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RESUMO

A pimenta preta (Piper nigrum L.) € a especiaria mais consumida no mundo e
durante sua cadeia produtiva, principalmente nas fases de secagem e
armazenamento dos gréos, pode sofrer a contaminacdo por fungos. Os fungos
presentes neste alimento podem causar uma série de prejuizos a saude humana, seja
por meio de substancias toxicas ou por desencadear doencas em individuos com
sistema imune fragilizado, como é o caso da espécie Aspergillus fumigatus que pode
provocar diferentes quadros clinicos em pacientes imunocomprometidos. O objetivo
deste estudo foi avaliar a sensibilidade de A. fumigatus obtidos de amostras
comerciais de pimenta-do-reino em grdo ao fungicida tebuconazol. Avaliou-se o
crescimento do fungo em diferentes concentragdes do fungicida triazol (0, 0.03, 0.5,
2,4, 8, 16 uyg.mL1) e posteriormente realizou-se uma andlise molecular para investigar
possiveis mutacdes no gene CYP51A, buscando-se evidéncias fenotipicas e
genotipicas da resisténcia. Dos 4 isolados analisados, obteve-se valores de ECso
variando entre 0,30 e 0,55 yg.mL?' e um isolado contendo o polimorfismo néo-
sinbnimo M172V no gene CYP51A, comprovando que ndo ha resisténcia de isolados

de A fumigatus amostrados de pimenta-do-reino ao fungicida triazol.

Palavras-chave: fungos ambientais contaminantes de alimentos; resisténcia a

fungicidas agricolas; tebuconazol; Aspergillus fumigatus.



ABSTRACT

Black pepper (Piper nigrum L.) is the most consumed spice in the world and
during the production chain, especially in the drying and storage phases, the grain may
be infected by fungal contaminants. The fungi present in this spice can cause a number
of damages to human health either through toxic substances or by triggering diseases
in individuals with weakened immune system, as is the case of the species Aspergillus
fumigatus that can cause different clinical conditions in immunocompromised patients.
The objective of this study was to evaluate the sensitivity of A. fumigatus from
commercial samples of black pepper in grain to the fungicide tebuconazole. The
growth of the fungus was evaluated at different concentrations of the triazole fungicide
(0,0.03,0.5, 2, 4, 8, 16 yg.mL™1) and subsequently a molecular analysis was performed
to investigate possible mutations in the CYP51A gene, seeking phenotypic and
genotypic evidence of resistance. From the 4 isolates analyzed, ECso values were
obtained ranging between 0.30 and 0.55 yg.mL* and an isolate containing the non-
synonymous polymorphism M172V in the CYP51A gene, proving there is no resistance

of A. fumigatus isolates sampled from black pepper to triazole fungicide.

Keywords: food contaminating environmental fungi; agricultural fungicide resistance;

Tebuconazole; Aspergillus fumigatus.
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1. INTRODUCAO

A cultura da pimenta-do-reino ou pimenta preta (Piper nigrum L.), cujo fruto é
uma especiaria que oferece aroma e sabor diferenciados a alimentos, foi introduzida
no Brasil em 1930, tornando-se, desde entdo, uma alternativa de cultivo para
produtores familiares, especialmente pelo alto valor agregado do produto associado a
alta demanda (MOREIRA et al., 2021). De fato, a cadeia produtiva da pimenta preta e
sua alta empregabilidade é muito relevante para a estabilidade s6cio-econémica da
agricultura familiar brasileira. Destaca-se que em 2018 o Brasil foi 0 segundo maior
produtor e exportador mundial da especiaria (VIDAL, 2020).

Na cadeia produtiva da pimenta-do-reino, as etapas de colheita, secagem e
armazenamento Sao criticas, uma vez que a temperatura, teor de agua e umidade
relativa do ar afetam diretamente a qualidade do produto. Sob temperaturas elevadas
e alto teor de umidade o processo de deterioracdo da especiaria é acelerado,
oportunizando o desenvolvimento de diversos fungos contaminantes (SILVA, 2017).
Os principais géneros de fungos contaminantes de pimenta-do-reino relatados
mundialmente s&o Aspergillus, Penicillium, Rhizopus, Curvularia, Chaetomium,
Eurotium e Mucor, isolados tanto de amostras de pimenta-do-reino moida quanto de
graos (MAHGUBI et al., 2013; MAN et al., 2016). No Brasil, esses mesmos fungos
foram detectados por Gatti et al. (2003), que avaliaram 115 amostras de pimenta preta,
das quais 99% estavam contaminadas com fungos. O género Aspergillus foi o mais
frequente entre os fungos contaminantes, detectado em 53,5% das amostras. Em
outro estudo brasileiro, Freire et al. (2000) detectaram Aspergillus como género
predominante entre 46 amostras de pimenta-do-reino.

Dentro do género Aspergillus, A. fumigatus esta entre as mais importantes
dentre as espécies comumente detectadas em amostras de pimenta preta
contaminadas com fungos em paises produtores de especiarias, seguida de A. flavus
toxigénico e A. niger (YOGENDRARAJAH et al., 2014 MAN et al.,2016). No estudo
brasileiro de Gatti et al. (2003), A. fumigatus representou 6,54% das espécies fungicas
detectadas em amostras de pimenta preta. O principal motivo da importancia da
espécie A.fumigatus decorre pelo fato que este fungo é um patégeno oportunista
humano, causando a aspergilose, uma doenca respiratoria adquirida ambientalmente,

a qual afeta cerca de 4,8 milhdes de pessoas no mundo (GARCIA et al., 2018; WANG
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et al., 2022; YOGENDRARAJAH et al., 2014). Esta doenca afeta principalmente
pacientes com comorbidades pulmonares ou imunocomprometidos, em tratamentos
de canceres. A aspergilose nao tratada, e especialmente a aspergilose invasiva que
€ a manifestacdo mais grave da infeccdo, € a principal causa de mortalidade nesses
pacientes (HOLLOMON, 2017). Recentemente a aspergilose também tem sido
relatada em pacientes internados com Covid-19 (FRAAIJE, et al., 2020).

Para o tratamento da aspergilose séo utilizados farmacos fungicidas a base de
azolis. Entretanto, h4 relatos de perda de eficacia deste farmaco associada a
emergéncia de linhagens resistentes de A. fumigatus, nas quais foram detectadas
mutacdes no gene CYP51A que resultaram em alteracfes de aminoacidos na proteina
alvo do fungicida (BERGER, et al., 2017). Ha evidéncias de que algumas dessas
mutacdes no gene CYP51A podem ter emergido ndo apenas em resposta ao uso
prolongado desses farmacos, mas também a pulverizacdo de fungicidas triazéis na
agricultura, usados para combater fungos patogénicos de plantas (BURKS, et al.,
2021). Assim, a emergéncia de linhagens de A. fumigatus resistentes aos azois no
ambiente deve ser entendida como efeito secundario das pulveriza¢cbes agricolas de
triazbis no campo, uma vez que o fungo nao é patdégeno de planta.

Subsequentemente, essas linhagens de A. fumigatus resistentes aos azois
selecionadas no campo, podem se associar a produtos da agricultura, como a
pimenta-do-reino, e contamina-los em algum passo da cadeia produtiva industrial e
comercial (BRUNN et al., 2022; SILVA, 2017).

No caso especifico de especiarias como a pimenta-do-reino, até 0 momento se
desconhece estudos no pais ou no mundo que demonstrem a contaminacdo do
produto com linhagens de A. fumigatus resistentes a azois.

Nesse contexto, a proposta de pesquisa é uma iniciativa relevante de
monitoramento da contaminacdo de amostras comerciais de pimenta preta no Brasil
por linhagens de A. fumigatus resistentes a triazdis, cujos resultados poderéao
evidenciar riscos potenciais ao consumo, com consequéncias a saude da populacao
imunocomprometida.

Por conseguinte, o objetivo deste estudo € avaliar a sensibilidade do fungo A.
fumigatus obtidos de amostras comerciais de pimenta preta em grados a fungicida

triazol, buscando-se evidéncias fenotipicas e genotipicas da resisténcia.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. ASPECTOS GERAIS E PRODUQAO DA PIMENTA-DO-REINO

A pimenta-do-reino (Piper nigrum L.) € uma espécie semi-lenhosa, perene e
trepadeira, pertencente a familia Piperaceae, de origem asiatica, € cultivada no Brasil
nos estados do Par4, Bahia e Espirito Santo, os quais possuem condi¢cfes de clima,
umidade e solo favoraveis para o estabelecimento de campos comerciais da
especiaria (IBGE, 2021; (PARACAMPO et al., 2022). O clima ideal para seu
desenvolvimento € o quente Umido, com precipitagdo pluviométrica anual superior a
1800 mm, umidade relativa do ar acima de 80% e temperatura média variando de 25
a 27°C. Além do mais, como outras espécies trepadeiras, a pimenteira demanda de
suportes para seu bom desenvolvimentos, esses podendo ser um tutor vivo como a
gliricidia (Gliricidia sepium) e nim (Azadirachta indica), ou um tutor morto como a
macaranduba (Manilkara huberi Standley) e jarana (Holopyxidium jarana Huber
Ducke) (EMBRAPA, 2004).

No estado do Espirito Santo as principais cultivares comerciais sao: Bragantina
BR-124, lacara, Guajarina BR-353, Kottanadan e Cingapura BR-019. Com finalidade
industrial é preferivel cultivar Kottanadan, para extracdo de oleorresina e 6leos
essenciais. Em cultivos consorciados com milho e feijdo, pode se utilizar a cultivar
Bragantina, para geracdo de renda no periodo inicial da lavoura (DRAGO et al.,
2018;(ALIXANDRE et al., 2022).

Existem mais de 100 variedades de pimenta-do-reino conhecidas
mundialmente, mesmo que poucas sejam utilizadas comercialmente, essa
diversidade € um importante banco de dados para o melhoramento genético
(KRISHNAMOORTHY; PARTHASARATHY, 2010), principalmente pelo motivo que a
doenca mais importante da pimenta-do-reino, a fusariose (Fusarium solani f. sp.
piperis Albuqg.), ndo possui nenhuma medida eficiente de controle, elucidando a
necessidade de cultivares com alto rendimento, resisténcia a estresses bibticos e
abidticos, associados a bons parametros de qualidade (GOMES FILHO; SANTOS;
AMORIM, 2020).
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2.2. CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA DA PIMENTA-DO-REINO

O solo e o ar sdo as principais fontes de ino6culo que podem causar a
contaminacgao microbioldgica em especiarias durante o periodo de producéo agricola,
como também, o contagio pode ocorrer nas fases de processamento,
armazenamento, distribuicdo e comercializagdo do condimento. Na pimenta-do-reino
h& uma prevaléncia da contaminacéo por fungos que foram aerotransportados (RANI
SK & SAXENA 2022), essas particulas depositadas nas plantas sdo capazes de
sobreviver as fases de secagem e armazenamento, as quais submetidas a
temperatura ambiente em climas tropicais e por periodos prolongados, favorecem o
crescimento fungico (NGUEGWOUO et al., 2018).

Como o padréao de consumo da pimenta-do-reino ndo passa por um processo
de coccdo (polvilhado), o condimento é potencialmente uma fonte de doencas
transmitidas por alimentos (DTASs), dentre os agentes etiol6gicos, as bactérias se
sobressaem entre as DTAs, mas no Brasil as condicfes séo favoraveis a proliferacao
de fungos que podem contaminar os alimentos, sobretudo o género Aspergillus spp.
gue representa um risco a saude humana por ter representantes toxigénicos com A.
flavus que produz aflatoxinas e agentes que acarretam infec¢des respiratérias como
A. fumigatus (OLIVEIRA et al., 2016; COSTA et al.,2020; FAO & WHO, 2020).

2.3. FUNGICIDA TEBUCONAZOL

Dentre os defensivos agricolas, os fungicidas se destacam por perfazerem 20%
do total de agroquimicos aplicados (SINDIVEG, 2022). A nivel mundial, a classe dos
triazbéis compde o maior € mais importante grupo de produtos que visam o controle de
fungos em animais e plantas, inclusive sé&o os fungicidas mais utilizados na agricultura
(GRAIN, 2019).

Desde 1992, o composto triazolico tebuconazol ( 1-(4-clorofenil)-4,4-dimetil-3-
(1,2,4-triazol-1-il metil)pentan-3-ol) é pulverizado em diversas culturas como soja,
milho, arroz, frutas e vegetais (LEE; LEE; PARK, 2023; PODBIELSKA et al., 2023).
Esse ingrediente ativo atua como fungicida sistémico, o qual ao ser aplicado na planta
€ translocado por meio da seiva atingindo todos os tecidos, promovendo uma
atividade protetora quando ainda ndo houve infec¢cdo do patégeno, e curativa no
momento que a infecgao estiver estabelecida (FORCELLINI, 1994; ARRIEL, 2018)

O tebuconazol possui um tempo necessério para dissipagdo de 50% (meia

vida) variando de 49 a 610 dias em condi¢cBes aerdbias, seu uso frequente propicia o
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acumulo em solos e pode causar riscos em seu ecossistema e em aguas superficiais
e subterraneas (TRUONG; DUYEN; VAN TOI, 2021). A exposicao desse fungicida de
amplo espectro é toxico para muitas espécies nao-alvo que sofrem pela mesma acéo
no sitio especifico e sdo selecionadas, tornando-se resistentes (CAO et al., 2020).
Além do mais, a longo prazo, esse composto pode ser classificado como um possivel
produto cancerigeno, hepatotoxicos e cardiotoxicos (SANTOS-MIRANDA et al.,
2022).

2.4. Aspergillus fumigatus E ASPERGILOSE

Descrita pela primeira vez, em 1863, pelo médico alem&o Georg Fresenius, a
espécie Aspergillus fumigatus pertence ao género Aspergillus, a familia
Aspergillaceae, a classe Ascomicetos e a subclasse Euascomycetae. Seu epiteto
especifico fumigatus provém do latim "fumigave” que significa fumacga e faz alusao ao
seu micélio de aspecto aveludado e coloracdo azul acinzentada (CARVALHO, 2013).

Esse fungo saprofitico e cosmopolita € bem adaptado e majoritariamente se
reproduz de forma assexuada (anamorfica), produzindo um grande numero de
pequenos esporos (conidios) transportados pelo ar e que podem sobreviver a uma
ampla gama de condi¢cdes ambientais e, portanto, sdo abundantes na agua, solo e
matéria organica em decomposicdo, da mesma forma, sdo capazes de serem
encontrados em outros habitats como na vegetacdo, poeira doméstica, ambientes
hospitalares e em alimentos, principalmente os ndo cozidos (SA, 2018; MADIGAN., et
al., 2004;ABAD et al., 2010). Além do mais, A. fumigatus € um patégeno oportunista
e estd entre as principais causas de infeccdo grave em individuos
imunocomprometidos (KULAS et al., 2021), ocasionando um quadro clinico conhecido
como Aspergilose, o qual também pode ser provocado, embora em menor frequéncia,
por outras espécies de Aspergillus, como Aspergillus flavus, Aspergillus niger e
Aspergillus oryzae (VERGARA et al., 2015);(ABREU et al., 2022).

O termo Aspergilose refere-se a um quadro de manifestacdes clinicas e
radiologicas que dependem diretamente do estado imunolégico do paciente. No
pulméo a enfermidade pode provocar desde a inflamacéo local das vias aéreas até
infeccbes mais graves como o Aspergiloma, aspergilose broncopulmonar alérgica
(ABPA), aspergilose pulmonar crénica (CPA) e aspergilose invasiva (Al)
(BEISSWENGER; HESS; BALS, 2012; KOREN FERNANDEZ et al., 2014). No geral

a propagacdo pode ocorrer quando 0s esporos sao depositados em rupturas
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mucocutaneas (queimaduras e traumas) ou pela porta de entrada mais comum, a
inalacdo de conidios (CHALLA, 2018). Estima-se que os seres humanos inalem de
100 a 1000 conidios por dia e devido ao seu tamanho microscépico de 2 a 4
micrdmetros, assim determinados esporos podem atingir os alvéolos pulmonares
(SHEMESH et al.,, 2017); CHIARATTO, 2019).A exposicdo aos conidios é
insignificante quando o sistema imunoldégico do individuo estiver intacto, pois as
células epiteliais das vias aéreas e os macrofagos alveolares séo responsaveis pela
sua eliminacdo (FORTUN et al., 2012; WIEDNER et al., 2012). Por consequéncia, a
doenca tem sido frequentemente relatada em pacientes com imunossupressao ou
falhas da resposta imune celular, os quais incluem individuos submetidos a
transplante de medula 6ssea (TMO), transplante de 6rgaos solidos, portadores de
infecgdo avangada por HIV, pacientes com leucemia aguda e pessoas em tratamentos
de cancer (ALMALIKI et al., 2023; CARNEIRO et al., 2008) MURRAY et al., 2022).

As diversas formas clinicas de Aspergilose sao tratadas com antifingicos e em
casos especificos, cirurgias sdo necessarias para a retirada de aspergilomas
(MAERTENS et al.,, 2016). Para o tratamento sdo empregados trés classes de
antifingicos: os poliénicos (Anfotericina B); as equinocandinas (Caspofungina e
micafungina); e os triazdis ( Voriconazol, Itraconazol e posaconazol). Para casos de
CPA, por exemplo, é recomendado o uso de esteroides e terapia antifingica de longo
prazo, geralmente com um agente azolico ou triazolico (ROCHA, 2019). O tratamento
de primeira linha para esse quadro pode chegar a 6 meses com administracdo de
Itraconazol 200 mg duas vezes ao dia e voriconazol intravenoso 6 mg/kg a cada 12
horas, seguido pela dose de manutencdo de 4 mg/kg a cada 12 horas. Em
comparacao, em reacoes de hipersensibilidade do pulméo aos esporos de Aspergillus
spp (ABPA), é ministrado por cerca de 5 semanas, itraconazol 200 mg duas vezes ao
dia e o corticoide Prednisolona 0,5 mg/kg/dia (RUSSO et al., 2020). Mesmo que ha
disponibilidade dessas drogas, muitas terapias estdo se mostrando ineficiente, seja
pelo uso frequente desses medicamentos que possibilita o surgimento de isolados
resistentes ou pelos isolados ambientais resistentes que surgem em decorréncia do
uso excessivo desta classe de antifingicos na agricultura, sendo que essa situagéo é
um problema atual e representa grande ameaca para pacientes, principalmente os
imunossuprimidos (Figura 1) (DOS REIS et al., 2023).
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Figura 1. Como Aspergillus desenvolve resisténcia aos compostos azdlicos e causa

doencas

COMO ASPERGILLUS DESENVOLVE RESISTENCIA A
0S COMPOSTOS AZOTICOS E CAUSA DOENCAS

NO CAMPO ' | \ NO PACIENTE

/ 0
" FUNGICIDAS

Aspergillus fumigatus (4. fumigatus)
AZ0LICOS E ¢ um fungo cosmopolita, abundante no ar. & ANTIFDNGIC0S

‘ Algumas pessoas ao respirarem seus esporos AZOLICOS
g

podem desenvolver doengas graves.
0s fungicidas azélicos muitas vezes sao usados para
eliminar fungos fitopatogénicos.
Esses fungicidas sao semelhantes aos antifingicos usados para
tratamento de doengas causadas por A fumigatus

Alguns pacientes com infecgdes erdnicas causas por
A fumigatus precisam tomar os antifiingicos azélicos
por um longo tempo.

o : 0s antifiingicos azolicos matam a maioria dos
0s fungicidas azolicos mata rte d
1 /:?nl:;;tus - m.'.::: x;o;apr:ela > A fumigatus do corpo, mas eventualmente o fungo pode
resistente consegue sobreviver e se multiplca se tornar resistente a medicacao e se multiplicar

Pessoas com sistema imunoldgico enfraquecido podem ser infectados por
A fumigatus resistentes ao respira-lds do ambiente ou desenvolvendo esse carater em seus corpos.
Essas infeccao sao dificeis de tratar e ameacam a vida

Fonte: Adaptado de CDC (2022).

2.5. RESISTENCIA AOS TRIAZOIS

O primeiro composto azélico com atividade antifungica foi evidenciado entre as
décadas de 1940 e 1950, desde entdo, sdo amplamente utilizados no combate de
infec¢Bes fungicas nos ambientes clinicos e na agricultura sdo usados na protecao de
cultivos (DRASKAU; SVINGEN, 2022). Desse modo, o tebuconazol, uma das
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principais substancias azoélicas frequentemente empregadas nos cereais (HRYNKO et
al., 2023) e o itraconazol, um antifangico clinico utilizado a mais de 30 anos (QI et al.,
2023), embora possuam estruturas quimicas distintas, compartilham o anel azdlico,
triazol, o responséavel pela ligacdo da enzima alvo CYP51 (VERWEIJ et al., 2022).
Esses compostos sdo conhecidos como inibidores de desmetilagdo de esterbis
(DMiIs), possuem efeito fungistatico e atuam no mesmo alvo na célula fangica, o
Lanosterol 14a-desmetilase (ERG11 em Saccharomyces cerevisiae e CYP51A em
Aspergillus fumigatus), essa enzima é reguladora da biossintese do principal esteroide
fungico, o ergosterol (BERGER et al., 2017; DOUGHTY et al., 2021). Com a inativacao
do CYP51A, o lanosterol € acumulado e posteriormente sofre a atividade da A-5,6-
desaturase, produzindo uma alta concentracdo de lanosterol desmetilado que € um
esteroide téxico para célula, visto que afeta a estrutura da membrana levando a sua
fluidez e permeabilidade (SUETH-SANTIAGO et al., 2015).

De acordo com o Comité de Acdo a Resisténcia a Fungicidas (FRAC), a
resisténcia € definida como uma reducéo adquirida e hereditaria na sensibilidade de
um fungo a um agente antifungico ou fungicida especifico. A resisténcia pode ser
classificada como primaria ou secundaria, ambas ocorrem com 0S compostos
azélicos. No primeiro caso, a caracteristica depende diretamente do microrganismo
sendo este resistente a uma substancia antes da exposicdo e, a resisténcia
secundaria decorre em resposta a exposi¢ao a um agente antifingico, a qual pode se
desenvolver por varios mecanismos como (1) mutacdes no gene que codificam a
enzima alvo ou sua superexpressao, (2) aumento da expressao da bomba de efluxo
ou (3) por alterac@es celulares que conferem tolerancia ao estresse ou toxicidade das
drogas (GARCIA-RUBIO; MONTEIRO; MELLADO, 2021; SUETH-SANTIAGO et al.,
2015).

3. MATERIAL E METODOS

3.1. AMOSTRAS

Para obter as populagdes de Aspergillus fumigatus, adquiriu-se em mercados
e armazéns do municipio de Ilha Solteira, no periodo de outubro de 2021, quatro
amostras comerciais de pimenta do reino em grao, provenientes de diferentes

fornecedores e regides do estado de Séo Paulo (Tabela 1).
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As amostras foram transportadas ao laboratério de fitopatologia molecular da
Faculdade de Engenharia (FEIS/UNESP), em llha Solteira, onde as amostras foram

armazenadas em temperatura ambiente sob condi¢des laboratoriais.

Tabela 1. Amostras utilizadas para a obtencdo de Aspergillus fumigatus.

Amostra Origem
1 Estrela D’Oeste-SP
2 llha Solteira-SP
3 Mirassol-SP
4 Neves Paulista-SP

3.2. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA E ISOLAMENTO DE Aspergillus fumigatus

Empregou-se a técnica de plaqueamento direto recomendada por Pitt &
Hocking (2009) para processamento de amostras de alimentos visando a deteccao de
fungos. Realizou-se a disposicédo de cinco graos equidistantes de pimenta do reino
em placas contendo meio batata dextrose agar (BDA), as quais foram incubadas a
duas temperaturas distintas, a 25°C por 5-7 dias e a 37°C por 5-7 dias,
posteriormente a contaminacgao fungica foi expressa em porcentagem (%), frisando-
se que a nivel de género, foi realizada apenas as identificacdes macro e
micromorfolégicas.

Apés incubacdo, as colbnias individuais de cada placa de BDA foram
transferidas para cultivo em meio de extrato de malte agar (MEA) e incubadas
novamente nas condicbes supracitadas (PITT & HOCKING, 2009). Para a
identificacdo preliminar de que as colbnias obtidas sdo tipicas de A. fumigatus, foram
observadas as caracteristicas fenotipicas da coldnia (cor, cor reversa, superficie,
margem, elevacao, forma, presenca de exsudatos e forma das estruturas fangicas),
de acordo com Pitt & Hocking (2009), os registros foram documentadas digitalmente.
Subsequente, analisou-se as caracteristicas das estruturas fungicas microscépicas
produzidas pelos isolados obtidos para inferir sobre sua semelhanca com estruturas
morfologicas tipicas de A. fumigatus. Para isso uma porgcéao de micélio de cada colonia
sera transferida para laminas de vidro com azul algoddo diluido para andlises e

medi¢Bes microscopicas.
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Para armazenamento a longo prazo, colénias jovens do fungo foram
transferidas em discos de papel filtro esterelizados de 0,5 cm de diametro sob meio
BDA e incubados a 37°C por 5-7 dias até colonizacdo completa pelo micélio fangico.
Os fragmentos de papel colonizados foram transferidos para criotubos com silica gel
para criopreservacao a -20 °C.

3.3. IDENTIFICACAO MOLECULAR

Para identificar os isolados selecionados a nivel de espécie, submeteu-os a um
ensaio de PCR, para o qual fragmentos de micélio com 2 cm? foram coletados de
coldnias cultivadas em meio BDA por 3 dias a 37°C e posteriormente liofilizados. O
DNA genbdmico foi extraido do micélio liofilizado utilizando o kit Wizard® Genomic DNA
Purification (Promega, EUA). O DNA foi quantificado em um espectrofotdmetro
Nanodrop® 2000c (Thermo Fisher Scientific, EUA) e diluido para concentracao final
de 25 ng pL2.

O procedimento de PCR operado foi a identificacdo rapida de A. fumigatus,
descrito por Serrano et al., (2011). Empregou-se os primers de B-tubulina (Tabela 2)
e as amplificacdes foram realizadas em um termociclador ProFlex PCR (Applied
Biosystems, EUA), sob as seguintes condi¢fes: uma desnaturagao inicial de 5 min a
95°C, seguida por 35 ciclos segmentados em desnaturacdo a 94°C durante 30
segundos; anelamento a 59,7°C durante 1 min e uma extenséao a 72°C por 1,5 min e
uma extenséao final a 72°C durante 7 min. Com isso, identificou-se um total de 16
isolados de A. fumigatus,

Tabela 2. Primers de PCR direto (F) e reverso (R) empregados para a identificacédo
de Aspergillus fumigatus e Primers PCR direto (F) e reverso (R) empregados para
avaliacdo de variacdo no gene CYP51A relacionado a resisténcia a fungicidas triazéis

em A. fumigatus

Comprimento

Alvo Primers (5’-3") do fragmento

Referéncia

B-tubulina-F TGACGGGTGATTGGGATCTC
B-tubulina 198 bp
B-tubulina-R CGTCCGCTTCTTCCTTGTTT

(SERRANO et al., 2001)

51AF1 GGAGAAGGAAAGAAGCACTCT
CYP51A 2040 bp (FRAAIJE et al.,2020)
51AR1 CTGTCTCACTTGGATGTG
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3.4. TESTE DE SENSIBILIDADE AO FUNGICIDA TEBUCONAZOL

Os isolados confirmados de A. fumigatus foram submetidos a um teste para
calcular a concentracao efetiva para inibir 50% da atividade do patégeno (ECso), para
o fungicida Tebuconazol.

As culturas preservadas a -20°C de A. fumigatus foram reativadas em meio
BDA e incubadas a 37°C, por 72h. Posteriormente, foram transferidos para novas
placas de meio BDA suplementadas com diferentes concentracdes do fungicida, O,
0.03, 0.5, 2, 4, 8, 16 yg.mL* (BRACKIN et al., 2020). Essas placas foram vedadas
com Parafilm® e incubadas a 37°C por 48 a 72 h , para a mensuragao do crescimento
micelial das colénias e o célculo para determinar a ECso foi estimada utilizando o
pacote do Software R studio ec50estimator atrelado a biblioteca dcr para a analise de
curva gerada em relacéo as doses.

Obtendo-se os valores de sensibilidade do fungicida (ECso), 0s isolados foram
submetidos a uma andlise de variacdo no gene alvo CYP51A. Para esse propdsito,
conduziu-se a metodologia de Fraaije et al. (2020), no ensaio PCR utilizou-se os
primers CYP51A 51AF1 e CYP51A 51AR1 (complemento da Tabela 2), as condicbes
de ciclo total para o par de primers foram uma desnaturacéo inicial de 5 min a 95°C,
seguida por 35 ciclos segmentados em desnaturacao a 94°C durante 30 segundos;
anelamento a 59°C por 1 min e uma extensao a 72°C por 1,5 min e uma extensao
final a 72°C durante 7 min.

Os produtos de PCR foram purificados e sequenciados e purificados pela
empresa Macrogen (Coréia do Sul), posteriormente, as sequéncias de DNA foram
analisadas utilizando o Geneious R 9.0.5 (Biomatters, Auckland, Nova Zelandia) e
comparadas com as sequéncias CYP51A-rDNA de uma espécie de Aspergillus
fumigatus sensivel a az6is (MG972984) (HARE et al., 2019) disponivel no banco de
dados GenBank/NCBI.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os géneros encontrados na pimenta do reino em grao foram Rhizopus spp
(47%), Aspergillus spp. (36%), Mucor spp. (11%), Penicillium spp. (3%), Epiccocum
spp. (25%) e Curvularia spp (1%) (Figura 2). NURTJAHJA et al., (2019) em um estudo

realizado na Indonésia evidenciaram que entre 10 especiarias avaliadas, o maior


https://paperpile.com/c/w26efs/dlnJ
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namero de isolados fangicos deriva da pimenta do reino, com prevaléncia do género
Aspergillus, sobretudo as espécies A. niger e A. fumigatus. Em outros estudos
realizados no Brasil e Ird, também foi constatado o predominio de Aspergillus nesse
condimento (GARCIA; MALLMANN; COPETTI, 2018; MANSOURI et al., 2015), de
forma que a maior frequéncia de Rhizopus no presente trabalho decorre de sua alta
capacidade saprofitica e rapido crescimento (BAGGIO, 2012). Comparando-se com
outras especiarias, a pimenta do reino é constantemente a mais colonizada por
fungos, pois além de fatores como o local de origem, processamento e
armazenamento, muitos condimentos possuem compostos antimicrobianos como o
aldeido cinamico, presente na canela, enquanto a superficie enrugada da pimenta do

reino torna-se um local ideal para o crescimento fungico (NORDIN et al., 2022).

Figura 2. Frequéncia de géneros fungicos identificados de 4 amostras comerciais de

pimenta do reino em grao
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Ao destrinchar a frequéncia total dos géneros fangicos nas temperaturas de
25°C e 37°C (Figura 3), nota-se que Rhizopus e Aspergillus tiveram um
comportamento semelhante nas duas temperaturas, ja Mucor por sua vez apresentou
um crescimento mais pronunciado a 37°C, nesta mesma temperatura, ocorreu uma
reducao na frequéncia de Penicillium e auséncia dos géneros Epiccoum e Curvularia.

Assim como Aspergillus e Rhizopus, Mucor € um fungo termotolerante, podendo
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crescer em uma faixa de 10 a 55°C enquanto a temperatura 6tima de crescimento de
Epiccocum é em torno de 20°C (CHRISTOVA;SLAVOV, 2021 ; HOFFMANN;
DISCHER; VOIGT, 2007)

Figura 3. Frequéncia dos géneros fungicos identificados nas temperaturas de a) 25°C
e b) 37°C
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Dentro do género Aspergillus spp foram evidenciados 16 isolados de
Aspergillus fumigatus (Figura 4) dos quais 10 isolados foram obtidos da amostra 4
(IAAG61, IA4G62, IAAGA4AL, IAAG4A2, 1AAG42, 1AAG3], 1A4G32, 1A4G34, 1AAGH0 e
IA4G13) e 6 da amostra 3 (IA3G32, IA3G3V, IA3G3V1, IA3G6V1, IA3G90 e IA3G92),
nas amostras 1 e 2 nao foi constatado nenhum isolado do patégeno. Esse

contrastante é multifatorial, visto que além das boas préticas agricolas, colheita,
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secagem e manutenc¢do da atividade de agua durante as fases de armazenamento,
transporte e comercializacdo, os fungos podem estar na superficie da pimenta do
reino e ainda que o grao esteja na umidade adequada (menor igual a 12%), o género
Aspergillus é xerofilo, logo, mesmo em condicbes adversas, 0os esporos fungicos
podem permanecer viaveis (Copetti et al. 2011 ; Silva 2017).

Figura 4. Colonia jovem de Aspergillus spp de pimenta-do-reino em meio de MEA (a

esquerda) e aspecto morfolégico das estruturas do fungo A. fumigatus observadas em

microscopia éptica (a direita).

O fungicida tebuconazol promoveu a redugao do crescimento micelial do fungo
conforme o aumento da concentracéo do ingrediente ativo (Figura 5). Para os isolados
IA4G5 e IA4G3.1 a concentracdo inibitéria minima (CIM) foi 16 mg.L?, cenario
divergente para IA3G3V no qual a CIM foi 8 mg.L e para 1A3G32V que foi de 4 mg.L-
! (Tabela 3). Os valores da CIM de 16 mg.L* foram constatados por Chen et al.
(2018) em dois isolados ambientais de A. fumigatus que se averiguaram resistentes
ao tebuconazol, enquanto nos isolados sensiveis ao fungicida a CIM foi variavel entre
1 e 2 mg.L?, paraisolados clinicos expostos ao tebuconazol, a CIM resultou em > 32

mg.L! em cepas resistentes e os sensiveis variaram entre 0,5 a 4 mg.L™2.

Figura 5. Isolado 1A3G32V em meio BDA com concentracdes gradativas de
tebuconazol, 0, 0.03, 0.5, 2, 4, 8, 16 ug. mL%, no qual o primeiro fragmento ndo se
depositou o produto e o ultimo detinha a maior concentracao.
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Tabela 3. Avaliagdo da sensibilidade in vitro de isolados de Aspergillus fumigatus
submetidos a doses crescentes do fungicida DMI tebuconazol.

Crescimento micelial relativo (%)

Isolado
Concentracao (ppm) 0 0,03 0,5 2 4 8 16
IA4G5 100,00 84,12 49,45 16,10 11,00 1,90 0,00
IA4G3.1 100,00 84,59 39,32 15,18 6,68 3,31 0,00
IA3G3V 100,00 82,59 39,82 14,15 1,02 0,00 0,00
IA3G32V 100,00 79,35 37,99 12,09 0,00 0,00 0,00

Por meio da fenotipagem de sensibilidade ao tebuconazol, obteve-se os valores
de ECso (Figura 6). Os isolados IA3G3V, IA3G32V e IA4G3.1 apresentaram valores
semelhantes de ECso (0,30, 0,30 e 0, 31ug.mL?) enquanto IA4G5 devolveu um valor
superior de 0,55 yg. mL?. Jorgensen et al., (2021) compararam a ECso de isolados
clinicos de A. fumigatus com e sem mutagfes de resisténcia alcancando os valores
de 32 e 4 yg.mL?, enquanto em isolados de A. fumigatus amostrados de solos de
campos de trigo comerciais ha Alemanha, Franca e Reino Unido o valor de corte do
tebuconazol foi de 3,0 ug.mL* (FRAAIJE et al., 2020). Embora esses resultados sejam
discrepantes, atualmente ndo ha valores de corte para definir a resisténcia ao
tebuconazol (ZHOU et al., 2021), como também néo ha estudos que evidenciem a
resisténcia a triaz6is em A. fumigatus amostrados de fontes alimenticias.

Constata-se a relevancia e necessidade de futuras pesquisas envolvendo
essas tematicas visto que muitas cepas clinicas de A. fumigatus resistente aos triazéis
foram propostas como originadas ambientalmente e dispersas a longas distancias
(YANG et al., 2022) e ha evidéncias que a exposi¢cao do tebuconazol em ambientes
agricola a esse patdgeno oportunista pode induzir a resisténcia ao itraconazol,
voriconazol e posaconazol, os principais medicamentos usados no tratamento da
aspergilose (CUI et al., 2019).
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Figura 6. Curva dose-resposta do crescimento micelial relativo e ECso (em ug. mL™?)

de isolados de A. fumigatus em pimenta-do-reino
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A andlise de variacao do gene CYP51A revelou um polimorfismo néo-sinébnimo
M172V. Polimorfismos ou as mutagbes nao-sinbnimas decorrem a partir da
substituicdo de um aminoacido na cadeia polipeptidica que no presente estudo
apresenta-se no isolado IA3G32V na referéncia MG972984 com a modificacdo da
metionina pela valina (Figura 7). Desde 2001, uma combinacdo de substituicdo de
aminoécidos do gene CYP51A ( M172V, N248T, D255E, F46Y e E427K) tem sido
frequentemente relatada no mundo e apresentando diferentes perfis de
suscetibilidade a triazéis (GARCIA-RUBIO et al., 2018). Lavergne et al., (2019)
identificaram uma cepa de A. fumigatus com F46Y/M172VIN248T/D255E/E427K
suscetivel a azéis, enquanto Xu et al., (2020) identificaram uma cepa resistente a dois
triazois clinicos que continha o polimorfismo M172V. Embora hé registros de isolados
tanto resistentes quanto suscetiveis que possuam essas modificacbes (FRAAIJE et
al., 2020; SABINO et al., 2015), nenhum desses polimorfismos é correlacionado com

um fenaotipo de resisténcia a triazois (SIMON et al., 2021).


https://paperpile.com/c/w26efs/PE8i
https://paperpile.com/c/w26efs/CM1L
https://paperpile.com/c/w26efs/oGOq
https://paperpile.com/c/w26efs/9DeT+sYsQ
https://paperpile.com/c/w26efs/9DeT+sYsQ
https://paperpile.com/c/w26efs/kcGP
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Figura 7. Comparacéo de segmentos do gene CYP51A de isolados de A. fumigatus

com representantes suscetiveis (MG972984 e IA3C6) ao tebuconazol
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5. CONCLUSOES

A prevaléncia de A. fumigatus em alimentos comercializados representa um
risco a salde humana, principalmente a de individuos imunocomprometidos.

N&o se verificou a resisténcia ao tebuconzaol em isolados de Aspergillus
fumigatus obtidos de amostras de pimenta-do-reino em grao. Contudo, as diferencas
de sensibilidade ao triazol indicam uma possivel ameaca no futuro.

Frisa-se a importancia de estudos que visem a deteccdo de Aspergillus
fumigatus e de seu perfil de sensibilidade a azdéis farmacos e agricolas em amostras
de alimentos que sdo consumidas in natura, como também investigar possiveis

métodos de desinfeccao para eliminagéo do fungo.
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