversas, tanto ambientais quanto quimicas,
estes variam morfologicamente de espécie para espécie. Tais variacbes sdo em
tamanho, cor, forma, e ainda, algumas espécies podem apresentar mais de um tipo
de conidio (LACAZ et al., 1998).

Os fungos filamentosos sdo os mais adaptaveis a crescerem com pouca
agua, alta pressdo osmotica e em muitos substratos solidos, pois sua forma de
crescimento, por meio de hifas, favorece a colonizagdo do meio (RAIMBAULT,
1998).

Pesquisas com fungos isolados de ambientes interiores e em ar livre ndo sao
voltadas apenas para os efeitos alérgicos, mas também para riscos de infeccéao e
propriedades alergénicas, além dos efeitos toxigénicos (ASSOULINE-DAYAN et al.,
2002; FISCHER; DOLT, 2003).
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A identificacdo de géneros e espécies de fungos filamentosos pode ser
realizada pelo estudo de suas caracteristicas morfoldégicas baseadas em chaves de
identificacdo e por técnicas de biologia molecular (GUARRO et al., 1999;
WENGENACK; BINNICKER, 2009).

3.1.1 Identificagdo Convencional de Fungos Filamentosos

Para os métodos baseados nas caracteristicas morfologicas sao estudadas as
caracteristicas macroscoépicas (cor, aspecto, presenca de exsudatos, difusdo de
pigmentos, odor, quantidade de micélio aéreo) por meio da coldnia do fungo crescido
em diferentes meios de cultura, assim como caracteristicas microscopicas pela
técnica de microcultivo para visualizacdo das estruturas reprodutivas, as quais
auxiliam na distincdo taxondmica em nivel de género e espécie (RIDDELL, 1950;
DODGE, 1935; KONEMAN, 2008).

A taxonomia fungica € tradicionalmente baseada em caracteristicas
morfolégicas comparativas. No entanto, cuidado especial deve ser tomado para a
identificacdo quando os fungos sdo estreitamente relacionados ou morfologicamente
semelhantes. Algumas caracteristicas morfologicas sdo dependentes do meio de
cultura bem como das condi¢cdes de temperatura, luminosidade e tempo de cultivo.
Além disso, os métodos convencionais ndo podem ser aplicados para a identificacao
de isolados de fungos que ndo esporulam em cultura, os quais sdo chamados de
Mycelia Sterilia (HUANG et al., 2009).

Historicamente a identificagdo dos fungos filamentosos tem sido realizada
com base em chaves de identificacdo de acordo com a morfologia comparativa das
caracteristicas macro e microscopicas. Esta classificacao tende a entrar em desuso,
pois é demorada e apresenta aplicabilidade limitada (ATKINS; CLARK, 2004;
RICKERTS et al., 2007).

3.1.2 Identificagdo Molecular de Fungos Filamentosos
Em substituicio aos métodos rotineiros de identificacdo dos fungos, os

ensaios moleculares baseados na técnica de PCR vém sendo promissores para
identificacdo rapida e precisa de espécies fungicas (MCLINTOCK; JONES, 2004,
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BORMAN et al., 2008; WENGENACK; BINNICKER, 2009).

Os principais métodos moleculares utilizados para a identificacdo de fungos
filamentosos sdo Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), Polimorfismo de DNA
Amplificado ao Acaso (RAPD — Random Amplified Polymorphic DNA), Polimorfismo
de Tamanho do Fragmento de Restricdo (RFLP — Restriction Fragment Length
Polymorphism) e Sequenciamento do DNA (XU, 2010).

O ensaio de PCR é baseado na amplificacdo de uma regido especifica do
DNA, delimitada geralmente por um par de oligonucleotideos iniciadores. Esta
reacao engloba trés etapas: desnaturacdo da dupla fita de DNA; hibridizac&o do par
de oligonucleotideos iniciadores a sequéncia complementar na fita de DNA; e,
finalmente, a fase de extenséo da fita de DNA (TANG; PROCOP; PERSING, 1997).

O sequenciamento de nucleotideos do gene que codifica o0 DNA ribossomal
(rDNA) tém se mostrado eficiente na identificacdo de fungos, tendo em vista que
duas regides que flanqueiam os genes rDNA — Espacadores Internos Transcritos
(ITS — Internal Transcribed Spacer) — permaneceram pouco conservadas no curso
da evolucdo (Figura 1), sendo assim apresentam sequéncia de nucleotideos que
permite a distingdo de géneros e espécies de micro-organismos (FUNGARO, 2000;
MENEZES et al., 2010).

Figura 1 — Cluster génico do DNA ribossémico de célula eucarionte.
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Fonte: http://www.rzuser.uni-heidelberg.de/~bu6/Introduction11.html
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As bases de dados gendmicos que fornecem informacdes relevantes de
sequéncias de micro-organismos — as quais podem ser utilizadas para identificacdo
espécie-especifica, variabilidade genética, producdo de proteinas, genes de
resisténcia a antibidticos entre outros — sdo GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) a qual
é interligada ao EMBL (www.ebi.ac.uk/embl) e DDBJ (http://www.ddbj.nig.ac.jp/),
além de UNITE (http://unite.ut.ee), Tree of Life Web Project (www.tolweb.org/tree),
Myconet (www.fieldmuseum.org/myconet), Index Fungorum
(www.indexfungorum.org), MycoBank (www.mycobank.org) e Environmental

Protection Agency (http://www.epa.gov/microbes/moldtech.html).

3.2 Ambientes climatizados

Em 1902, o engenheiro norte-americano Willis Carrier inventou um processo
mecéanico para condicionar o ar de ambientes internos, tornando assim possivel o
controle do clima nesses ambientes (ABDO, 2003).

Com isso, na década de 30 surgiram o0s primeiros ambientes artificialmente
climatizados, onde a temperatura e umidade do ar eram controladas com a
finalidade de proporcionar conforto térmico para os individuos que ali permaneciam
durante um longo tempo (ARNOLD, 1999). O funcionamento do sistema de um
condicionador de ar baseia-se na mistura do ar que retorna dos ambientes
climatizados com o ar externo, posterior filtracdo e condicionamento térmico, para
ser novamente insuflado para os ambientes interiores (CALDEIRA, 2005).

As pessoas passam uma grande parte de tempo em ambientes fechados,
sabe-se que a qualidade do ar interior pode ter um impacto significativo na saude
humana. O ambiente climatizado esta propenso a conter inUmeras substancias
potencialmente prejudiciais como particulas alergénicas (pdlen de plantas, fungos,
pélos de animais, acaros e algas), substancias quimicas (CO,, CO, SO,, NO, NO,,
H,CO, HPA, O3, Rn entre outros) e vapores organicos volateis (tintas, solventes,
materiais de construcdo, fumaga de tabaco, entre outros) (JONES, 1999; BHATIA,
2011; VICHIT-VADAKAN; VAJANAPOOM, 2011; WHO, 2011).

Bioaerossois sao particulas vivas em suspensao (bactérias, virus e fungos) ou
de origem em organismos vivos (polen, pélos, partes de insetos, entre outros)

também conhecidos como p6 orgéanico (Figura 2). Estdo presentes no ar, em funcao
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de sua disperséo a partir de um local de colonizacdo ou crescimento, contribuindo
com cerca de 5-34% da poluicdo do ar interior. Estes contaminantes biol6gicos
podem se reproduzir na agua acumulada em ductos de ar condicionado,
umidificadores, telhas ou carpetes umidos, entre outros. As condicfes necessarias
ao crescimento de micro-organismos em ambientes climatizados podem ser
oferecidas pela ventilagdo inadequada e o consequente acumulo de umidade no
interior dos recintos (BHATIA, 2011).

Figura 2 — Particulas presentes nos bioaerossois varia de 0,3 a 100
HmM em seu tamanho, estando presentes nas fragdes inalaveis (< 2,5
pm) e respiraveis (2,5 - 10 um) principais responsaveis por doencgas
no trato respiratério, e as maiores que 10 um estdao geralmente
associadas a doencas dermatoldgicas, infec¢gbes oculares entre

outros.
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Fonte: Do autor.

O interesse na exposicao a bioaerossol tem aumentado ao longo das ultimas
décadas, principalmente porque é reconhecido que a exposicdo a agentes
bioldgicos, tanto no ambiente ocupacional como no residencial, estd associada a

uma ampla gama de efeitos adversos para a saude dos individuos e tem impacto na
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saude publica, incluindo doencas infectocontagiosas, efeitos toxicos agudos, alergias
e cancer. A climatizagéo de edificios combinada com mé ventilagdo, renovacgéo de ar
insuficiente, filtragem inadequada, e manutencdo precaria dos condicionadores de
ar, criaram ambientes que proporcionam exposicfes elevadas aos bioaerossois
(principalmente fungos) e varios estudos tém sugerido que a Sindrome do Edificio
Doente (SED) esté associada a essas exposi¢coes (DOUWES et al., 2003; ROCHA et
al., 2012).

A baixa qualidade do ar de interiores tem sido relacionada com efeitos
adversos a saude humana, levando a Organizacdo Mundial de Saude (WHO -
WORLD HEALTH ORGANIZATION) a classifica-la como um problema de saude
publica. Em reunido realizada em Bonn (Alemanha), em outubro de 2006, a
Organizacdo Mundial de Saude estabeleceu orientacdes para qualidade do ar de
ambientes internos, dentre elas, diretrizes para agentes biol6gicos (WHO, 2006).

No Brasil, as autoridades de salde passaram a regulamentar o controle da
qualidade do ar de ambientes climatizados, apds o falecimento do ex-ministro das
comunicacdes Sérgio Motta, em abril de 1998, causada por uma infeccéo
generalizada induzida por micro-organismo de risco a saude, presente no ar de seu
gabinete, a Legionella pneumophila (GAVA; GALLO, 2002).

A Portaria n.° 3.523/98 do Ministério da Saude aprovou um Regulamento
Técnico, contendo medidas basicas para assegurar a qualidade do ar de interiores
climatizados, relacionadas a medidas e procedimentos de limpeza e manutencao
dos sistemas de climatizacdo. Esta portaria foi seguida pela Resolucdo RE
NC°9/ANVISA 2003 que estabelece padrdes referenciais para a qualidade do ar de
ambientes internos climatizados de uso publico e coletivo.

Supbe-se que cerca de 30% dos problemas de saude relacionados com a ma
qualidade do ar interior sdo ocasionados por fungos. A microbiota fungica pode ser
perigosa para a saude, especialmente em ambientes climatizados, e pode gerar
alergias, sintomas da SED (irritacdo das mucosas; ma condi¢céo fisica; cansaco;
dores de cabeca; vertigem e diminuicAo da concentracdo, da memoria e da
capacidade para o trabalho intelectual), dermatoses, doencas respiratorias (incluindo
asma) e cancer (GREEN et al., 2005; STRYJAKOWSKA-SEKULSKA et al., 2007;
LOBATO et al., 2009).

A possibilidade do individuo desenvolver problemas de saude relacionados a
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inalacdo de esporos fungicos em ambientes climatizados, esta relacionada a fatores
tais como: tempo e frequéncia de exposicdo, suscetibilidade individual e interacbes
entre agentes biologicos e quimicos do ambiente (DOUWES et al., 2003).

Os fungos de dispersdo aérea sdo chamados de anemdfilos, os quais sdo
capazes de colonizar diferentes substratos e habitats de forma eficiente, sobrevivem
a grandes variacbes de temperatura e pH, baixa taxa de umidade, baixas
concentracbes de oxigénio, sendo comum em ambientes internos climatizados
(FLORES; ONOFRE 2010).

O estudo da microbiota fungica bioalérgena compreende fungos filamentosos
e leveduriformes, que constituem o grupo de micro-organismos com significativa
importancia nas manifestacbes alérgicas do trato respiratorio, tais como rinite,
sinusite alérgica nado invasiva, asma e alveolite alérgica extrinseca (GOMES et al.,
2008; CHAUDHARY; MARR, 2011).

3.2.1 Risco Ocupacional da Inalagéo de Elementos Fungicos

A umidade e o mofo em edificios climatizados artificialmente tém sido
associados em muitos estudos com efeitos adversos ao sistema respiratorio, tais
como tosse seca, chiado, asma, dispneia e infeccdes respiratérias (FISK et al., 2007;
FISK; ELISEEVA; MENDELL, 2010).

Os elementos fangicos encontrados no ar atmosférico sdo 0s esporos
(propagulos), considerados aeroalergénicos que, quando inalados, podem ser
responsaveis por manifestacdes respiratdrias alérgicas, como asma e rinite
(MEZZARI et al., 2003; EDUARD, 2009; BACKES et al., 2011).

O filo Ascomycota possui 46 ordens e cerca de 6.000 géneros, entre eles
encontram-se 0s géneros Aspergillus e Penicillium (DE HOOG et al., 2001). Os
propagulos produzidos por algumas espécies destes géneros podem ter acao
patogénica, toxigénica e alergénica (FISCHER et al., 2000; CAl et al., 2011), além de
serem 0S mais comumente isolados de ambientes interiores climatizados
artificialmente (HORNER et al., 1995; HUSSIN et al., 2011).

Aspergillus e Penicillium (Figura 3) sado fungos que se destacam por sua
ubiquidade. A grande maioria das espécies destes géneros sao saprofitas,

geralmente encontrados no solo, vegetagcdo em decomposi¢cdo, sementes e graos.
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Poucas espécies sao reconhecidas como importantes patdgenos de seres humanos

ou animais domésticos (PITT, 1994).

Figura 3 — Microscopia eletrénica de varredura dos géneros Aspergillus sp. e

Penicillium sp.

Aspergillus sp. Peniciffium sp.

Fonte: http://www.fiocruz.br/~ccs/ fungo.htm

O género Aspergillus é representado por cerca de 132 espécies distribuidas
mundialmente, sendo que 20 destas espécies tém sido reportadas por serem
agentes de infec¢cBes oportunistas, estado alérgico e toxicoses em humanos.
Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus
Sdo as espécies mais comumente encontradas em ambientes climatizados, que
além de serem produtoras de metabolitos tdéxicos também sdo associados com
doenca alérgica broncopulmonar, ceratite micotica, otomicose, sinusite, infeccédo
invasiva, onicomicose, sinusite nasal, aspergilose cerebral, meningites,
endocardites, miocardites, aspergilose pulmonar, osteomielite, aspergilose cutanea,
aspergilose hepatoesplénica e doencas nosocomiais (BHETARIYA et al.,, 2011;
GEHLOT et al., 2011).

Penicillium é um grande género fungico com mais de 200 espécies descritas,
de ocorréncia generalizada na maioria dos ambientes terrestres (PETIT et al., 2009).

Em anos recentes, infeccéo fungica por espécies de Penicillium tornou-se cada vez
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mais corriqueira. Um amplo espectro de entidades clinicas tem sido descritas, sendo
que as doencas alérgicas e micoses superficiais sdo as mais comuns (NORITOMI et
al., 2005). Outro fato peculiar ao género € a producdo de metabdlitos téxicos, como
a Citrinina, que pode ser produzida por espécies de Penicillium citrinum, Penicillium

chrysogenum e Penicillium expansum (FRISVAD et al., 2004).

3.2.2 Risco Ocupacional da Inalacéo de Micotoxinas

Alguns fungos sdo capazes de produzir metabdlitos secundarios que séo
toxicos; estes fungos sao classificados como toxigénicos e 0s metabdlitos séo
denominados micotoxinas (DEL FIOREA et al., 2010). Esses organismos, em sua
maioria sdo ubiquos e adaptados para colonizar, crescer e produzir toxinas em
diferentes substratos, quando encontram condi¢cdes favoraveis de temperatura e
umidade (BENNETT; KLICH, 2003; LANG-YONA et al., 2012).

Os principais géneros fungicos associados com a producdo de micotoxinas
(Quadro 1) séo Aspergillus e Penicillium (BRYDEN, 2007; HALSTENSEN, 2008) e
estdo amplamente distribuidos no ecossistema brasileiro (BUGNO et al., 2006).

BN

Quadro 1 — Efeitos deletérios associados a exposi¢cdo a micotoxinas das

principais espécies fungicas toxigénicas isoladas de ambientes climatizados.

ESPECIES FUNGICAS PRINCIPAIS EFEITOS _
3 REFERENCIA
PRODUTORAS MICOTOXINAS DELETERIOS
Aspergillus flavus, A. Aflatoxinas (B1, B2, Carcinogenicidade e
_ o o ZUO et al., 2012
nomius e A. parasiticus Gle G2) hepatotoxicidade
Penicillium citrinum, . FRISVAD et al.,
. o Nefrotoxicidade,
Penicillium chrysogenum Citrinina ) . 2004; YAO et al.,
o carcinogenicidade
e Penicillium expansum 2011

_ Nefrotoxicidade,
Aspergillus ochraceus, A. ) o
i . carcinogenicidade, FIGUEROA et
niger, A. glaucus , A. Ocratoxina A e B L
. ] teratogenicidade e al., 2012
carbonarius , A. alliaceus _ o
imunotoxicidade.

Efeitos citotoxicos,
CARBERRY et

al., 2012

Aspergillus fumigatus Gliotoxin imuno-inibitorios e

apoptotico

Fonte: Do autor.
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O termo micotoxina surgiu em 1962 no Reino Unido, devido & morte de
100.000 perus que consumiram alimentos contaminados por aflatoxina (Figura 4)
(RAI et al., 2012).

Figura 4 — Estrutura quimica das Aflatoxinas B1, B2, G1 e G2.

Fonte: http://www.icrisat.org/aflatoxin/aflatoxin.asp

As micotoxinas sdo produtos quimicos sintetizados através do metabolismo
secundario de fungos filamentosos, possuem baixo peso molecular, e podem estar
presentes no micélio ou nos esporos do fungo produtor, causando efeitos deletérios
a saude humana e animal (NIELSEN, 2003; WANG; WANG, 2008; ROSEANU et al.,
2010).

Existem mais de 400 tipos de micotoxinas, divididas em pelo menos 21
classes, sendo produzidas por cerca de 350 espécies fangicas diferentes (HAMEED
et al., 2012). Sdo compostos organicos complexos de 200 a 800 kDa, néo volateis a
temperaturas ambientes (TUOMI et al., 2000), que apenas auxiliam os fungos na
competitividade dentro de seu nicho ecologico, ndo sendo necessarias para o
crescimento e desenvolvimento da espécie fungica produtora (BUGNO et al., 2006).

Nem todas as espécies fangicas sdo produtoras de micotoxinas, e sua
presenca nao implica na presenca de micotoxinas, isto porque sua producéo
depende de condi¢cdes favoraveis (pH, atividade em &gua e temperatura) e de
fatores intrinsecos relacionados ao genoma do fungo (MANAL et al., 2012). Nao

obstante, a auséncia de fungos toxigénicos ndo é um indicativo da inexisténcia de
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micotoxinas, ja que estas podem persistir mesmo que o fungo produtor ndo esteja
mais presente no local (KWIATKOWSKI; ALVES, 2007).

Atualmente, a principal via de exposicdo a micotoxinas € a ingestdo de
produtos contaminados, contudo a exposicdo dérmica e inalatéria s&o vias
importantes a serem consideradas, principalmente ao se tratar de exposicoes
ocupacionais (PERAICA et al.,, 1999; ROBBINS et al., 2000; BENNETT; KLICH,
2003; ANYANWU, 2008; MAYER et al., 2008).

Os géneros fangicos considerados principais produtores de micotoxinas, sao
encontrados em &reas Umidas de edificacbes e a exposicdo crbnica as suas
micotoxinas tem sido estudada em ambientes internos (JARVIS; MILLER, 2005).

O envenenamento por micotoxinas é chamado de micotoxicose, sendo o
figado, rins, cérebro, masculos e sistema nervoso os 6rgdos mais afetados. Os
sintomas variam de brandos, como nauseas e vomitos, a sintomas graves como falta
de coordenagao dos movimentos e morte (PERAICA et al., 1999).

Algumas micotoxinas, especificamente aflatoxinas e ocratoxinas, podem ser
detectadas em tecido humano e fluidos corporais de pacientes que foram expostos a
ambientes contaminados com fungos toxigénicos (BRERA et al., 2002; HOOPER et
al., 2009).

O crescente foco em micotoxinas, particularmente na indastria de producéo
de gréos, juntamente com a exposicdo ao po inevitavel durante 0 manuseio da
cultura, levou a uma crescente preocupacdo com a exposicdo por inalacdo
ocupacional de micotoxinas (AMADI; ADENIYI, 2009). Em 1981, Burg et al., nos
estudos da mensuracédo de micotoxinas na poeira, puderam constatar que a inalagao
durante o manuseamento de produtos contaminados também representam
potencialmente uma via de exposi¢cado a micotoxinas.

Os problemas de saude causados por micotoxinas inaladas tendem a ser
mais graves do que aqueles causados por micotoxinas absorvidas atraves do trato
digestivo e da pele, ja que elas podem ser 10 vezes mais tOxicas através da
inalagcdo, do que por ingestdo oral. Em contra partida, nenhuma avaliagdo de risco
foi realizada até agora para a exposicdo a micotoxinas por inalagdo humana
(MAYER et al., 2008; POLIZZI et al., 2009).

Apenas algumas micotoxinas foram encontradas em aerossaéis, incluindo a

aflatoxina, alguns tricotecenos, zearalenona, ocratoxina e acido secalonic D. Isto é
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devido a propriedades, tais como, ndo ser volétil e possuir baixo peso molecular. A
exposicdo por inalacdo provavelmente ocorre através da inalacdo de particulas
transportadas pelo ar que contenham micotoxinas, tais como poeira e componentes
de fungos (KUHN; GHANNOUM, 2003; NIELSEN, 2003; BLOOM et al., 2007).

Estudos apontam que existe uma correlagdo significativa entre a incidéncia de
niveis elevados de esporos de fungos no ar contendo micotoxinas em edificios com
o estado geral de saude dos ocupantes, dentre eles, doencas respiratorias, sintomas
alérgicos, e outras, incluindo nauseas e vomitos (ROWAN et al., 1999; ROBBINS et
al., 2000; KUHN; GHANNOUM, 2003).



31

4 METODOLOGIA

4.1 Material

4.1.1 Material Biologico

4.1.1.1 Amostras estudadas

Como objeto de estudo foram avaliados 183 isolados, que incluiram
Aspergillus flavus (23), Aspergillus fumigatus (20), Aspergillus niger (50), Aspergillus
ochraceus (20), Penicillium citrinum (30), Penicillium chrysogenum (20) e Penicillium
expansum (20) pertencentes a colecdo de culturas do Laboratério de Ambientes
Climatizados do Setor de Genética e Biologia Molecular/ICBS-UFAL. As amostras
foram isoladas de ambientes climatizados de escolas, universidades, aeroportos,
hospitais, clinicas, shoppings, reparticbes publicas e privadas. Os critérios de
escolha das espécies foram baseados na frequéncia em ambientes climatizados e

sua potencial acao patogénica, alergénica e toxigénica.

4.1.1.2 Amostras Usadas como Controle Negativo

Foram utilizadas as espécies Aspergillus granulosus, Aspergillus ustus,
Cladosporium cladosporioides, Penicillium spinulosum, Candida albicans, Candida
glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Sacharomyces
cereviseae, pertencentes a colecdo de culturas do Laboratério de Ambientes
Climatizados do Setor de Genética e Biologia Molecular/ICBS-UFAL como controle
negativo para a identificagcdo molecular.

4.1.1.3 Amostras Usadas como Controle Positivo
Aspergillus flavus (URM 6442), Aspergillus fumigatus (URM 5601), Aspergillus

niger (URM 6329), Aspergillus ochraceus (URM 5609), Penicillium citrinum (URM
6224), Penicillium chrysogenum (URM 5892) e Penicillium expansum (URM 4024)
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provenientes da colec¢ao de culturas da Micoteca URM da Universidade Federal de

Pernambuco-UFPE foram utilizados para validagc&o dos primers.

4.1.2 Meios de Cultura

Agar Sabouraud Dextrose — ASD

Glicose 40 g
Peptona 10g
Agar 159
Agua destilada 1000 mL
pH: 5,6
Autoclavou-se por 15 min/121 °C

Agar Lactrimel
Farinha de trigo 20 g
Leite 200 mL
Agar 2049
Mel de abelha 79
Agua destilada 800 mL
pH: 6,6

Autoclavou-se por 15 min/121 °C (o leite separado)

Agar

Agar Leite de Coco

169

Leite de coco

200 mL

Agua destilada

600 mL

pH: 6,9
Autoclavou-se por 15 min/121 °C




Caldo Sabouraud

Glicose 40 ¢
Peptona 10g
Agua destilada 1000 mL

pH: 5,6

Autoclavou-se por 15 min/121 °C

4.1.3 Reagentes

Lactofenol de Amann

Acido latico 10 g
Acido fénico 10 g
Glicerina 20 ¢
Agua destilada 10 mL
TE

TRIS/HCL 10 mM
EDTA 1mM
pH: 8

Tampé&o de extracao

Tris-HCI pH 8,0 200 mM

NacCl 250 mM

EDTA 25 mM

SDS (p/v) 1%

Clorofil

Cloroférmio 96 mL

Alcool isoamilico 4 mL
Clorofane

Fenol equilibrado e cloroféormio p.a. (1:1)
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TBE 5X
TRIS/base 54 ¢
Acido borico 2759
EDTA 0,5M 20 mL
Agua miliQ 1000 mL
TBE 0,5 X

TBE 5X 100 mL
Agua miliQ 1000 mL

4.2 Métodos

4.2.1 Reativacao e Purificacao dos Isolados

Os isolados mantidos em conservacdo pelo método Castellani (1939)
modificado (suspensdo de esporos em agua destilada mantida a temperatura
ambiente em microtubos) foram reativados através de semeio radial de 200 pL da
suspensao de esporos na superficie de placas de Petri contendo o meio de cultura
ASD — Agar Sabouroud Dextrose, acrescido de 50 mg.L™ de cloranfenicol, as quais
foram mantidas em estufa a 28 °C por cinco dias.

Apds o periodo de incubacdo, foram preparadas suspensfes das coldnias
fangicas em 2 mL de &agua destilada e esterilizada adicionada de 50 mg.L™" de
cloranfenicol. Em seguida, 200 pL foram semeados por esgotamento na superficie
de uma placa de Petri contendo o meio de cultura ASD acrescido de 50 mg.L™* de
cloranfenicol, as quais foram incubadas a 28 °C por cinco dias. Posteriormente foi
realizada identificacdo das espécies fungicas estudadas pelos métodos

convencional e molecular.

4.2.2 ldentificacdo das Colbnias por Método Convencional

As caracteristicas macroscopicas como cor, superficie e textura do verso e do
reverso de cada género foram observadas através da cultura de trés pontos em ASD
acrescido de mg.L™" de cloranfenicol (LACAZ et al., 2002).
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J& para as caracteristicas microscépicas foi realizado o microcultivo pela
técnica de Ridell, 1950 (Figura 5) onde foram utilizadas placas de Petri esterilizadas,
contendo em seu interior suporte para trés laminas e um papel filtro. Dois cubos de
aproximadamente um cm?3 de meio de cultura Lactrimel foram cortados e colocados
sobre a lamina suspensa por um suporte contido no interior da placa. Inoculou-se o
isolado em todos os lados do cubo de meio de cultura, o qual posteriormente foi
coberto por uma laminula esterilizada. O papel filtro no interior foi umedecido com 2
mL de agua destilada esterilizada e a placa incubada em estufa por 7 dias, a 28 °C.
Apéds o tempo de incubacédo, a laminula foi retirada e colocada sobre outra lamina
limpa contendo uma gota de Lactofenol de Amann, sendo as bordas vedadas com
esmalte incolor. As laminas preparadas foram observadas ao microscopio 6ptico em
aumento de 40 e 100x para a visualizacdo das caracteristicas microscopicas do

fungo.

Figura 5 — llustragcdo da placa usada no microcultivo
segundo atécnica de Ridell (1950) modificada.

Y Lémina
\ Laminula
) Meio Lactrimel
\_// Papel filtro com
agua destilada

P *  Placa de petri

Fonte: Do autor.

As espécies fangicas foram identificadas através de suas caracteristicas
morfologicas seguindo os critérios adotados nas chaves de identificacdo (Quadro 2
e 3) de Raper; Fennell (1973), Pitt (1979), Frisvad et al. (1990), Hoog et al. (2000) e
Gugnani (2003).
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Quadro 2 - Chave de identificac8o das espécies de Aspergillus estudadas.

Chave de identificacéo - Aspergillus Espécie

1. AUSENCIA DE ASCOMATA EM COLONIA

1.1 COLONIAS COM TONS VERDES

1.1.1 Vesiculas na maioria ndo clavadas

1.1.1.1 Células conidiogénicas estritamente bisseriados

ou pelo menos em parte bisseriados

1.1.1.1.1 Células em conidiogénese hisseriadas

e unisseriadas

1.1.1.1.2 Colbnias amarelas-esverdeadas ou

amarelas-olivaceas

1.1.1.1.3 Conidios espiculados Aspergillus flavus

1.1.1.2 Células em conidiogénese estritamente

unisseriada

1.1.1.2.1 Conidios esféricos Aspergillus fumigatus

1.2 COLONIAS COM OUTRAS COLORACOES

1.2.1 Células conidiogénicas estritamente bisseriados

1.2.1.1 Colbnias pretas Aspergillus niger

1.2.1.2 Colbnias ndo pretas

1.2.1.2.1 Conidios lisos de parede finamente

aspera

1.2.1.2.2 Cabecas dos conidios de irradiais para

frouxamente colunar

1.2.1.2.3 Colbnias amarelas, conidiéforo aspero

ou espiculado

1.2.1.2.4 Esclerdcios rosa a roxo vinaceo Aspergillus ochraceus

Fonte: RAPER; FENNELL (1973), PITT (1979), FRISVAD et al. (1990), HOOG et al. (2000) e
GUGNANI (2003)
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Quadro 3 - Chave de identificacdo das espécies de Penicillium estudadas.

Chave de identificacéo - Penicillium Espécie

1. CONIDIOFOROS RAMIFICADOS PELO MENOS UMA VEZ

1.1 PENICILLI PREDOMINANTEMENTE BIVERTICILADO

1.2 FIALIDES DILATADAS E CONIDIOS ESFERICOS PARA Penicillium citrinum
SUBESFERICOS

2. CONIDIOFOROS RAMIFICADOS Bl OU TRIVERTICILADOS

2.1 FIALIDES MAIS LONGAS, COM O PENICILLI
PREDOMINANTEMENTE TRIVETICILADO;

2.2 CONIDIOFORO E CONIDIOS LISOS

2.2.1 Conidios azuis ao azul-verdeados, exsudato e Penicillium
pigmento amarelo brilhante e soltvel chrysogenum
2.2.2 Conidios verdes com presenc¢a ou auséncia de Penicillium expansum

exsudato e pigmentos sollveis de coloragao pélida a

marrom

Fonte: RAPER; FENNELL (1973), PITT (1979), FRISVAD et al. (1990), HOOG et al. (2000) e
GUGNANI (2003).

4.2.3 Identificacdo dos Isolados por PCR
4.2.3.1 Obtencdo da Massa Micelial e Extracdo do DNA Total

Os isolados foram cultivados puros (Figura 6.a) e em conjunto (cultivo por
conveniéncia dos isolados estudados, controle positivo e controle negativo) (Figura
6.b) no meio de cultura ASD, incubados em estufa a 28 °C durante 5 dias. Apos o
aparecimento de colonias, uma aliqguota de um mL de suspensdo de esporos em
solucao salina 0,85% com 0,1% de Tween 20, na concentracdo de 10° esporos.mL™
foi transferida para 50 mL de caldo Sabouraud e incubadas sob condi¢cdes de
agitacao continua a 110 revolugbes/minuto durante 72 horas. A massa micelial foi
filtrada com auxilio de papel filtro estéril e lavada em agua destilada estéril, em

seguida foi submetida ao método de extragdo de DNA total pela técnica modificada
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de Raeder e Broda (1985), sendo macerada em gral e pistilo estéreis com nitrogénio
liquido, 500 puL do macerado foi transferido para tubos tipo Eppendorf de 1,5 mL ao
qual se adicionou 1000 pL de agua destilada estéril submetido a centrifugacédo a 500
g por trés minutos, o sobrenadante foi descartado, este procedimento foi realizado
por trés vezes a fim de remover impurezas da amostra. Ao lavado foi adicionado
600 pL de tampéo de extracdo, procedendo-se a agitagdo em vortex. Foi incubado
em Banho- Maria por 30 minutos a 65 °C, com agitacdo por inversdo a cada 5 min.
Apos incubacao foram adicionados 600 pL de clorofane, com posterior centrifugacéo
por 10 minutos a 12.000 g. Foi transferido 500 pL do sobrenadante para outro
microtubo, aos quais adicionou-se 500 pL de clorofil, sendo o precipitado submetido
a centrifugacao por 10 minutos a 12.000 g. Em seguida 400 pyL do sobrenadante
foram novamente transferido para outro microtubo ao qual foram adicionados 800
UL de etanol absoluto gelado. Apés leve agitacdo, as amostras foram colocadas em
freezer a — 20 °C overnight para precipitacdo do DNA. Apds a precipitacdo as
amostras foram centrifugadas por 12 minutos a 12.000 g com posterior descarte do
sobrenadante. O centrifugado foi lavado com 400 pL de etanol a 70% por duas
vezes e apos desidratacao a temperatura ambiente o DNA foi ressuspendido em 100
ML de TE pH 8.0. As amostras de DNA ressuspendidas foram submetidas ao
tratamento com 20 pL de RNAse 20 mg.mL™ a 37 °C por 2 horas, posteriormente
foram conservadas em freezer —20 °C até o momento de uso. Para confirmacéo do
DNA extraido, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1%
(10 volts.cm™), coradas com brometo de etideo e visualizadas em luz ultravioleta a
312 nm.
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Figura 6 — Culturas de fungo em Agar Sabouraud Dextrose ap0s incubacdo a 25
°C durante 5 dias a) Colbnia pura e b) cultura mista de fungo obtida pelo cultivo
randémico de espécies.

Fonte: Do autor.

4.2.3.2 Selecao e Andlise das Sequéncias de Inicializadores

As  sequéncias de iniciadores espécie-especificos publicados
(http://lwww.epa.gov/microbes/moldtech.htm) e contidos no quadro 4 foram
analisadas pelo programa BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e validados
por PCR com o controle positivo (item 4.1.1.3) e negativo (item 4.1.1.2).
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Quadro 4 - Oligonucleotideos iniciadores espécie-especifica das espécies de

Aspergillus e Penicillium estudadas.

Espécie Oligonucleotideos iniciadores pb

Aflav F1: 3'-CGA GTG TAG GGT TCC TAG CGA-5
A. flavus 89
Aflav R1:3’-CCG GCG GCC ATG AAT-%

. Afumi F1: 3'-GCC CGC CGT TTC GAC-5’
A. fumigatus ] 136
Afumi R1: 3-CCG TTG TTG AAA GTT TTA ACT GAT TAC-%’

Anigr F1: 3-GCC GGA GAC CCC AAC AC-5
A. niger 79
Anigr R1: 3-TGT TGA AAG TTT TAACTG ATT GCA TT-%’

Aochr F1: 3'-AAC CTC CCA CCC GTG TAT ACC-5’
A.ochraceus 260
Aochr R1: 3'-CCG GCG AGC GCT GTG-5’

Pcitr F: 3-CCG TGT TGC CCG AAC CTA-5
P. citrinum 128
Pcitr R: 3-TTG TTG AAAGTT TTA ACT AAT TTC GTT ATA G-5

Pchry F1: 3'-CGG GCC CGC CTT AAC-%
P.

- 3- 300
SR Pchry R1: 3-GAA AGT TTT AAA TAATTT ATATTT TCA CTC AGA

GT-5

Pexpa F1: 3>-TTA CCG AGT GAG GGC CGT T-5’
P. expansum 560
Pexpa R1: 3-GCC CGC CGA AGC TAC G-5°

Legenda: pb — pares de bases.
Fonte: Do autor.

4.2.3.3 Amplificacdo com os Iniciadores Espécies-especificos por PCR Simplex

A reacdo de amplificagcdo por PCR simplex foi realizada utilizando-se
iniciadores espécie-especificos, descritos no quadro 4 e o DNA total extraido (item
4.2.3.1). Essa reacéo foi realizada em volume final de 20 pL em termociclador MJ —
BIOCYCLER®, de acordo com o protocolo descrito no quadro 5. Foi utilizado como
molde o DNA de culturas puras e mistas.

Os ciclos de amplificacao foram programados para um ciclo de desnaturagao

inicial de 5 minutos, a 96 °C, seguidos de 40 ciclos de desnaturacao a 96 °C, por 30
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segundos, hibridizacdo a 58° C, por 30 segundos, extensdo a 72 °C, por 30

segundos, e com extenséo final a 72 °C, por 15 minutos.

Os produtos de amplificacdo foram separados por eletroforese em gel de

agarose a 1,3% e submetidos a uma tensdo de 10 volts.cm™, por 90 minutos, em

tampdo TBE 0,5X. O gel foi corado com brometo de etidio (0,1 pg.mL™), visualizado

em transiluminador e fotografado em sistema de fotodocumentacéo Vilber Lourmat

modelo Doc-Print 11®,

Quadro 5 -

amplificagdo com os

Protocolo

iniciadores

da reacdo para

espécie-

especificos em ensaio de PCR simplex das

espécies de Aspergillus e Penicillium
estudadas.
Componentes Concentracéo final

Agua MiliQ estéril
*Tampéao PCR
BSA (Soro Albumina Bovina)
*Mistura de dNTP’s
Iniciador 1
Iniciador 2
*MgCl,
*Taq Polimerase

DNA

1,25X

0,031 pg/uL

0,25 mM

0,78 uM

0,78 UM

3,75 UM

0,025 U/pL

2,5 ng/uL

* Invitrogen, USA®

Fonte: Do autor.

4.2.3.4 Amplificagdo com os Iniciadores Espécies-especificos por PCR Multiplex

Os procedimentos foram realizados conforme o item anterior (item 4.2.3.3)

alterando apenas o protocolo da reacao de amplificagéo para o descrito no quadro
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6. Foram utilizados em cada ensaio quatro pares de iniciadores, sendo assim, cada
reacdo possibilita a identificacdo de até quatro espécies diferentes.

Quadro 6 - Protocolo da reacdo para
amplificagdo com o0s iniciadores espécie-
especificos em ensaio de PCR multiplex das
espécies de Aspergillus e Penicillium
estudadas.

Componentes Concentracao final

Agua MiliQ estéril -

*Tampéao PCR 1,25X
BSA (Soro Albumina Bovina) 0,031 pg/uL
*Mistura de dNTP’s 0,25 mM/uL
Iniciador 1 0,5 uM
Iniciador 2 0,5 uM
Iniciador 3 0,5 uM
Iniciador 4 0,5 uM
Iniciador 5 0,5 uM
Iniciador 6 0,5 uM
Iniciador 7 0,5 uM
Iniciador 8 0,5 uM
*MgCl, 3,75 UM
*Taq Polimerase 0,025 U/pL
DNA 2,5 ng/uL

* Invitrogen, USA®

Fonte: Do autor.
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4.2.4 Screening para ldentificacdo de Isolados Fungicos Potencialmente Produtores
de Micotoxinas

A triagem de fungos toxigénico foi realizada pelo método previamente descrito
por Lin e Dianese (1976), onde um cm? de cada colbnia dos isolados purificados no
item 4.2.1 foi inoculado no centro de uma placa de Petri contendo meio Agar Leite
de Coco. As placas foram incubadas por 7 dias a 28 °C no escuro. O verso e 0
reverso da colénia foram observados a cada 24 horas por até 7 dias sob luz
ultravioleta (365 nm), para verificar a presen¢ca de um halo fluorescente azulado ou
esverdeado, o qual indica a possivel presenca de aflatoxinas, citrinina ou
ocratoxinas. O Agar Leite de Coco foi o meio de cultura de escolha, ja que além de
fornecer os nutrientes necessarios para o crescimento fungico e producdo de
metabolitos secundarios, possui a transparéncia que permite a dispersdo da luz

ultravioleta.

4.2.5 Analise Estatistica

ApOs a realizagdo dos experimentos, foi construido um banco de dados no
Programa Microsoft Office Excel® com a tabulacdo dos dados relacionados a todos
os isolados estudados e os percentuais foram aferidos. Apos a digitacao, os dados
foram conferidos por no minimo duas pessoas. Para mensuracdo do grau de
concordancia foi aplicado o teste de Kappa, considerando segundo Landis e Koch
(1977): concordancia quase perfeita (0,81-1,00), substancial (0,61-0,80), moderada
(0,41-0,60), razoavel (0,21-0,40), ruim (< 0,20), além disso, foi aplicado o teste de
McNemar para verificar a direcao (tendéncia) da discordancia, adotando-se nivel de
significancia estatistica de 5%, ambos os testes foram realizados no programa
GraphPad Prism 5°. Foram realizados testes para a obtencdo de sensibilidade e

especificidade descritos no Apéndice B.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Identificacdo das Culturas pelo Método Convencional

A abordagem classica ou convencional usada por micologistas na
identificacdo de fungos é a particularidade morfolégica (fenotipo) de cada espécie,
na qual, os estagios sexuais constituem o alicerce da taxonomia e nomenclatura dos
fungos (GUARRO et al., 1999).

A identificacdo de fungos baseada na morfologia de suas col6nias é
geralmente considerada dificil, ndo confidvel e que leva a resultados inconsistentes,
isto se deve ao fato de que, as caracteristicas usadas para a delimitacdo de
espécies dentro de um género, muitas vezes, mostram pequenas diferencas, as
quais s6 podem ser confiavelmente avaliadas por micologistas experientes, além
disso, estirpes de uma mesma espécie podem apresentar ligeiras diferencas em sua
morfologia (BANDH et al., 2011).

As 183 culturas puras citadas no item 5.1 foram submetidas a reidentificacéo
pelo método convencional (Figura 7) por, no minimo, duas pessoas capacitadas
para identificacado de fungos.



45

Figura 7 — Caracteristicas morfolégicas dos fungos estudados,
respectivamente macro e microscopica a, b) Aspergillus flavus;
c, d) A. niger; e, f) Penicillium citrinum; g, h) P. expansum; i, j) A.

fumigatus; |, m) A. ochraceus e n, 0) P. chrysogenum.

Fonte: Do autor.
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Aspergillus e Penicillium sdo géneros fangicos clinicamente importantes,
assim, a identificacdo precisa em nivel de espécie, mesmo nao sendo facil, é
essencial. Embora os métodos moleculares, bioquimicos e fisioldégicos sejam
importantes para a sistematica de Aspergillus e Penicillium sp., propriedades
morfoldgicas sdo mais comumente utilizadas para identificacdo (ASAN, 2004; ILHAN
et al., 2005).

5.3 Identificacdo dos Isolados por PCR Simplex e Multiplex

Atualmente existem cerca de 172.000 sequéncias fungicas depositadas no
maior banco de dados genémicos do mundo, o GenBank, provenientes de mais de
11.500 estudos cientificos, publicados em 500 revistas, essas sequéncias Sao
constituidas de aproximadamente 15.500 espécies e 2.500 géneros. A maioria delas
foi obtida através de isolados ambientais (SCHOCH et al.,, 2012). Esses dados
encorajam o desenvolvimento de protocolos, a fim de padronizar a identificacdo de
fungos por métodos de biologia molecular.

A otimizacdo do ensaio de PCR multiplex objetiva o desenvolvimento de um
protocolo que permite identificar até quatro organismos, utilizando os exatos
componentes da reacdo e programa de amplificacdo, além de evitar o aparecimento
de bandas espurias (GUNSON et al., 2003).

Sendo assim, para a normalizacdo da amplificacdo do DNA das espécies por
PCR vaérios testes (gradientes dos reagentes, concentracdo de DNA, temperatura de
hibridizacdo dos iniciadores e tempos de amplificacéo) foram realizados. A validacao
foi obtida utilizando iniciadores especificos para amplificacdo do DNA de cepas
controles, obtidas de colecdo de referéncia, e a ndo amplificacdo dos controles
negativos, bem como producéo dos amplicons dos tamanhos esperados (Aspergillus
flavus 89 pb, Aspergillus fumigatus 136 pb, Aspergillus niger 79 pb, Aspergillus
ochraceus 260 pb, Penicillium citrinum 128 pb, Penicillium chrysogenum 300 pb e
Penicillium expansum 560 pb).

Cada par de iniciadores especificos da espécie foi testado em ensaios
simplex e multiplex de PCR. As 183 culturas puras identificadas por métodos
convencionais, foram submetidas a reidentificacdo por PCR simplex e multiplex em

duplicata (Figura 8). Além disso, foram realizados ensaios de PCR com DNA
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extraido de culturas mistas (culturas contendo diferentes espécies, sendo elas,

amostras em estudo, controles positivo e controles negativo).

Figura 8 — Gel de agarose a 1,3% com produtos da amplificagcdo obtidos pela PCR
simplex. (1) Marcador de peso molecular de 100 pb, (2) Aspergillus flavus URM 6442,
(3) isolado Aspergillus flavus, (4) Aspergillus fumigatus URM 5601, (5) isolado
Aspergillus fumigatus, (6) Aspergillus niger URM 6329, (7) isolado Aspergillus niger,
(8) Aspergillus ochraceus URM 5609, (9) isolado Aspergillus ochraceus, (10)
Penicillium citrinum URM 6224, (11) isolado Penicillium citrinum, (12) Penicillium
chrysogenum URM 5892, (13) isolado Penicillium chrysogenum, (14) Penicillium

expansum URM 4024, (15) isolado Penicillium expansum, (16 ) Controle negativo.

1 2 3 4 5 6 7 8 9101112131415 16

- -k 5607

Fonte: Do autor.

Todas as culturas estudadas apresentaram o0 mesmo resultado na PCR
simplex e multiplex, tanto para culturas puras como para culturas mistas, mostrando
gue o método € reprodutivel. Para que cada reacdo fosse considerada valida trés
critérios foram adotados: amplificacdo do controle positivo, ndo amplificacdo do
controle negativo e amplicon de tamanho esperado.

Métodos moleculares baseados em PCR, como o desenvolvido na presente
pesquisa, sdo universalmente aplicdveis e, dados detalhados sobre sua utilizagédo
em sistematica de fungos sdo abrangentes na literatura, independentemente do fato
de o fungo ter sido isolado a partir de seres humanos (VANITTANAKOM et al., 2002;
TELL, 2005; ZENG et al., 2009) ou de seu habitat natural (CHEW et al., 2006; TSUI
et al., 2011; CORNELISON et al., 2012; XU; YAO, 2012).
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Na PCR multiplex, todos os pares de iniciadores utilizados produziram o0s
fragmentos amplificados de tamanho esperado, quando comparados com o0s

fragmentos obtidos pela PCR simplex em culturas puras e mistas.

Figura 9 — Gel de agarose a 1,3% com produtos da amplificagcdo obtidos pela PCR
Multiplex para as quatro espécies de Aspergillus. (1) Marcador de peso molecular de
100bp, (2) Aspergillus flavus, (3) Aspergillus fumigatus, (4) Aspergillus niger, (5)
Aspergillus ochraceus, (6) Cultura mista 1 - (Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus,
Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus), (7) Cultura mista 2 - (Penicillium citrinum
Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum), (8) Aspergillus ustus, (9)
Aspergillus granulosum, (10) Penicillium spinulosum, (11) Candida albicans, (12)
Cultura mista 3 - (Controle negativo - Aspergillus granulosum, Aspergillus ustus,
Cladosporium cladosporioides e Penicillium spinulosum) e (13) Controle negativo —
Agua MiliQ.

S 6 7 8 9 10 11 12 13

Fonte: Do autor.

Para que sejam identificadas as espécies fuangicas em cultura mista através
do protocolo de PCR multiplex padronizado no presente estudo, se faz necessario
gue o tamanho dos amplicons sejam diferentes o bastante para que as bandas néo
sejam sobrepostas e, assim, seja possivel a correta identificacdo. Na figura 9 na
PCR multiplex para as quatro espécies de Aspergillus, ndo foi possivel a
diferenciagcdo dos amplicons produzidos pelo Aspergillus flavus e Aspergillus niger
na cultura mista.

Contemporaneamente, os métodos moleculares baseados em PCR tém sido
utilizados para identificar espécies de Aspergillus e Penicillium (KANBE et al., 2002;
LI et al., 2004; TSUI et al., 2011; PETERSON, 2012). Inclusive, para a identificacéo
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de outras espécies fangicas, ensaios de PCR multiplex andlogos ao desta pesquisa
ja foram desenvolvidos (ISIK et al., 2003; SUGITA et al., 2004; DEAN et al., 2005;
LOGOTHETI et al., 2009; VAZQUEZ-EUAN et al., 2012).

A PCR multiplex apresentada neste estudo, mostrou-se eficaz para identificar
sete espécies de fungos presentes no ar ambiente, os quais sdo de preocupacdo
para a saude publica, sendo que o protocolo de reacdo desenvolvido acopla quatro
espécies diferentes por reacao.

Os iniciadores espécie-especificos nao identificaram outros fungos
filamentosos e leveduriformes, os quais foram aqui chamados de controle de
validacéo (controle positivo e controle negativo), e que também séo frequentemente
isolados do ar ambiente.

O método de PCR multiplex € uma alternativa util aos métodos tradicionais
para a identificacdo de fungos, além de ser mais rapido e mais barato do que os
protocolos de PCR simplex, uma vez que permitem a detec¢do simultanea de mais
de um isolado (LUQUE et al., 2012).

Neste trabalho, um método rapido, sensivel e especifico de PCR multiplex foi
desenvolvido. Nenhuma outra pesquisa foi encontrada, através de levantamento
bibliografico, que fosse capaz de identificar até quatro espécies em culturas mistas,
0 que é importante ao se tratar de identificacdo de fungos em amostras de
ambientes, em especial aquelas capazes de causar patologias em humanos, sendo

esse provavelmente o primeiro relato.

5.4 Comparacédo Entre os Métodos Convencional e PCR

Classicamente, os estudos sobre evolugdo de fungos foram executados com
base na morfologia comparativa, composicdo da parede celular, caracteristicas
celulares, ultraestrutura e metabolismo celular. Mais recentemente, o advento de
abordagens cladisticas e moleculares mudou a situacdo existente e forneceu novas
pistas sobre evolucdo de fungos. E evidente que, em um futuro préximo, as
modernas técnicas moleculares permitirdo que a maioria dos fungos, especialmente
0s patdgenos oportunistas, seja identificada com agilidade (ZAIN et al., 2009).

Apesar da biologia molecular ter avangado com maior precisao, a taxonomia

classica € ainda importante, as duas deverdo seguir conjuntamente para a

identificacdo correta da espécie. Para descrever uma espécie nova € necessario
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utilizar a taxonomia classica como ferramenta valiosa para descrever as
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e bioguimicas.

A identificacdo presuntiva pelo método convencional identificou os 183
(89,27%) isolados estudados, enquanto, o método considerado de maior acuréacia, a
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) identificou 61,75% (n=113) do total (Tabela
1).

Essa discrepancia dos resultados obtidos pelos meétodos estudados é
justificada pelo fato da identificacdo morfologica ser ambigua, tendo em vista que as
caracteristicas analisadas por estes métodos sdo instaveis, alguns fungos podem
apresentar formas atipicas, esporulacéo lenta e conidiéforos aberrantes (BALAJJE
et al., 2007). A identificacdo das espécies dos géneros em andlise no presente
estudo é complexa e permanece dificil devido a sobreposi¢cdo de caracteristicas
morfologicas e bioguimicas (HEDAYATI et al., 2007).

Para a identificacdo das espécies Aspergillus fumigatus e Aspergillus
ochraceus nao houve diferenca estatistica significante (p > 0,05) entre as
metodologias de identificagdo fangica. As espécies Aspergillus niger, Penicillium
citrinum e Penicillum chrysogenum apresentaram diferencas estatisticas
significantes, quando os métodos de identificacdo estudados foram comparados pelo
teste de McNemar (Tabela 1).
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Tabela 1 — Comparacédo dos resultados obtidos por identificacdo convencional e

PCR simplex das espécies de Aspergillus e Penicillium estudadas.

Identificagdo por Método Identificagdo por

Teste de

ER Convencional PCR McNemar

n % n % valor de p
A. flavus 23 12,60 14 7,65 0,0077*
A. fumigatus 20 10,90 20 10,93 0,6831
A. niger 50 27,30 28 15,30 0,0001*
A. ochraceus 20 10,90 18 9,84 0,4795
P. citrinum 30 16,40 12 6,56 0,0001*

P. chrysogenum 20 10,90 14 7,65 0,0412*
P. expansum 20 10,90 7 3,82 0,0001*

N&o idenficados 0 0 70 38,25 -

Teste de McNemar: Intervalo de Confianca de 95%.
*estatisticamente significante (p < 0,05).
Fonte: Do autor.

Fungos intimamente relacionados podem diferir em seus efeitos patoldgicos,
produtos toxigénicos, propriedades benéficas e nichos ecolégicos. Sendo assim é
bastante importante a identificagcdo correta ao nivel de espécie. ldentificacdo
morfologica de fungos intimamente relacionados é uma incognita, devido a escassez
e ambiguidade de caracteres diagndsticos, além disso, a identificacdo com base na
morfologia é impossivel para muitas espécies que ndo podem ser cultivadas (ROE et
al., 2010).

Para o calculo de sensibilidade e especificidade foi escolhido como método de
referéncia a PCR (APENDICE A), ja que foi validado pelos controles positivos e
negativos, e seus resultados foram mais reprodutiveis que os da identificacao
convencional.

Sendo assim, utilizando os critérios descritos por GADDIS; GADDIS (1990) e

tomando o método de PCR como referéncia, podemos considerar no presente



52

7

estudo que a sensibilidade da identificagcdo convencional é entendida como a
capacidade desse método em identificar corretamente a espécie identificada pela
PCR (verdadeiro positivo), ja especificidade € a capacidade desse método em
descartar corretamente (em comparacdo a PCR) aqueles que nédo pertencem a dada
espécie (falso negativo).

Com maior clareza, os verdadeiros positivos sdo aqueles que foram positivos
para uma espécie na identificacdo convencional e PCR, e os falsos negativos foram
agueles que foram negativos para dada espécie tanto no método convencional como
na PCR.

A alta sensibilidade da PCR em relacdo a técnicas convencionais ja foi
reportada por LOHMAN et al. (1998), ANAND et al. (2001) e TARAI et al. (2006). De
acordo com CHEN et al. (2011), a identificacdo baseada no fenotipo pode ser
subjetiva, ademais, 0os métodos convencionais em comparacdo com ensaios
moleculares demonstram imprecisdo (ANAND et al., 2001; TARAI et al., 2006).

Em consonéncia com o exposto na tabela 2, podemos observar que, com
excecdo de Aspergillus fumigatus, para todas as outras espécies o0 método
convencional obteve percentual de sensibilidade de 100%. O caso excepcional,
ocorreu devido ao fato de que trés culturas identificadas a principio como Aspergillus
flavus pelo método convencional, quando submetidos a ensaios de PCR foi
verificado que, em verdade, tais isolados pertenciam a espécie Aspergillus
fumigatus, caso posteriormente corroborado pela reidentificagdo convencional. Essa
confusdo pode ter ocorrido devido as caracteristicas macroscépicas e microscopicas
destas espécies serem bastante semelhantes.

Quanto a especificidade (tabela 2) Aspergillus niger, Penicillium citrinum e
Penicillium expansum apresentaram baixo percentual, respectivamente 74,12%,
82,18% e 87,74%; estes valores estdo em consenso com o grau de concordancia
obtido pelo teste de Kappa, o qual, de acordo com a classificacdo de LANDIS;
KOCH (1977) apresentou valor moderado de concordancia para estas trés espécies.

Ainda na tabela 2 podemos observar que, o método de identificacdo
convencional apresentou maior sensibilidade para as espécies de Penicillium e
maior especificidade para as espécies de Aspergillus. Ao comparar 0 método de
PCR multiplex aqui desenvolvido com o0s métodos convencionais, o0 primeiro

mostrou-se mais preciso. A discrepancia dos resultados obtidos por comparacao
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destes métodos ja foi observada em estudos anteriores (WILLINGER et al., 2003;
SCHABEREITER-GURTNER et al., 2007; ZHAO et al., 2011).

Tabela 2 - Prova diagndéstica que avalia a sensibilidade e especificidade do método de
identificacdo convencional comparada com a PCR simplex das espécies de
Aspergillus e Penicillium estudadas.

Espécie Sensibilidade (%) Especificidade (%) Valor de ]

concordancia
Aspergillus flavus 100 90,90 0,712**
Aspergillus fumigatus 85 96,77 0,818*
Aspergillus niger 100 74,12 0,587***
Aspergillus ochraceus 100 97,90 0,937*
Aspergillus sp. 96,25 90,32 0,745%*
Penicillium citrinum 100 82,18 0,495***
Penicillium chrysogenum 100 93,94 0,793**
Penicillium expansum 100 87,74 0,475***
Penicillium sp. 100 87,91 0,586***
Aspergillus sp. e Penicillium sp. 97,34 89,23 0,688**

*Kappa 0,81 — 1,00: quase perfeita;**Kappa 0,61 — 0,80: substancial; ***Kappa: 0,41 — 0,60
moderado.
Fonte: Do autor.

Apesar do método baseado na morfologia da macroscopia e microscopia das
colonias ter se mostrado capaz de identificar todos os isolados estudados, isso nao
corresponde a alta sensibilidade do método, ja que sensibilidade corresponde a
capacidade de identificar corretamente a espécie; bem como alta especificidade, ja
gue esta corresponde a capacidade do método em descartar a possibilidade de nao
identificar o isolado como néo sendo da espécie a qual ele realmente néo é.

O método de extracdo de DNA apresentado na presente pesquisa embora seja
de baixo custo, é relativamente demorado e precisa da cultura, mesmo assim ainda
€ mais rapido que os métodos convencionais de identificacdo. Além do mais,
existem métodos otimizados e padronizados que encurtam o tempo de extracdo do
DNA de fungos filamentosos (YAMAMOTO et al., 2010)
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5.5 Screening para Identificacdo de Isolados Fungicos Potencialmente
Produtores de Aflatoxinas, Citrinina e Ocratoxinas

A triagem em Agar Leite de Coco desenvolvida por LIN; DIANESE (1976),
para avaliar se o fungo € um potencial produtor de aflatoxinas é bastante empregada
e vem sendo utilizada também para a deteccdo de outras micotoxinas, como citrinina
e ocratoxinas (BUGNO et al., 2006; ZAINI et al., 2009; YAZDANI et al., 2010).

Na presente pesquisa, dos 183 isolados estudados e identificados por
métodos convencionais, 48,64% mostraram ser potenciais produtores de
micotoxinas através da formacdo do halo de fluorescéncia esverdeado ou azulado
(Figura 10).

Figura 10 — Crescimento colonial e a) formacgéo de halo de fluorescéncia azulado e b)

esverdeado e c) auséncia de formacéo de halo em Agar Leite de Coco apos 5 dias de

crescimento a 28 °C e observados sob luz (365 nm).

Fonte: Do autor.

Todos os isolados pertencentes ao género Penicillium identificados por
método molecular mostraram-se potenciais produtores de micotoxinas em Agar Leite
de Coco. Segundo HOUBRAKEN et al. (2011) essas espécies possivelmente
produziram citrinina. Enquanto que, para Aspergillus fumigatus o percentual do

potencial toxigénico em Agar Leite de Coco foi nulo (Tabela 3).
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Tabela 3 — Potencial toxigénico determinado pelo método de triagem em Agar

Leite de Coco dos fungos estudados e identificados por método convencional e

molecular.
Potencialmente toxigénico
Provével )
) ) Espécie IC IM
Micotoxina
n % n %
Aflatoxinas Aspergillus flavus 10/23 43,48 10/14 71,43
- Aspergillus fumigatus 0/20 0 0/20 0
Aspergillus niger 18/50 36 12/28 42,86
Ocratoxinas
Aspergillus ochraceus 6/20 30 6/18 33,33
Penicillium citrinum 24/30 80 12/12 100
Citrinina Penicillium chrysogenum 18/20 90 14/14 100
Penicillium expansum 13/20 13 717 100
Total 89/183 48,64  61/113 54

Legenda: IC — Identificacdo Convencional, IM — Identificagdo Molecular.

Fonte: Do autor.

Dos 113 isolados identificados por PCR, 61 (54%) mostraram-se potenciais
produtores de micotoxinas pelo método de triagem em Agar Leite de Coco, sendo
que 54,10% destes corresponderam a potenciais produtores de ocratoxinas
(espécies fungicas estudadas na presente pesquisa e que sao potenciais produtoras

de ocratoxinas sao Aspergillus ochraceus e Aspergillus niger) (Figura 11).
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Figura 11 - Percentual do potencial toxigénico dos isolados
identificados por PCR em produzir aflatoxina, citrinina e ocratoxina.
Potencial Toxigénico
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Fonte: Do autor.

No trabalho desenvolvido por COSTA; SCUSSEL (2002), que também
utilizaram o método de triagem Agar Leite de Coco, para avaliar o potencial
toxigénico de isolados fungicos de feijdo oriundos do Estado de Santa Catarina,
obtiveram percentuais de fungos potencialmente toxigénico menores do que os da
presente pesquisa, para Aflatoxinas 8,7% e Ocratoxinas 3,5%, em contrapartida os
resultados para Citrinina foram semelhantes, 25,4%.

Na pesquisa publicada por RODRIGUES et al. (2007) — avaliagdo
micotoxicoldgica de polén, assim como no presente estudo, todas as cepas de P.
citrinum isoladas mostraram-se produtoras de citrinina, jA os A. flavus nenhum
produziu Aflatoxina, enquanto que 40% (percentual semelhante desta pesquisa —
42,82%) dos isolados de A. niger foram produtoras de ocratoxina.

De acordo com dados da literatura, a triagem em Agar Leite de Coco possui
alta especificidade, ou seja, fungo ndo produtor ndo apresenta fluorescéncia
(DEGOLA et al., 2007; YAZDANI et al., 2010), porém o fungo pode néo produzir
fluorescéncia em Agar Leite de Coco e ser produtor de micotoxina (QUEIROZ et al.,
2005; ZAINI et al., 2009).
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A identificagcdo da microbiota fungica contaminante do ambiente, bem como
suas caracteristicas fisiologicas, nutricionais e toxigénicas tém importancia para a
analise do risco de exposicdo do homem a estes fungos e seus produtos téxicos
(KUHN; GHANNOUM, 2003).

Tendo em vista a existéncia de pesquisas que associam a inalacao
ocupacional de micotoxinas presentes na poeira de ambientes com efeitos adversos
na saude dos ocupantes destes locais, bem como ja fora possivel identificar
micotoxinas em amostras de tecido e fluidos corporais desses individuos, € de
importancia para a saude publica ndo so6 a identificacdo dos fungos em ambientes
climatizados, mas também o potencial destes em produzir micotoxinas que sao
altamente toxicas por via inalatoria e dérmica e que estdo associados a doencas em

humanos.
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6 CONCLUSAO

Em conclusao:

v' Foi possivel identificar por método convencional em nivel de espécie os

isolados estudados;

v' Foi desenvolvido um udnico protocolo de reagdo de PCR para amplificar
corretamente o DNA de todas as espécies de Aspergillus e Penicillium

estudadas (em culturas puras e mistas);

v' Os resultados obtidos validaram o ensaio de PCR multiplex capaz de
identificar (em culturas puras ou mistas) até quatro espécies por reacao, 0

gue otimiza a identificacdo de fungos em amostras de origem ambiental;

v" No estudo, foi possivel verificar maior sensibilidade e especificidade nos
ensaios de PCR que em métodos de identificacdo com base nas

caracteristicas morfoldgicas;

v' 61 de 113 isolados identificados por PCR simplex mostraram-se potenciais
produtores de micotoxinas pela triagem em Agar Leite de Coco, havendo
maior frequéncia dos produtores de Citrinina.
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Resumo

Aspergillus e Penicillium séo os principais géneros de fungos isolados de ambientes
climatizados que causam efeitos adversos na saude. Objetivando desenvolver um
protocolo de PCR multiplex para identificar espécies de fungos a partir de culturas
mistas e comparar com os resultados da identificacdo convencional, uma reacao de
PCR multiplex foi padronizada para as espécies estudadas, com a capacidade de
identificacdo de quatro espécies por reacdo. A amostra estudada foi composta por
183 isolados fungicos de ambientes climatizados, obtidos de cole¢do, os quais
tiveram sua identificacdo por método convencional e PCR multiplex. Dos 183
isolados (A. flavus n=23, A. fumigatus n=20, A. niger n=50, A. ochraceus n=20, P.
citrinum n=30, P. chrysogenum n=20, P. expansum n=20) identificados por métodos
convencionais, 61,75% foram confirmados por PCR multiplex. Para a identificacédo
de A. fumigatus e A. ochraceus ndo houve diferenca estatistica significante, ja A.
niger, P. citrinum e P. chrysogenum apresentaram as maiores diferencas estatisticas
significantes quando os métodos de identificagdo foram comparados. O método de
identificacdo convencional apresentou maior sensibilidade para as espécies de
Penicillium e maior especificidade para as espécies de Aspergillus. Em conclusdo a
PCR multiplex com capacidade de identificar quatro espécies por reacdo mostrou
ser um método rapido e de facil realizacao para identificacdo de espécies fungicas a
partir de cultura mista, aléem de possuir sensibilidade e especificidade maior que os

métodos convencionais.

Palavras-chave: Aspergillus. Penicillium. Ambientes climatizados. Identificacao

convencional. PCR.
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Introducéao

Nos ultimos anos, com o aumento do uso de condicionadores de ar, 0s
ambientes internos climatizados artificialmente tornaram-se importante area de
pesquisa. A ma qualidade do ar desses ambientes ocorre principalmente a partir da
associacado de umidade com fungos filamentosos (WHO, 2009).

Aspergillus e Penicillium sdo os principais géneros de fungos isolados de
ambientes climatizados e que estdo associados a efeitos adversos na saude de
ocupantes destes locais (Wu et al., 2003; McGinnis, 2004). Tais implicagdes podem
incluir coceira nos olhos, constipacdo nasal, cefaleia, fadiga (Curtis et al., 2004) e,
em criancas, hemossiderose pulmonar idiopética (Vesper et al., 2004).

Quanto a adequada avaliacdo da exposicao fungica de ocupantes de locais
insalubres, fazem-se necessarias implementacdo e execucdo de estratégias de
remediacao eficaz; nesse contexto € imperativo que a triagem e identificacdo fungica
seja realizada com rapidez e eficacia (Fischer et al., 2006; Hung et al., 2011).

E valido destacar que, historicamente os isolados de fungos sé&o identificados
por analise macro e microscopica de coldnias obtidas por meio de cultivo in vitro.
Estes métodos estdo entrando em desuso, uma vez que sdo demorados e
imprecisos, além de requererem profissionais experientes, visto que é extremamente
dificil distinguir as espécies fungicas com base em diferencas morfologicas. Diante
dessas condi¢gOes, percebe-se a necessidade do desenvolvimento de novos
métodos de identificacdo de fungos, mais rdpidos, mais especificos e altamente
sensiveis (Landlinger et al., 2009).

Para este fim, numerosas técnicas de biologia molecular baseadas em

Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR) tém sido desenvolvidas (Burik et al., 1998;
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Cuenca-Estrella et al., 2011), e mostram-se promissoras, uma vez que permitem
uma identificacdo rapida, sensivel e especifica de organismos fungicos.

Fungos do ambiente raramente sdo encontrados de maneira isolada, sendo
assim, uma abordagem mais prética € a identificacdo de numerosos organismos de
uma unica amostra ambiental, com a finalidade de economizar tempo e dinheiro,
mantendo elevada a especificidade e precisdo (Dean et al., 2005; Zhao et al., 2011).

Com base no exposto, 0 objetivo da presente pesquisa é o desenvolvimento de
uma PCR multiplex espécie-especifica para identificar em culturas mistas as
principais espécies isoladas de ambientes climatizados bem como a comparacao

com os resultados obtidos por identificacdo convencional.

Material e Métodos

Isolados fungicos

Foram estudados um total de 183 isolados (Aspergillus flavus n=23, Aspergillus
fumigatus n=20, Aspergillus niger n=50, Aspergillus ochraceus n=20, Penicillium
citrinum n=30, Penicillium chrysogenum n=20, Penicillium expansum n=20) reativos
e puros obtidos da Colecdo de Cultura do Laboratério de Ambientes Climatizados —
UFAL (identificados por métodos convencionais). As amostras foram isoladas de
ambientes climatizados de escolas, universidades, aeroportos, hospitais, clinicas,
shoppings, reparticbes publicas e privadas. Espécies de fungos filamentosos
(Aspergillus granulosus, Aspergillus ustus, Cladosporium cladosporioides, Penicillium
spinulosum) e leveduras (Candida albicans, Candida glabrata, Candida krusei,

Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Sacharomyces cereviseae) foram utilizadas
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para fins de controle. Cepas fungicas da micoteca da Universidade Federal de
Pernambuco (UFPE) foram usadas como controles positivos para a validacdo dos
primers (Aspergillus flavus - URM 6442, Aspergillus fumigatus - URM 5601,
Aspergillus niger - URM 6329, Aspergillus ochraceus - URM 5609, Penicillium
citrinum - URM 6224, Penicillium chrysogenum - URM 5892 e Penicillium expansum

- URM 4024).

Cultura primaria e identificacdo fungica com base em caracteristicas taxonémicas

As espécies de fungos foram reidentificadas com base nas caracteristicas
macroscopicas e microscopicas, para confirmacédo das espécies. As estirpes foram
inoculadas em trés posicdes pontuais em Agar Sabouraud Dextrose (ASD), as
caracteristicas de crescimento foram determinados ap6s um periodo de incubacéo
de 5 dias a 28 °C (Lacaz et al., 1998). ldentificacbes foram posteriormente
confirmados pelas caracteristicas microscopicas através do microcultivo com Agar
Lactrimel (Ridell, 1950). Para identificacdo utilizou-se os critérios adotados por
Raper e Fennell (1973), Pitt (1979), Frisvad et al. (1990), Hoog et al. (2000) e

Gugnani (2003).

Extracdo de DNA (Método de Raeder e Broda, 1985)

Culturas puras (cultivo de um unico isolado) e mistas (cultivo por conveniéncia dos
isolados estudados, controle positivo e controle negativo) foram realizadas em ASD
e incubadas a 25 °C durante 48 horas. Ap0s o0 aparecimento de colbnias, uma

aliquota de 1 mL de suspensédo de esporos em solucéo salina 0,85% com 0,1% de
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Tween 20 (10° esporos.mL™) foi transferido para 50 mL de caldo Sabouraud e
incubadas sob condicdes de agitacéo continua (110 revolugdes.minuto™) durante 72
horas. A massa micelial foi recolhida por filtracdo, lavada com agua destilada estéril.
Para a extracdo do DNA gendmico, o micélio foi macerado em nitrogénio liquido e
suspenso em 600 pL de tampédo de extracdo (200 mM Tris-HCI pH 8,0, 250 mM
NaCl, 25 mM de EDTA 1% de SDS). Apés a homogeneizacdo, os tubos foram
incubados por 30 min a 65 °C. As amostras de DNA foram purificadas com volumes
iguais de fenol: cloroférmio (1:1) (1 X) e mistura de cloroférmio: &lcool isoamilico
(24:1) (1X), precipitado com 2 volumes de etanol a -20 °C durante 24 horas. Os
tubos foram centrifugados a 12000 g durante 10 min e o pellet de DNA foi lavado
com etanol 70% (2X), seco ao ar, suspensas em tampao TE (pH 8,0), tratados com
20 pL de RNAse (20 mg.mL™) a 35 °C por 2 horas e armazenado a 4 °C até o

momento de uso.

PCR multiplex

Iniciadores publicados (http://www.epa.gov/microbes/moldtech.htm) foram utilizados
para a deteccdo especifica de Aspergillus flavus (F: 5-GTG TAG GGT CGA TCC
CGA TAG-3'e R: 5'-CCG GCG CGC ATG AAT-3 "), Aspergillus fumigatus (F: 5-GCC
CGC CGT TTC GAC-3' e R: 5-CGT TGA TGT AAG TTT TAA CTG ATT AC-3 "),
Aspergillus niger (F : 5-GCC GGA GAC CCC AAC AC-3'e R:5-TGATGT AAG TTT
TAA CTG ATT GCA TT-3'), Aspergillus ochraceus (F: 5'-AAC CTC CCA CCA GTG
TAT ACC-3 'e R": 5'-CCG GCG AGC TGC GTG-3 "), Penicillium citrinum (F: 5-CCG
CCG AAC TGC TGT CTA-3' e R: 5-TTG TTG AAA GTT TTA ACT AAT TTC ATA

GTT G-3 ), Penicillium chrysogenum (F: 5'-CGG GCC CGC CTT AAC-3'e R: 5-GAA
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AGT TTT TTT AAAATAATATTT TCA AGA CTC GT-3 ") e Penicillium expansum (F:
5-TTA GAG CCG GGC CGT AGT T-3 'e R: 5-TTA GAG CCG GGC CGT AGT T-3)).
Com fragmentos de amplificacdo de 89, 136, 79, 260, 128, 300 e 560 pb
respectivamente. A PCR multiplex com volume de 20 pL (2,5 pL de tampéo de PCR
10X, 0,75 pL de MgCl, 25 mM, 2,5 uL de dNTP’s 2 mM, 0,8 uL de cada iniciador
12,5 pmol, 0,10 puL de Taq polimerase 5 U/uL (Invitrogen Ltd, Paisley, UK), 1 pL de
molde de DNA extraido e 3,5 yuL de agua MiliQ) foi submetida a amplificacdo com
um total de 40 ciclos (desnaturacéo inicial a 96 °C durante 5 min, desnaturacao a 96
°C por 30 s, hibridizac&o a 58 °C por 30s, extensao a 72 °C por 30 s e extenséo final
a 72 °C por 15 min). Os produtos de amplificacdo foram sujeitas a eletroforese em
gel de agarose 1,3% (Invitrogen Ltd, Paisley, UK) com 0,5 x TBE (45 mM Tris-borato,
1 mM EDTA) e coradas com brometo de etidio. Cada ensaio foi realizado em
duplicata e a PCR multiplex realizada com quatro pares de primers diferentes por

reacao.

Anélise Estatistica

Para mensuracdo do grau de concordancia foram aplicados os testes de Kappa,
além disso, foi aplicado o teste de McNemar para verificar a dire¢éo (tendéncia) da
discordancia, adotando-se nivel de significaAncia estatistica menor que 5%, ambos os

testes foram realizados no programa GraphPad Prism 5°.



79

Resultados

PCR multiplex

Os 183 isolados reativos e puros identificados por métodos convencionais,

foram submetidos a PCR simplex e multiplex em duplicata (Figura 1).

> B 7 89 1011 12 1314 15 16

560 pb

Figura 1 — Gel de agarose a 1,3% com produtos da amplificacdo obtidos pela PCR simplex. (1)
Marcador de peso molecular de 100 pb, (2) padrdo Aspergillus flavus, (3) isolado Aspergillus flavus,
(4) padrédo Aspergillus fumigatus, (5) isolado Aspergillus fumigatus, (6) padrédo Aspergillus niger, (7)
isolado Aspergillus niger, (8) padrdo Aspergillus ochraceus, (9) isolado Aspergillus ochraceus, (10)
padréo Penicillium citrinum, (11) isolado Penicillium citrinum, (12) padrdo Penicillium chrysogenum,
(13) isolado Penicillium chrysogenum, (14) padrdo Penicillium expansum, (15) isolado Penicillium

expansum, (16 ) Controle negativo.

Na PCR multiplex todos os pares de iniciadores utilizados produziram os
amplicons de tamanho esperado. Amplificacdo nao preferencial pdde ser obtida por
ensaios de PCR multiplex utilizando varios templates contendo DNA extraido partir

de culturas puras e mistas.
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Figura 2 — Gel de agarose a 1,3% com produtos da amplificagdo obtidos pela PCR Multiplex para as
quatro espécies de Aspergillus. (1) Marcador de peso molecular de 100bp, (2) Aspergillus flavus, (3)
Aspergillus fumigatus, (4) Aspergillus niger, (5) Aspergillus ochraceus, (6) Cultura mista 1 -
(Aspergillus flavus, Aspergillus fumigatus, Aspergillus niger, Aspergillus ochraceus), (7) Cultura mista
2 - (Penicillium citrinum Penicillium chrysogenum, Penicillium expansum), (8) Aspergillus ustus, (9)
Aspergillus granulosum, (10) Penicillium spinulosum, (11) Candida albicans, (12) Cultura mista 3 -
(Controle negativo - Aspergillus granulosum, Aspergillus ustus, Cladosporium cladosporioides e

Penicillium spinulosum) e (13) Controle negativo — Agua MiliQ.

Para que sejam identificadas as espécies fungicas em cultura mista através
do protocolo de PCR multiplex padronizado no presente estudo, se faz necessério
gue o tamanho dos amplicons sejam diferentes o bastante para que as bandas nao
sejam sobrepostas e, assim, seja possivel a correta identificacdo. Na figura 2 na
PCR multiplex para as quatro espécies de Aspergillus, ndo foi possivel a
diferenciagcdo dos amplicons produzidos pelo Aspergillus flavus e Aspergillus niger

na cultura mista.
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Identificacdo com Base em Caracteristicas Taxon6micas x Identificacdo por PCR

Multiplex

A identificacdo presuntiva pelo método convencional identificou 183 isolados
estudados, em contrapartida, o0 método considerado de maior acuracia, a Reacgao
em cadeia da Poliomerase (PCR) identificou 61,75% (n=113) destes.

Para a diferenciacdo das espécies Aspergillus fumigatus e Aspergillus
ochraceus nao houve diferenca estatistica (p > 0,05). As espécies Aspergillus niger,
Penicillium citrinum e Penicillium chrysogenum apresentaram diferencas estatisticas
significantes quando em comparacdo os métodos de identificacdo estudados

(Tabela l).

Tabela | — Comparacéo dos resultados obtidos por identificagdo convencional e PCR das espécies de

Aspergillus e Penicillium estudadas apds a reativagéo.

Identificagcdo por Método

Convencional Identificag&o por PCR Teste de

Espécie McNemar

a % A % valor de p
A. flavus 23 12,60 14 7,65 0,0077*
A. fumigatus 20 10,90 20 10,93 0,6831
A. niger 50 27,30 28 15,30 0,0001*
A. ochraceus 20 10,90 18 9,84 0,4795
P. citrinum 30 16,40 12 6,56 0,0001*

P. chrysogenum 20 10,90 14 7,65 0,0412*
P. expansum 20 10,90 7 3,82 0,0001*

N&o idenficados 0 0 70 38,25 -

Teste de McNemar: Intervalo de Confianca de 95%.

*estatisticamente significante (p < 0,05).
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De acordo com o exposto na tabela Il, podemos observar que, com excec¢ao

de Aspergillus fumigatus, para todas as outras espécies o método convencional

obteve percentual de sensibilidade de 100%. Quanto a especificidade (tabela II)

Aspergillus niger, Penicillium citrinum e Penicillium expansum apresentaram baixo
percentual, respectivamente 74,12%, 82,18% e 87,91%.

Ainda na tabela Il podemos observar que o método de identificacdo

convencional apresentou maior sensibilidade para as espécies de Penicillium e

maior especificidade para as espécies de Aspergillus.

Tabela Il - Prova diagnostica que avalia a sensibilidade e especificidade do método de identificacdo
convencional comparada com a PCR das espécies de Aspergillus e Penicillium estudadas apés a

reativagcdo, bem como o grau de concordancia dos testes.

Espécie Sensibilidade (%)  Especificidade (%) Cor:’fc')%gfcia
Aspergillus flavus 100 90,90 0,712**
Aspergillus fumigatus 85 96,77 0,818*
Aspergillus niger 100 74,12 0,587***
Aspergillus ochraceus 100 97,90 0,937*
Aspergillus sp. 96,25 90,32 0,745**
Penicillium citrinum 100 82,18 0,495***
Penicillium chrysogenum 100 93,94 0,793**
Penicillium expansum 100 87,74 0,475***
Penicillium sp. 100 87,91 0,586***
Aspergillus sp. e Penicillium sp. 97,34 89,23 0,688**

*Kappa 0,80 — 1,00: quase perfeita;**Kappa 0,60 — 0,79: substancial, ***Kappa: 0,41 — 0,59

moderado.
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Discussao

Atualmente existem cerca de 172.000 sequéncias fungicas depositadas no
maior banco de dados gendmicos, GenBank, sendo aproximadamente 15.500
referente a espécies e 2.500 a géneros, oriundos de 11.500 estudos cientificos
publicados em 500 revistas. A maioria destas sequéncias foi obtida de amostras
ambientais (Schoch et al., 2012). Isto encoraja o desenvolvimento de protocolos para
a padronizacéao da identificacdo de fungos por métodos de biologia molecular.

Para a normalizacdo da amplificacdo do DNA das espécies por PCR varios
testes (gradientes dos reagentes, concentracdo de DNA, temperatura de
hibridizacdo dos iniciadores e tempos de amplificacdo) foram realizados. A validagéo
foi obtida utilizando iniciadores especificos para amplificacdo do DNA de cepas
controles, obtidas de colecéo de referéncia (cepas de colecdo referéncia - URM), e a
nao amplificacdo dos controles negativos, bem como producdo dos amplicons dos
tamanhos esperados (Aspergillus flavus 89 pb, Aspergillus fumigatus 136 pb,
Aspergillus niger 79 pb, Aspergillus ochraceus 260 pb, Penicillium citrinum 128 pb,
Penicillium chrysogenum 300 pb e Penicillium expansum 560 pb).

A PCR multiplex apresentada neste estudo mostrou-se eficaz para identificar
sete espécies de fungos presentes no ar ambiente, os quais sdo de preocupacao
para a saude publica, sendo que o protocolo de reacdo desenvolvido acopla quatro
espécies diferentes por reacao.

Métodos moleculares baseados em PCR séo universalmente aplicaveis e,
dados detalhados sobre sua utilizacdo em sistematica de fungos sdo abrangentes na

literatura, independentemente do fato do fungo ter sido isolado a partir de seres
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humanos (Vanittanakom et al., 2002; Tell, 2005; Zeng et al., 2009) ou do habitat
natural (Chew et al., 2006; Tsui et al., 2011; Cornelison et al., 2012; Xu e Yao, 2012).

Atualmente, PCR multiplex tem sido utilizada para identificar fungos
filamentosos (Isis et al., 2003; Dean et al., 2005; Logotheti et al., 2009; Vazquez-
Euan et al., 2012). Este método € uma alternativa Gtil aos métodos tradicionais para
a identificacdo de fungos, além de ser mais rapido e mais barato do que os
protocolos de PCR simplex, permitem a deteccédo simultanea de mais de um isolado
(Luque et al., 2012).

Classicamente, os estudos sobre evolucdo de fungos foram com base na
morfologia comparativa, composicdo da parede celular, caracteristicas celulares,
ultraestrutura e metabolismo celular. Mais recentemente, o advento de abordagens
cladisticas e moleculares mudou a situacao existente e forneceu novas pistas sobre
evolucéo de fungos. E evidente que, em um futuro proximo, as modernas técnicas
moleculares permitira que a maioria dos fungos, especialmente os patdégenos
oportunista, seja identificada com agilidade e precisao (Zain et al., 2009).

De acordo com Chen et al. (2011), a identificacdo baseada no fen6tipo pode
ser subjetiva, além disso, os métodos convencionais demonstraram imprecisao
guando em comparagdo com ensaios moleculares.

Para o célculo de sensibilidade e especificidade foi escolhido como método de
referéncia a PCR, j& que foi validada pelos controles positivos e negativos, bem
como seus resultados foram mais reprodutiveis que os da identificacao
convencional.

Aspergillus fumigatus apresentou sensibilidade inferior a 100% (85%), a
justificativa deste evento excepcional é de que trés estirpes identificadas a principio

como Aspergillus flavus pelo método convencional, quando submetidos a ensaios de
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PCR foi verificado que, em verdade, pertenciam a espécie Aspergillus fumigatus,
fato posteriormente corroborado por novas analises convencionais.

Os percentuais de especificidade das espécies Aspergillus niger (74,12%),
Penicillium citrinum (82,18%) e Penicilllum expansum (87,91%) estdo em
consonancia com o grau de concordancia obtido pelo teste de Kappa, os quais, de
acordo com a classificacdo de Landis e Koch (1977) apresentaram valores
moderados de concordéancia.

Apesar do método baseado na morfologia da macroscopia e microscopia das
colonias ter se mostrado capaz de identificar todos os isolados estudados, isso nao
corresponde a alta sensibilidade do método, ja que sensibilidade corresponde a
capacidade de identificar corretamente a espécie; bem como alta especificidade, ja
gue esta corresponde a capacidade do método em descartar a possibilidade de néo
identificar o isolado como nao sendo da espécie a qual ele realmente néo é.

Ao comparar o método de PCR multiplex aqui descrito com os métodos
convencionais, 0 primeiro mostrou-se mais preciso. A discrepancia dos resultados
obtidos por comparacdo destes métodos ja foi reportada em estudos anteriores
(Willinger et al., 2003; Schabereiter-Gurtner et al., 2007; Zhao et al., 2011).

Neste trabalho, um método rapido, sensivel e especifico de PCR multiplex foi
desenvolvido. Nenhuma outra pesquisa foi encontrada, através de levantamento
bibliografico, que fosse capaz de identificar até quatro espécies em culturas mistas,
0 que € importante ao se tratar de identificacdo de fungos em amostras de
ambientes, em especial aquelas capazes de causar patologias em humanos, sendo
esse provavelmente o primeiro relato.

A identificacdo da microbiota fungica contaminante do ambiente, em especial o

ambiente climatizado artificialmente por se tratar de um ambiente concentrador de
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microorganismos, tém importancia para a analise do risco de exposi¢cao ocupacional

do homem a estes fungos e seus produtos toxicos (KUHN; GHANNOUM, 2003).

Conclusao

Em conclusédo a PCR multiplex com capacidade de quatro espécies por reacao
mostrou ser um meétodo rapido e de facil realizacdo para identificacdo de espécies
fungicas a partir de cultura mista, além de possuir sensibilidade e especificidade

maior que 0os métodos convencionais.
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MODELO DO TESTE DE SENSIBILIDADE E ESPECIFICIDADE

Identificagédo
Especie Positivo na| Negativo | Total Testes
PCR em PCR
(Verdadeiro
. . . positivo/Total
Ec?r?\l/tg;oci onar:o e lone Verézlsa;g\?(;ro ';2:330 Sensibilidade de positivos na
P P PCR)*100
(Verdadeiro
. . . negativo/Total
Elc?r?veglr:/g . alno e o nelzzaz!\?ic\’/o Vr?;dz(tjisgo Especificidade de negativos
9 9 na PCR)*100
Total Total de Total de
positivos | negativos
na PCR na PCR

APLICACAO DO TESTE

_ Identificagédo
Aspergillus flavus Positivo Negativo Total Testes
Positivo 14 9 23 | Sensibilidade 100
Negativo 0 90 90 | Especificidade | 90,9
Total 14 99 113
Identificacéo
Aspergillus fumigatus — - Testes
Positivo Negativo Total
Positivo 17 3 20 | Sensibilidade 85
Negativo 3 90 93 | Especificidade | 96,77
Total 20 93 113
_ _ Identificacédo
Aspergillus niger Positivo Negativo Total Testes
Positivo 28 22 50 | Sensibilidade 100
Negativo 0 63 63 | Especificidade | 74,11
Total 28 85 113
Identificacédo
Aspergillus ochraceus Posiivo Negativo Towl Testes
Positivo 18 2 20 | Sensibilidade 100
Negativo 0 93 93 | Especificidade 97,9
Total 18 95 113
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' Identificagédo
ASECESE Positivo Negativo | Total Testes
Positivo 77 36 113 | Sensibilidade 96,25
Negativo 3 336 339 | Especificidade | 90,32
Total 80 372 452
o Identificag&o
Penicillim citrinum POSIIVG Negalivo Towal Testes
Positivo 12 18 30 | Sensibilidade 100
Negativo 0 83 83 |Especificidade | 82,18
Total 12 101 113
o Identificacéo
Penicillium chrysogenum PoSIivVe Negalivo Towl Testes
Positivo 14 6 20 | Sensibilidade 100
Negativo 0 93 93 | Especificidade | 93,94
Total 14 99 113
- Identificagcéo
Penicillium expansum PoSItive Negativo Total Testes
Positivo 7 13 20 | Sensibilidade 100
Negativo 0 93 93 | Especificidade | 87,74
Total 7 106 113
. Identificagcédo
Penicillium sp. Positivo Negativo | Total Testes
Positivo 33 37 70 | Sensibilidade 100
Negativo 0 269 269 | Egpecificidade | 87,91
Total 33 306 339
. o Identificacédo
Aspergillus e Penicillium PoSIivVe Negativ Towal Testes
Positivo 110 73 183 | Sensibilidade 97,34
Negativo 3 605 608 | Especificidade | 89,23
Total 113 678 791
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Em 1998, a Brazilian Journal of Genetics - ISSN 0100-
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meétodos, resultados, discussao, agradecimentos,
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abreviado da revista de acordo com o padréo
do Index Medicus, volume, pagina inicial e final.

. livros: nomes dos autores, ano, titulo completo do
livro, edicao, casa publicadora, local de publicacé&o.



. trabalhos publicados em anais: nomes dos
autores, ano, titulo completo do trabalho, titulo
completo da publicacdo, nomes dos editores entre
parénteses, casa publicadora, local de publicacéo,
pagina inicial e final.

Exemplos:
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4. As citagbes no texto devem incluir o nome do autor e
0 ano entre parénteses, por exemplo (Searle, 1961) ou
(King and Wilson, 1975). Quando um trabalho com mais
de dois autores for citado, somente o primeiro autor deve
ser mencionado, por exemplo (Comstock et al, 1958).

5.As notas de rodapé devem ser numeradas
consecutivamente, com excecao das notas referentes ao
titulo do manuscrito ou as férmulas, que devem ser
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6. As tabelas devem ser numeradas em algarismos
romanos, e as ilustracdes, em algarismos arabicos.

7. Os manuscritos devem ser enviados
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Resumos de teses

Os resumos de teses devem ser submetidos em inglés e
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na lingua original (se o autor néo for de lingua inglesa).
Os dados bibliograficos, como titulo original, ano,
instituicdo, endereco, niumero de péaginas e nome do
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