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Resumo da Dissertagcéo

Introducdo: Nas Uultimas décadas, as doencas fungicas cresceram em
importdncia  na  prética  clinica, principalmente em pacientes
imunocomprometidos. O principal desafio é a identificacdo laboratorial, que em
geral € baseada apenas em metodologias classicas que, apesar de permitirem
caracterizacdo bioquimica e morfolégica, ndo possibilitam a diferenciacao
acurada entre as espécies. Tal limitagéo dificulta o conhecimento da patogenia
e da epidemiologia das micoses. Nos Ultimos anos as metodologias de
diagndstico molecular auxiliam o método convencional e desempenham um
trabalho significativo na identificacdo de espécies, 0 que é importante para o
conhecimento da epidemiologia destas doencas. Objetivos: Identificar fungos
do género Aspergillus em nivel de espécie através do sequenciamento de
DNA. Material e Métodos: Amostras provenientes do Laboratério de Micologia
da Santa Casa de Porto Alegre, previamente identificadas por métodos classicos
como positivas para Aspergillus spp. foram submetidas a extracdo de DNA,
amplificagéo, purificagédo e sequenciamento. O resultado do sequenciamento foi
alinhado e comparado com o banco de sequencias BlastN. Resultados:
Dezesseis amostras foram analisadas no periodo de seis meses, as quais foram
identificadas corretamente quando comparadas com a identificacdo do
laboratério de micologia, mas nenhuma espécie criptica foi identificada,
provavelmente pelo baixo nimero de amostras inclusas no estudo.Concluséo:
Apesar de nenhuma espécie criptica ter sido encontrada, € importante reforcar
a relevancia da identificacdo a nivel de espécie para conhecimento
epidemiologico e melhor manejo do paciente.

Palavras-chave: Aspergillus; Espécies Cripticas; Biologia Molecular;

Sequenciamento de DNA



Abstract

Introduction: In recent decades, fungal diseases have grown in importance in
clinical practice, especially in immunocompromised patients. The main challenge
in laboratory identification is that most techniques are based only on classical
methodologies which, despite providing biochemical and morphological
analyses, these do not allow for the identification of fungi at the species level.
Such limitation compromises the knowledge about the pathogeny and
epidemiology of mycoses. In recent years, molecular diagnostic support the
conventional method and play a significant role in species identification, which
is important for the knowledge of local epidemiology. Aim of study: To identify
fungi belonging to the Aspergillus genus at the species level through fungal DNA
sequencing. Material and Methods: Samples from the Mycology Laboratory of
Santa Casa de Porto Alegre, previously identified by classical methods as
positive for Aspergillus, were submitted to DNA extraction, amplification,
purification and sequencing. The sequencing result was aligned and compared
with the BlastN sequence database. Results: Sixteen samples were analysed
within a period of six months, all of which were correctly identified when
compared to the identification of the mycology laboratory, but nocryptic species
was likely identified by the low number of samples included inthe study.
Conclusion: Although no cryptic Aspergillus species was found, it is important to
reinforce the relevance of fungal identification at the species level for
epidemiological knowledge and better patient management.

Keywords: Aspergillus; Cryptic Species; Molecular biology; DNA sequencing



Lista de abreviaturas

Al: Aspergilose Invasiva

BenA: B-tubulina

CaM: Calmodulina
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FILPOP: estudo de base populacional para avaliar resisténcia de fungos
filamentosos na Espanha

ITS: Regido espacadora transcrita interna
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1 Aspergilose Invasiva

A Aspergilose Invasiva (Al) € o agente mais frequente de infeccédo por
fungos filamentosos em pacientes imunocomprometidos. A principal fonte de
aquisicdo da infeccdo € a via aérea, por meio da inalagdo dos conidios que, ao
invadirem os pulmdes, conseguem resistir aos mecanismos de defesa, bem
como a fagocitose pelas células polimorfonucleares. A Al é causada por fungos
do género Aspergillus!, fungos descritos pela primeira vez em 1729 por P. A.
Micheli; o género pertence a familia Trichocomaceae e foi estabelecido para
acomodar um fungo predominantemente assexuado que produz uma cadeia de
conidios no centro da sua estrutura®>. As espécies de Aspergillus séo
encontradas no solo e no ar. Os conidios de Aspergillus sédo inalados diariamente
por humanos, mas, no sistema imune de individuos saudéaveis, eles séo
eliminados sem causar qualquer dano?®.

A. fumigatus é uma das espécies mais presentes no ambiente hospitalar
e responsavel por 90% das aspergiloses em humanos!. Além dele, existem
outros patogenos deste género, como A. flavus, A. terreus, A. niger e A.
nidulans?#5. Comumente associado com paciente em tratamento para leucemia,
transplante de medula 6ssea ou transplantados de 6rgdos sélidos, mortalidade
da Al é muito elevada (40-50%) e esta relacionada a situacdo imunoldgica do
paciente e com as limitacdes diagnosticas ou terapéuticasexistentes 67,

Al afeta mais comumente pacientes com malignidades hematoldgicas,
especialmente durante periodos prolongados de neutropenia, transplantes de
medula éssea, transplantes de érgaos solidos (especialmente pulmao), terapia
com corticosteroides, doenga pulmonar obstrutiva cronica, cirrose e cancer em
érgaos solidos &°. Alguns estudos ja descrevem um aumento de Al em pacientes
nao-neutropénicos, individuos admitidos em unidades de tratamentosintensivos
(UTI), os quais ndo apresentam quadros classicos de imunossupressao.

A Al costuma comecgar com o comprometimento do trato respiratorio

inferior, mas pode atingir também outros locais como seios paranasais e pele, e
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0 agravamento da doenca esta normalmente associado ao estado imunolégico
do paciente 1%-12, Qutras espécies além de Aspergillus fumigatus também podem
causar doencas graves. A. flavus € um dos principais patdégenos associados a
aspergilose bronquica alérgica humana, sendo também um importante produtor
de micotoxinas. A. niger € uma espécie considerada de baixa viruléncia, como
um invasor secundario em casos de otite externa bacteriana e que depende de
hospedeiro com a imunidade extremamentecomprometida para causar uma
doenca mais grave. A. terreus é associado com Al, podendo também causar
infeccbes como a bola fungica; e o A. nidulans é associado aos casos de
doencas granulomatosas cronicas 1°.

Considerando as diversas espécies de Aspergillus qgue causam doencas
em humanos, e o fato de que a identificacdo em nivel de espécie requero uso de
métodos moleculares / microscopia eletrénica, o género foi dividido em secoes,
visando agrupar as espécies clinicamente mais relevantes e que apresentem
similaridade morfoldgica; as principais secfes de Aspergillus sdo Fumigati, Flavi,
Terrei e Nigri 1013,

Considerando as identificacdes tradicionais, dentro da secdo Flavi,
existem seis espécies clinicamente mais relevantes, A. flavus, A. parasiticus, A.
nomius, A. oryzae, A. sojae e A. tamarii. Apesar de serem semelhantes na sua
morfologia, elas séo dividias em dois grupos baseados no impacto nos alimentos
e na salde humana pela producédo de aflotoxinas 4. A morfologia do
A. flavus é conhecida como um aveludado que varia das cores amarelo, verde
e marrom?®,

Aspergillus terreus € um saproéfito que pertence a secdo Terrei, uma
espécie economicamente significativa por ter um metabolito secundéario que
pode ser usado como droga antihipocolesterolémica e clinicamente importante
pois pode causar infecg@es tanto superficiais como invasivas'®. Membros dessa
secao aparecem, na sua grande maioria com colénias, em tons de laranja e
marrom, que é a caracteristica predominante para a diferenciacdo, mas
microscopicamente os conidi6foros sdo longos, colunares e hialinos!®17.

Os Aspergillus pretos tém ampla distribuicdo na natureza, tanto como
contaminantes de alimentos, mas também utilizados para fins industriais, como
para a producdo de enzimas'®®. Dentre as espécies do Aspergillus secéo nigri,

estd o A. niger, o agente mais frequente na otomicose, que € considerada



11

umas das principais causas de doencas pulmonares. Aspergillus pretos sédo o
grupo mais dificil de identificacdo, por isso a identificacdo molecular a nivel de
espécie tem se tornado o padréo ouro. A morfologia do Aspergillus secéo nigri
€ caracterizada por colénia negras, ornamentadas por conidios com 6 mm de

diametro8-20,

1.2 Espécies Cripticas

Historicamente, o Aspergillus costuma ser identificado em laboratoério por
métodos convencionais, como morfologia de colénia e caracteristicas
microscopicas. No entanto, h4 um consenso de que as -caracteristicas
morfolégicas podem néo ser confidveis para distinguir entre as espécies de
Aspergillus?t. Atualmente existem mais de 300 espécies de Aspergillus descritas;
muitas delas consideradas cripticas, ou seja, ndo sdo reveladas de modo Gbvio
por métodos fenotipicos de identificacdo de espécie. O género Aspergillus é
dividido em oito subgéneros que, por sua vez, sdo subdivididosem varias
secbes que incluem uma grande variedade de espécies intimamente
relacionadas???3. As secdes clinicamente mais relevantes sdo Fumigati, Flavi,
Terrei, Usti, Nigri e Nidulantes. Estudos moleculares revelaram numerosas
espécies cripticas dentro das diferentes secGes do género Aspergilluss. As
espécies cripticas representam aproximadamente 15% do total das espécies
de Aspergillus, das quais 40% sao resistentes a pelo menos uma classe de
agentes antifingicos?*. Na auséncia de métodos moleculares, podemos apenas
identificar estes fungos em nivel de secéo, podendo haver consideravel erro na
tentativa de identificar as espécies somente por métodos classicos. Desta
maneira, a identificacdo a nivel de espécie e o teste de susceptibilidade se
torna muito importante para o adequado manejo do paciente 24. A identificacéo
através de métodos moleculares tornou-se padrao-ouro para definir aidentidade
dos Aspergillus, tendo sido observado em dois estudos que pelo menos uma
amostra criptica foi identificada erroneamente através dos métodosclassicos,

guando utilizados de modo isolados 242,

1.3 Diagnéstico
A identificacdo de Aspergillus em nivel de espécie € essencial para a

avaliacdo e para a conducdo das infec¢des fangicas. A identificacdo dos fungos
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€ realizada, em grande parte, dos laboratorios clinicos, considerando-se apenas
aspectos macroscopios e microscopios 26. Trata-se de uma abordagemsubjetiva
na qual, na maioria das vezes, a identificacdo das espécies ndo é alcancada pois
eles sdo morfologicamente muito semelhantes, se ndo indistinguiveis, o que
dificulta a identificacédo acurada 2.

A identificac&o pelo exame microscopico direto € importante por ser rapido
em identificar se existe algum fungo ou outro microrganismo presente, e pode
servir de guia para utilizar outro teste de identificagcdo caso esse ndo seja
suficiente 2728, A cultura se torna mais relevante pela possibilidade de identificar
as espécies e permitir a realizacdo do teste de susceptibilidade. O meio mais
basico utilizado em laboratério de micologia € o agar Sabouraud dextrose, que
tem antibiotico junto ao meio, o que evita a contaminacao de bactérias, auxiliando
no crescimento do fungo isolado, melhorando a precisdo da identificacdo das
colénias. Essa identificacdo avalia cor, textura, superficie, pigmento difusivel no
meio de cultura, entre outros, e pode ser feita no tubo de ensaio contendo a
cultura primaria do fungo 2.

Testes que tém a sensibilidade para detectar componentes circulantes do
Aspergillus também podem ser um método de diagndstico. Alguns exemplossao
a deteccdo do antigeno da Galactomanana, o teste da B-D-Glucana e testede
PCR (Reacdo em Cadeira da Polimerase), que € capaz de detectar o DNA do
Aspergillus através de um replicacdo in vitro. Por ndo dependerem de cultivo
fungico, ndo € necessario esperar a colbnia crescer, acrescentando

sensibilidade ao diagnéstico 290,

1.4 Diagndstico Molecular

Os avancos nas ferramentas gendmicas e moleculares proporcionaram
melhores condi¢gdes para a classificagao de todos os microrganismos, incluindo
as especies de fungos. Apos a aplicacao de novas ferramentas moleculares em
estudos taxondmicos do género Aspergillus, muitas novas espécies foram
descritas nas Ultimas décadas'3. O uso do diagnéstico molecular para realizar a
identificagdo de fungos em nivel de espécie possibilita realizar o diagnostico logo
que o fungo cresce na cultura, ou até de amostras clinicas 2. A PCR, apesar da
alta sensibilidade, tem a desvantagem poder haver reacdo cruzada com outras

espécies de semelhanca genética, como Penicillium spp 3. Para
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realizar a PCR sao utilizados primers que amplificam regibes conservadas,
sendo o complexo ribossomal de DNA o mais comum 832, A PCR requer muitos
cuidados técnicos e deve ser validada com muito cuidado, evitando
contaminacdes e inibidores 1.

O sequenciamento de DNA é outra metodologia de diagnéstico fangico
gue consegue realizar a identificacdo a nivel de espécie. A regido gendmica
sequenciada mais utilizada para triagem é a ITS (regido espacadora transcrita
interna), pois nado é tado especifica e consegue diferenciar os fungos apenas em
secOes3334, Existem outros trés marcadores que podem ser utilizados para entéo
diferenciar os fungos em nivel de espécie; Calmodulina (CaM), B-tubulina(BenA)
ou a segunda maior subunidade da polimerase Il (RPB2), porém esta tltima nao

€ tdo facil de amplificar, ficando normalmente como Ultima opcao
5,33,34

1.5 Tratamento

O maior desafio para o tratamento da Al reside nos pacientes
imunocomprometidos, por isso € necessario um tratamento eficaz com a
introducédo de potentes antifingicos como voriconazol que é o mais indicados
nos guidelines, juntamente do acompanhamento soroldgico 3526, A Anfotericina
B também se demonstra eficaz e parece ter uma atividade comparavel com a
dos triazdis 3, mas é medicamento alternativo, devido a sua alta taxa de
toxicidade %’. A resisténcia antifingica também é um desafio para determinar o
tratamento do paciente. No estudo FILPOP foi visto que a resisténcia € incomum
entre espécies mais frequentes, mas a resisténcia a azolicos semostra presente
nas amostras cripticas de Aspergillus?*. Antes de decidir o tratamento do
paciente é necessario avalid-los com cautela, considerando o grau de
imunossupressdo e as doencas de base. A identificacdo correta e o teste de
susceptibilidade sdo de extrema importancia, considerando que as espécies

cripticas representam 40% da resisténcia antifingica 4.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral
Identificar fungos do género Aspergillus em nivel de espécie através do
sequenciamento de DNA, com amostras provenientes do Laboratério de

Micologia da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre.

3.2 Objetivos Especificos — Metas

a) Empregar a metodologia de extracdo e amplificacdo de DNA com maior
qualidade e rendimento para os diferentes materiais clinicos ou bioldgicos.

b) Aplicar a técnica de sequenciamento de DNA para diferenciar os fungos
filamentosos em espécies.

c) Implantar a técnica de sequenciamento de DNA na Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre como ferramenta principal para o diagnostico

laboratorial de fungos filamentosos.

4. METODOLOGIA
4.1 Amostras

As amostras foram obtidas de pacientes que realizaram examemicoldgico
e apresentaram resultado positivo para fungo filamentoso na Santa Casa de
Misericordia de Porto Alegre de junho a dezembro de 2019. Parte da cultura do
fungo foi retirada e colocada em Eppendorf de 1,5 ml de Nuclease Free Water e

congelada em freezer a -80°C até a extracao do acido nucleico.

4.2 Exame micologico
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O exame micologico foi realizado no Laboratério de Micologia da Santa
Casa de Misericordia de Porto Alegre, seguindo os protocolos ja padronizados.
Todos os materiais foram inoculados em tubos e incubados por até 16 dias, para
materiais estéreis (bidpsias, fragmentos, liquidos de sitios estéreis, licor, etc.) em
meio Sabouraud a 25°C e BHI a 35°C. Para os nédo estéreis (incluindo lavado
brénquico, lavado broncoalveolar, escarro e amostras de pele), foi inoculado em
Sabouraud com Cloranfenicol a 25°C e 35°C. Na suspeita de Aspergillus, foi feito

inoculado extra em Sabouraud com cloranfenicol a 40°C.

4.3 Extracdo de DNA
Amostras de fungos foram extraidas com Maxwell® 16 Blood Nucleic Acid
Purification Kit (Promega, Brasil) seguindo as instru¢des do fabricante. O volume

de fungos utilizados para extragao foi de 300 uL e o volume de elui¢ao foi de 200

ML.

4.4 PCR
Os primers de amplificacdo de DNA B-tubulina foram adquiridos da
Invitrogen (ThermoFisher Scientific, Brasil) e as regides foram delimitadas pelas
sequéncias dos primers B-tubulina forward
(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e reverse
(ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC), conforme descrito por Glass e
Donaldson em 1953. A Mix de PCR foi otimizada para concentracdo 1X de
tampéo, 2 uM de MgClz, 0,5 uM de dDNTPs, 0,5 uM de iniciadores, 0,25 uM de
Tag polimerase suplementando com agua livre de nuclease para um volume final

de 20 puL para a adicéo de 5 pL de DNA.
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Amplificacdo por PCR foi realizada em um PCR System Thermocycler
(Applied Biosystems) e as condicoes de termociclagem para a PCR
convencional foram: 1 ciclo de 5 min a 94°C; seguido por 30 ciclos de 30 s a
94°C, 45 s a 55°C e 2 min a 72°C; e um ciclo final de 5 min a 72°C.

O produto da amplificacdo foi separado em gel de agarose 1,5% e
fotografado em sistema de documentacdo de gel e o tamanho do produto da
PCR foi visualizado com auxilio do marcador de peso molecular (Ladder). Todos
os amplicons que tiveram amplificacdo no tamanho de ~500 pares de base foram
purificados usando EXxoSAP-IT (Applied Biosystems) e enviados para

sequenciamento de metodologia Sanger, em uma empresa terceirizada.

4.5 Analise
O resultado do sequenciamento foi alinhado pelo ClustalW no software
MegaX, e os contigs foram usados para pesquisar no BlastN a sequéncia mais

semelhante e as espécies cripticas.



21

5. ARTIGO CIENTIFICO REDIGIDO EM INGLES

“A search for cryptic Aspergillus species in the South of Brazil”

Izadora Clezar da Silva Vasconcellos, Juliano de Oliveira Silveira, Cecilia B.

Severo, Odelta dos Santos Allende, Alessandro C. Pasqualotto

Aceito para publicagcédo na Revista “Revista Iberoamericana de Micologia”



22

A search for cryptic Aspergillus species in the South of Brazil

Busqueda de especies cripticas de Aspergillus en el Sur de Brasil

Abstract

Background: The frequency and relevance of cryptic Aspergillus species have
been increasingly recognised, and the identification of such species require the
use of fungal DNA sequencing. Objectives: Identify species of Aspergillus by
sequencing the pB-tubulin gene in search of cryptic Aspergillus species.
Methodology: Clinical culture isolates of Aspergillus were characterized at the
species level, in an attempt to identify cryptic species. Conclusion: Even though
no cryptic species were found, here we reinforce the importance of using
molecular methods to better understand the epidemiology of fungal infections in
tertiary hospitals.

Key words: Aspergillus; cryptic species; molecular biology; DNA sequencing.

Resumen

Background: La frecuencia y relevancia de las especies cripticas de Aspergillus
se han reconocido cada vez mas, y la identificacion de tales especies requiere el
uso de secuenciacion de DNA fungico. Objetivos: Identificar especies de
Aspergillus secuenciando el gen de la B-tubulin para identificar especies cripticas
de Aspergillus. Metodologia: Se caracterizaron aislamientos de cultivo clinico de
Aspergillus a nivel de especie, en un intento por identificar especies cripticas.
Conclusion: Aunque no se encontraron especies cripticas, aqui se refuerza la
importancia de utilizar métodos moleculares para comprender mejor la

epidemiologia de las infecciones fungicas en los hospitales terciarios.

Palabras clave: Aspergillus; especies cripticas; Biologia Molecular;

secuenciacion.
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Cryptic Aspergillus species have become more relevant in clinical practice,
with many demonstrating increased resistance to first-line antifungal agents [1].
Mycologists used to rely on morphological characteristics to identify fungi at the
species level, but in the last decade proper identification of moulds has required
molecular analysis of fungal DNA [8]. Such methodologies are not yet widely used
in developing countries such as Brazil. Therefore, the aim of thestudy was to
identify species of Aspergillus by sequencing the B-tubulin gene toidentify cryptic

Aspergillus species among clinical Aspegillus isolates.

Aspergillus isolates were obtained from cultures of clinical samples of
patients attending Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre for any medical
reason between Jun-Dec 2019. Fungal DNA was extracted from pure cultures
using Maxwell® 16 Blood Nucleic Acid Purification Kit (Promega, Brazil), -
tubulin gene was amplified using the following primers, purchased from
Invitrogen (ThermoFisher Scientific, Brazil): 5
GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 3 (forward) and 5
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 3’ (reverse), as previously described [2].
The amplification products were analyzed on 1.5% agarose gels. Amplicons were
purified using ExoSAP-IT (Applied Biosystems) and sent for DNA Sanger
sequencing. Sequencing results were aligned by ClustalWW in the MegaX
software, and the contigs were used for BlastN with NCBI database in search of
the most similar sequence using parameters of percentage of identity >99% and
E. Value 0.0.

Throughout six months, twenty samples of Aspergillus have been included
in the study, some isolates had to be excluded: four revealed many unresolved
bases that impaired proper assemble of the contigs, and three samples produced
very short readings (2-15 nucleotides). Of the 13 samples identified, A. fumigatus
represented 69.2% of the cases (GenBank accession number: MW478809,
MW478810, MW478811, MW478813, MW478814,

MW478815, MW478818, MW478819) and A. niger 30.7% (GenBank accession
number: MW464654, MW478816, MW478817, MW478820)

Molecular identification has become the cornerstone for the accurate
characterization of moulds at the species level. Despite that, such technologies

are frequently not accessible for the routine clinical mycology laboratory. Only
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two studies have evaluated the frequency of cryptic species in hospital settings
in Brazil, one evaluating large culture collections have found that cryptic species
represented 19% (25/133) of the samples, and 90% of this cryptic species
showed susceptibility to the 3 triazoles tested [4]. A study evaluating the
epidemiology of Aspergillus in patients with Cystic Fibrosis found 96% (51/53)
of A. fumigatus sensu stricto, but no cryptic species were identified [6].
Multinational studies show that the prevalence of Aspergillus are around 10- 15%
[5]. Studies describing cryptic species of Aspergillus used a large collection time
or involved multiple centres, which resulted in a large number of samples [9,5].
Some studies recommend the use of more targets for the identification of cryptic
species of Aspergillus, such as ITS, considered a universal target for filamentous
fungi, and Calmodulin (CaM), which is a more specific marker 3-tubulin, and the
combination of at least two of these markers demonstrate better performance in
the identification of cryptic species [7,3].This is the first study to evaluate
Aspergillus cultures from South of Brazil using fungal DNA sequencing. Cryptic
Aspergillus species were not found, which is probably related to the small sample
size.

In conclusion, characterization of fungal genes such as -tubulin can allow
for the proper identification of the Aspergillus at the species level. Hospitals
should test their own culture collection to determine the frequency of cryptic
species in the Aspergillus genus, as well as in other medically important fungi,

particularly in the presence of antifungal resistance.
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6. CONCLUSOES

As infeccdes fungicas invasivas sdo importantes causas de morbidade

e mortalidade, afetando primordialmente pacientes imunossuprimidos. A
identificacdo desses fungos em nivel de espécie é fundamental para conduzir a
terapia antifungica apropriada, considerando que espécies cripticas
normalmente séo resistentes. Métodos micoldgicos classicos, todavia, ndo séo
ferramentas capazes de caracterizar em nivel de espécie a maioria dos fungos
filamentosos. O sequenciamento de DNA tem se mostrado muito eficaz tanto
na rotina laboratorial com na pesquisa, pois através da analise de regifes
conservadoras é possivel realizar a identificacdo dos fungos a nivel de espécie.
Apesar de ndo ter encontrado nenhuma espécie criptica no nosso

estudo, que provavelmente foi consequéncia do pequeno nimero de amostras,
foi possivel realizar a identificacdo dos fungos corretamente, 0 que nos traz uma
alternativa para quando se tem uma esporulacéo lenta, ou, sobreposicao de
colénias. Além disso, o aprimoramento do diagnéstico de fungos filamentosos
pode trazer uma melhor compreenséo das espécies cripticas. E importante que
os laboratérios estudem os seus bancos de amostras, para conhecimento da
epidemiologia e para auxiliar a tracar um diagndstico correto para o paciente,
como também dos fatores prognésticos, o que contribuira parauma melhor

sobrevida do paciente.
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antiféngica spropriada. Méiodos micodgloss classioos, tedavia, nfo =So femamentas capazes de
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coorte prospecive envolvendo amostra. O disgndstico laboratorial desses fungos serd eakzado por
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Letter to the Editor

A search for oryptic Aspergilius species in South
Braril

Hisquedn de expecies criphicns de Aspengillus en el sur de Brosil
Dear Editor,

Crypetic Aspergills species have become more relevant in clini-
cal practice due to their increased resistance o first -lme antifungal
agents.” Myrcologists used to rely on monphalogical characteris-
tics to identify fungi at the species level, but in the last decade
modecular analyses of DMA have been used for achieving a car-
rect identification.* Sach methodologies are not yet widely used in
developing countries such 2= Brazil Therefore, several clinical iso-
Lates belonging to Aspegilins genus were identified by sequencing
the fi-tubulin gene in order to find cryptic Aspergillus species.

Aspergillus isolates were obtained from cultures of clmical sam-
ples of patients attending Santa Casa de Misericordia de Porto
Ale=gre for amy medical reason between june and December 20149
Fungal DMA was extracted from pure ultures using Maowel™
16 Blood Mucleic Acid Purification Kit [Promega, Brazil), and
B-tubulin gene was amplified wsing, as previously described,”
the following primers, parchased from Invitrogen (ThermoFisher
Scientific, Brazilr COTAACCAAATCCCTCCTCOTTTC | forward) and
ACCCTCALTCTACTCACCCTTC G, [ reverse ). The amplification prod-
wcts were analyzed i 1.5% agarose gels. Amplicons were purified
using ExoSAP-IT (Applied Bicsysterns) and zent for DNA Sanger
seqquencing. Sequencing results were aligned by ClastalVy in the
Begal software, and the contigs were used for BlastN with NCEI
datahase in s=arch of the most similar sequence using paramebers
of percentage of identity >99% and E-value of Ul

Throughout six months, teenty isolates of Aspergilis were
imcluded in the study, but some had to be excluded due to the
muodecular results: four had many unresolved bases that impaired
the proper assemble of the contigs, and wery shaort readings
[2-1% nucleotides) were obtained from the other three. GF the

LE IEr 1 i 4 w1k A 80 T ok

cryptic isalates showing susceptibility to the three triazoles tesbed
A study evaluating the epideminlogy of Axpergitlus in patients with
cystic fibrosis found that S6%( 51/593) of the isolates recovered wers
A. furmigates sensy striche, but no orypiic species were identified
Multinaticnal studies show that the prevalence of Aspergilles is
around 10-15%." Studies describing cryptic species of Aspergillus
spent a long time for collecting the isolates or recruiting multiples
centres, which resulted in a large number of strains.*” Some shad-
ies recommend the use of mare targets to identify cryptic species
af Aspergilius, such as ITS considered a universal target for fila-
mentous fungi, and calmodulin {Cabd]), which is 2 more specific
miarker, &5 [-tubulin, and the combination of at least twao of these
muarkers shows better performance in the identification of oryp=
tic species *7 Thix iz the first study to evaluate Azpergillus cultures
froms Sout b Brazil using fungal DMA sequencng. Cryphic Aspergillus
species were not found, which is probably related to the small sam-
e mize

? In conclusion, the characterization of fungal genes. such as [-
tubulin, allow the proper identification of the Aspergifins at the
spescies lewel Hospitals showld chedk thetr own oalture collection to
determine the frequency of cryptic species in the Aspergillus genus,
a5 well as within other medically important fungal species com-
plexes, particularty if antifungal resistance is already described.
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