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RESUMO

Aspergillus ¢ um género de fungos filamentosos ubiquos, presentes em diversos
ecossistemas e reconhecido por atuar como patégeno oportunista de humanos, plantas e
animais. Nas ultimas décadas, relatos de resisténcia das cepas aos antifingicos
recomendados para uso terapéutico vém aumentando, ¢ o ambiente tem se mostrado
importante nessas altas taxas. Acredita-se que uso de azol na agricultura induz a
resisténcia cruzada aos medicamentos de mesma classe farmacoldgica, neste cendrio,
residuos azolicos sdo escoados pelos efluentes e desembocam em estudrios e oceanos,
podendo exercer pressdo de selecdo aos isolados de Aspergillus spp. presente nesses
ambientes costeiros. Portanto, o objetivo desta dissertacdo foi determinar a taxa de
isolamento de Aspergillus spp. em amostras de 4gua de um ecossistema costeiro e sua
relagdo com caracteristicas abioticas, e em adigdo, determinar o perfil de susceptibilidade
antifungica dos isolados a farmacos de elei¢do para tratamento da aspergilose. Para isso,
foram coletadas mensalmente amostras de agua em trés sitios ambientais, localizados no
(1) estuario médio da Lagoa dos Patos, (2) desembocadura da lagoa e (3) praia do Cassino
em Rio Grande, RS - Brasil, durante 25 meses, sendo os parametros abioticos dos locais
determinados em cada coleta. Os pardmetros abiodticos entre os sitios de amostragem,
frequéncia de coletas positivas de Aspergillus, secdes e influéncia desses parametros no
isolamento fungico foram determinados, bem com a susceptibilidade antifungica.
Aspergillus spp. foi detectado em 44% das coletas (n=33/75) e totalizou 67 isolados,
sendo eles 59.7% Fumigati, 22.3% Flavi e 17.9% Nigri. O sitio de coleta com maior taxa
de Aspergillus spp. foi o estuario (39,4%) seguido da praia 36.4% e desembocadura da
lagoa (24.2%), embora sem diferenca estatistica. Pardmetros como séston, oxigénio
dissolvido e turbidez influenciaram no isolamento das se¢des de Aspergillus. A resisténcia
foi encontrada em 3% (2/67) dos isolados, pertencentes a secdo Nigri. Estudos de
deteccao e resisténcia de Aspergillus em ecossistemas aquaticos sao raros na literatura. O
presente trabalho demonstra que ambientes aquaticos podem servir como fonte de
infeccdo, além de agregar dados dos parametros abioticos para Aspergillus spp. e relatar
a presenca de isolados resistentes em ambiente costeiro, provando a necessidade de

vigilancia e monitoramento ambiental frente a resisténcia fungica.

Palavras-chave: Estuario, ambientes marinhos, parametros abioticos, resisténcia fungica,

Saude Unica, fungos filamentosos.



ABSTRACT

Aspergillus is a genus of ubiquitous filamentous fungi found in various ecosystems and
recognized for acting as an opportunistic pathogen in humans, plants, and animals. In
recent decades, reports of strain resistance to antifungals recommended for therapeutic
use have been increasing, and the environment has been shown to be important in these
high rates. It is believed that the use of azoles in agriculture induces cross-resistance to
drugs of the same pharmacological class. In this scenario, azole residues are washed away
by effluents and flow into estuaries and oceans, potentially exerting selection pressure on
Aspergillus spp. isolates present in these coastal environments. Therefore, the aim of this
dissertation was to determine the isolation rate of Aspergillus spp. in water samples from
a coastal ecosystem and its relationship with abiotic characteristics, as well as to
determine the antifungal susceptibility profile of the isolates. For that, water samples were
collected monthly at three environmental sites located in the estuary of Patos Lagoon, the
lagoon mouth, and Cassino beach in Rio Grande, RS - Brazil, over 25 months, with the
abiotic parameters of the sites determined at each collection. Abiotic parameters between
sampling sites, frequency of positive Aspergillus collections, sections, and the influence
of these parameters on fungal isolation were determined, as well as antifungal
susceptibility. Aspergillus spp. was detected in 44% of the collections (n=33/75) and
totaled 67 isolates, with 59.7% being Fumigati, 22.3% Flavi, and 17.9% Nigri. The
collection site with the highest Aspergillus rate was the estuary (39.4%), followed by the
beach (36.4%) and lagoon mouth (24.2%), with parameters such as seston, dissolved
oxygen, and turbidity influencing section isolation. Resistance was found in 3% (2/67) of
the isolates, belonging to the Nigri section. Studies on the detection and resistance of
Aspergillus in aquatic ecosystems are rare in the literature. This study demonstrates that
aquatic environments can serve as a source of infection, in addition to providing data on
abiotic parameters for Aspergillus spp. and reporting the presence of resistant isolates in
coastal environments, proving the need for environmental surveillance and monitoring

against fungal resistance.

Keywords: Estuary, marine environments, abiotic parameters, fungal resistance, One

Health, filamentous fungi.
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1. INTRODUCAO

Aspergillus ¢ um género fungico ubiquo, causador da aspergilose em humanos,
animais e um importante patégeno de plantas (Latgé & Chamilos, 2019; Melo et al., 2020;
Shabeer et al., 2022). A aspergilose acomete principalmente o sistema respiratorio,
confere uma série de manifestagdes clinicas e apesar de ser negligenciada, tem sido cada
vez mais relatada em humanos (Cadena et al., 2021; Moldoveanu et al., 2021; Agarwal et
al.,, 2022) sendo considerada emergente mundialmente (Bongomin et al., 2017). Os
principais agentes causadores sdo Aspergillus da secdo Fumigati mas também as se¢des
Flavi e Nigri sdo potencialmente patogénicas (Nargesi et al., 2022).

Em vista da emergéncia da aspergilose, Aspergillus se¢do Fumigati foi
classificado recentemente pela Organizacdo Mundial da Satde (WHO, 2022) como
patogeno fungico prioritario, com classificagdo de risco critico devido sua ameaca para a
saude publica e altas taxas de mortalidade relacionadas. Dentre a ampla gama de
manifestagdes clinicas da aspergilose, se destaca a doenca pulmonar (Latgé & Chamilos,
2019). Dependendo principalmente do estado imunolédgico do paciente, essa micose pode
se apresentar de forma alérgica com reagdes de hipersensibilidade, de forma cronica
principalmente em pacientes que possuem doenga prévia pulmonar, ou de forma invasiva,
na qual ocorre invasdo de vasos sanguineos e dissemina¢do do fungo do pulmao para
outros 6rgaos (Latgé & Chamilos, 2019).

O tratamento baseia-se no uso de triazois e poli€nicos, no entanto, elevadas taxas
de resisténcia das cepas aos antifingicos recomendados, vém sendo relatadas (Lestrade
et al., 2019; De Francesco, 2023). Nesse cenario de resisténcia, tem se observado o
relevante papel do ambiente como atuante principal nas altas taxas (Burks et al., 2021).
Grande parte do problema esté relacionado ao uso indiscriminado de fungicidas azolicos
em plantagdes agricolas, induzindo resisténcia cruzada aos medicamentos de mesma
classe farmacolédgica que sdo utilizados na clinica para o tratamento da aspergilose e
outras doengas fungicas (Kang et al., 2022). Uma vez utilizados nas plantacdes, residuos
azolicos sao escoados chegando a rios, lagos, estudrios e oceanos, exercendo pressao de
selecdo aos isolados de Aspergillus spp. presente nos sistemas aquiferos, podendo
possivelmente, induzir uma sele¢do inesperada e novas mutacdes associadas a resisténcia
aos triazois (Almeida et al., 1993; Verweij et al., 2013; Pérez-llano et al., 2020; Maggi, et
al., 2023).
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Estudos de deteccao de resisténcia em isolados ambientais sdo frequentemente
direcionados a secdo Fumigati, e apenas 0,3% dos estudos sdo em ecossistemas aquaticos
(Burks et al., 2021). Assim, refor¢ca-se a importancia de conhecer a distribui¢do das
principais secoes de Aspergillus em ambiente costeiro, bem como de monitorar seu perfil
de suscetibilidade antifingica nestes ambientes. Deste modo, a investigacao com enfoque
em Satde Unica se faz necessaria, uma vez que a saide do ambiente influencia
diretamente e indiretamente a saide humana e animal (Banerjee et al., 2021).

Portanto, tendo em vista que: (1) Aspergillus spp. apresenta importancia clinica
elevada em diferentes grupos de pacientes humanos; (2) Aspergillus spp. destaca-se como
patogeno de alta morbi-mortalidade em animais, especialmente aves (Melo et al., 2020);
(3) tem sido demostrado mundialmente um aumento alarmante de cepas clinicas e
ambientais de Aspergillus spp. resistentes a antifingicos; (4) este género fingico tem
ainda importante impacto econdmico como fitopatogeno e produtor de micotoxicoses (El-
Baky et al., 2021; Nawaf, 2023); (5) tem alta capacidade de adaptacdo aos mais diferentes
habitats, até mesmo em condi¢des adversas (Latgé & Chamilos 2019), como estudrios e
oceano, que possuem constante variante de parametros abidticos (Fernandes et al., 2007);
(6) e que a regido sul do Rio Grande do Sul ¢ caracterizada por um ecossistema costeiro,
cuja economia ¢ baseada na agricultura (IBGE, 2022), na qual ha utiliza¢ao de fungicidas
agricolas resulta em residuos que contaminam aguas superficiais (Primel et al., 2007) e
podem chegar ao oceano, hd uma necessidade de vigilancia e monitoramento da presenca
e do perfil de resisténcia a antifingicos dos isolados de Aspergillus spp. advindos de
fontes ambientais, sendo fundamental que se busque compreender como um aspecto
influencia o outro principalmente em relagdo as variaveis ambientais.

Contudo, o presente estudo foi desenvolvido com enfoque na pesquisa em
reservatorios ambientais de Aspergillus resistentes a azois. A dissertagdo apresentard um
referencial teorico, discutindo aspectos gerais relacionados ao tema. Na sequéncia, os
objetivos serdo pontuados e um manuscrito sera apresentado, contendo os resultados e a

discussdo acerca do estudo. Por fim, as conclusdes serdo apresentadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caracteristicas do género Aspergillus

Aspergillus ¢ um género bastante diversificado e onipresente, com espécies que
ocorrem em todo o mundo, nos mais diversos habitats (Arastehfar et al., 2021). Por conta
disso ¢ um género amplamente estudado, com alto impacto ambiental, social e
econdmico, visto que ¢ explorado em diferentes ramos da biotecnologia como produgao
de farmacos, alimentos, acidos organicos, enzimas, dentre outros (Abdel-Azeem et al.,
2019). Além disso, o género Aspergillus tem grande destaque na satde, com espécies
patogénicas que causam uma série de manifestacdes clinicas tanto em humanos como
animais, além da producdo de micotoxinas e contaminagdes ambientais (Samson et al.,
2014; Arastehfar et al., 2021).

As espécies deste género obtiveram tamanho sucesso de adaptacdo devido a uma
série de fatores e caracteristicas (Arastehfar et al., 2021). Aspergillus spp. podem produzir
ascosporos sexuais ambientalmente persistentes e € capaz de produzir inimeras estruturas
reprodutivas, no qual dispersa continuamente conidios - estruturas de reproducdo
assexuada, no ambiente. Estes, por sua vez, possuem um pequeno tamanho (2,5 um se¢@o
Fumigati e de 3 a 10 um se¢des Nigri e Flavi) (Silva, 2009) pelo qual conseguem ser
transportados por longas distincias pelo vento, habitando diferentes nichos ecoldgicos,
fazendo este género de fungo ser um dos mais encontrados no ar (Arastehfar et al., 2021).

Em seu ambiente natural, possui um comportamento saprobio, sendo encontrado
particularmente em vegetagdo em decomposic¢do no solo ou na acumulagdo de compostos
organicos, no entanto, ¢ um fungo que nao possui seletividade, pois consegue colonizar
substratos sob condi¢des limitadas de nutrientes além de ser capaz de degradar uma ampla
variedade de moléculas organicas (Krijgsheld et al., 2013; Latgé & Chamilos et al., 2019).
Além disso, em relagdo as condi¢des abidticas de crescimento eles igualmente ndo sao
seletivos, isso porque crescem numa ampla faixa de ph, salinidade, temperatura, oxigénio,
umidade, sobrevivendo em altos niveis de estresse (Arastehfar et al., 2021). Espécies de
Aspergillus spp. ja foram isoladas inclusive em ambientes de alta salinidade, como no
mar morto (Oren, 2012; Latgé & Chamilos et al., 2019).

O interesse clinico neste género advém do fato de possuirem um vasto conjunto

de espécies patogénicas, podendo afetar além de humanos uma série de animais, desde
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mamiferos marinhos, aves silvestres até invertebrados, como corais (Seyedmousavi et al.,
2015). Dentre os patogenos de Aspergillus spp., destacam-se as se¢des Fumigati, Flavi,
Nigri, Terrei e Nidulantes sendo a principal e mais virulenta a secdo Fumigati,
responsavel por 90% dos casos de aspergilose (Latgé & Chamilos 2019). As vias de
infecc¢do para vertebrados ocorrem majoritariamente por inalagdo dos conidios, na qual o
pulmao ¢ o local de sua proliferagao inicial (Bhat et al., 2010).

O desenvolvimento da aspergilose estd intrinsecamente associado ao quadro
imunologico do hospedeiro. No momento em que os conidios sdo inalados tanto por
humanos, quanto por animais, o sistema imunologico inato consegue eliminar essas
estruturas, normalmente por a¢do dos neutréfilos e macréfagos, ndo causando nenhum
maleficio a satde de individuos imunocompetentes (Paulussen et al., 2017; Latgé &
Chamilos 2019). No entanto, dependendo da falta de integridade pulmonar, assim como
do imunocomprometimento do hospedeiro, a partir do conidio inalado a infec¢ao pode

ser persistente, causando a partir disso uma ampla gama de apresentagdes clinicas, desde

reacdes alérgicas até doenca invasiva (Paulussen et al., 2017; Latgé & Chamilos 2019).

2.2 Secdes e espécies cripticas

Nos ultimos anos a nomenclatura das espécies de Aspergillus foi alterada, ao
descobrir a existéncia das denominadas espécies cripticas, que sdo espécies
fenotipicamente idénticas, diferenciadas uma das outras apenas molecularmente a partir
do sequenciamento de genes. Para isso, ¢ necessaria a aplicagdo de métodos que
amplificam o espacador interno transcrito (ITS), regides B-tubulina ou calmodulina, para
discernir entre espécies cripticas (Pinto et al., 2018).

As espécies que possuem a mesma morfologia foram agrupadas em subgrupos
chamados sec¢do. Aspergillus fumigatus pertence agora ao subgénero Fumigati, se¢ao
Fumigati (Imbert et al., 2021). No qual dentro desta se¢do, ira conter a espécie Aspergillus
fumigatus sensu stricto € as suas espécies cripticas (4. viridinutans, A. lentulus, A. felis,
A. udagawae, A. fischeri, A. hiratsukae, A. pseudofischeri). A mais recente atualizagdo
taxondmica do género relatou 436 espécies de Aspergillus distribuidas em 27 se¢des
(Houbraken et al., 2020). A correta identificacdo das espécies cripticas de Aspergillus
spp., foi relatada como de extrema importadncia pois as espécies podem variar em
determinadas caracteristicas como a viruléncia e o perfil de resisténcia aos antifingicos,

sendo essencial para o tratamento clinico (Pinto et al., 2018; Imbert et al., 2021).
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2.3 Caracteristicas da secdo Fumigati, Flavi e Nigri

A secdo Fumigati ¢ uma das se¢des do género Aspergillus mais frequentemente
associadas a aspergilose. Seus fatores de viruléncia e caracteristicas dos seus conidios
fazem esta ser a secdo mais patogénica do género. O habitat natural da secdo Fumigati é
o solo no qual prospera como ser saprofita e de distribui¢do ubiqua, com uma ampla gama
de nichos ecoldgicos (Rhodes, 2006; Chowdhary & Meis, 2018). Aspergillus segdo
Fumigati tolera altas temperaturas (até ~70° C), pH de basico ao acido, assim como alta
salinidade, podendo ser isolado do oceano. A prosperidade de Aspergillus se¢do Fumigati
em diferentes habitats (sendo isolado de aguas marinhas e doces, ar, solo, ambientes
internos, dentre outros) se da também pela caracteristica de seus conidios. Este conidio
hidrofébico, tem a capacidade de germinar, formar colonias mais rapidamente (de 6 a 8
horas) que os de outras se¢des do género (Rhodes, 2006). Além de seu pequeno tamanho
(2-3 pum) e de possuir maior protecdo devido a deposicdo de melanina em sua parede
celular, ¢ capaz de ser facilmente transportado pelo ar e infectar animais ¢ humanos via
aerdgena. Nestes, conseguem alcangar os alvéolos pulmonares, onde se ligam as proteinas
surfactantes através do reconhecimento de ligantes/receptores (Latgé, 1999; Kerzaon et
al., 2008; Musa et al., 2018; Latgé & Chamilos 2019).

Fungos da secdo Fumigati, sdo capazes também de adaptar seu metabolismo a
disponibilidade flutuante de nutrientes, na qual possuem a versatilidade fisiologica de
utilizar diferentes compostos, detectando principalmente carbono e nitrogénio (Askew,
2008). Outras caracteristicas que conferem protecdo e uma maior viruléncia ¢ a produgado
de biofilmes, através da producdo multi-hifas e substancias poliméricas extracelulares,
que servem como uma barreira contra os efeitos prejudiciais da resposta de defesa do
hospedeiro, drogas antifingicas ou do estresse do ambiente (Seidler et al., 2008; Latgé &
Chamilos 2019). Em adi¢@o, por meio de bombas de efluxo fungos da secdo Fumigati
conseguem secretar substincias poliméricas, reduzindo o contato com compostos
antifingicos, bem como produzir e secretar no hospedeiro metabolitos secundarios, como
por exemplo a gliotoxina, que possui papel imunossupressor, prejudicando a resposta
imune do hospedeiro (Seidler et al., 2008; Latgé & Chamilos 2019).

Aspergillus secio Flavi é relatado, depois da se¢do Fumigati, como a segunda
principal causa de aspergilose invasiva e ndo invasivas (Frisvad et al., 2019) e ¢ o agente
mais comum de sinusite fungica e infec¢des cutdneas, queratite e endoftalmite,
rinossinusite, sinusite fingica alérgica (SFA) e aspergiloma sinusal, j& que o maior

tamanho dos conidios da se¢do Flavi, pode favorecer seu deposito no trato respiratorio



160
161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
175
176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193

16

superior (Vandecasteele et al., 2002; Hedayati et al., 2007; Pasqualotto, 2009). Além
disso, ¢ a principal se¢do de Aspergillus que infecta insetos, sendo bastante associada
também a infecgdes de culturas economicamente importantes como plantagdes de milho,
trigo, amendoim ja que ¢ o responsavel pela produgdo de micotoxinas, metabolitos
secundarios de fungos potencialmente prejudiciais aos animais ou aos seres humanos,
sendo, portanto, exposto frequentemente a aplicagdes de fungicidas (Hedayati et al.,
2007; Pasqualotto, 2009). As micotoxinas produzidas pela se¢do Flavi sdo chamadas de
aflatoxinas sendo as principais B1, B2, G1 e G2. A aflatoxina B1 ¢ um dos compostos
naturais mais potencialmente carcinogénicos ja conhecidos, se caracterizando por
toxicidade aguda, teratogenicidade, mutagenicidade e carcinogenicidade, podendo levar
ao desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (HCC) em humanos e animais (Cao et
al., 2022).

Aspergillus secdo Nigri sao relatados como a terceira se¢do mais
frequentemente associada a doencas invasivas e aspergilomas (Denning, 1998) bem como
doencas localizadas e disseminadas em animais domésticos e selvagens (Abarca et al.,
2004). Mais comumente, a se¢do ¢ relatada como agente causador da otomicose, além de
sintetizar a segunda micotoxina mais importante depois das aflatoxinas, a ocratoxina A,
de modo que Aspergillus Nigri possui tanto importancia clinica, como agricola (Howard
et al., 2011). A ocratoxina A ¢ um metabdlito € relatado mundialmente por sua presenca
em diversos produtos como café, cerveja, uvas, cereais, vinhos e oleaginosas, em que as
culturas sdo contaminadas pelo fungo, acarretando perdas de rendimentos para os
produtores agricolas (Astoreca et al., 2010). Essa toxina ¢ conhecida pelos seus efeitos
imunotoxicos, nefrotoxicos e carcinogénicos em animais (Astoreca et al., 2010), além de
complicacdes renais em humanos (Severo et al., 1997). Aspergillus se¢ao Nigri sdo muito
utilizados pela biotecnologia e industria alimentar para produ¢do de enzimas como

amilases, acido citrico, pectinases e fermentagao (Ward et al., 2006).

2.4 Aspergilose em humanos

A aspergilose pode desencadear um amplo espectro de condigdes respiratorias
causadas apoés inalacdo de conidios do género Aspergillus, sendo considerada uma das
principais ameacas fungicas a pacientes imunocompetentes € imunocomprometidos
(Sabino et al., 2016). Dentre as infecgdes fungicas graves mais comuns nas unidades de
saude, aquelas causadas por Aspergillus spp., correspondem a segunda de maior

ocorréncia, atras apenas das infec¢des por Candida spp. (Giacomazzi et al., 2016).
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Estima-se que a saude de mais de 10 milhdes de pessoas sejam afetadas pela aspergilose
no mundo, ocasionando mais de 1 milhdo de mortes por ano (GAFFI, 2021).

Nas ultimas décadas, tem se observado um aumento de casos de aspergilose
devido a grande quantidade de pessoas imunocomprometidas € isso se agravou na
pandemia de COVID-19, em especial nos pacientes que receberam tratamento
imunossupressor ¢ ficavam susceptiveis a infecgdes fungicas secundarias (Hsu et al.,
2011; Segrelles et al., 2020). Pacientes com aspergilose pulmonar associada da COVID-
19 (CAPA) apresenta alta taxa de mortalidade, sendo superior a 59,1% sendo este um
grave problema durante a pandemia (Peman et al., 2020). Mesmo com diagnostico
precoce, a taxa de mortalidade por aspergilose ¢ alta, estando préximo de 50% e podendo
atingir 100% nas unidades de terapia intensiva (Hsu et al., 2011). A apresentacao clinica
da aspergilose ¢ influenciada pela viruléncia fingica e resposta imune do hospedeiro, e
pode ser dividida em trés categorias principais de acordo com a localizacdo e colonizagdo
do fungo, sendo elas: alérgica, cronica e invasiva.

(1) aspergilose broncopulmonar alérgica (ABPA), ocorre em individuos ja
susceptiveis a reagdes de hipersensibilidade, estando associadas a asma e fibrose cistica;
(2) Aspergilose cronica (APC), comum em pacientes que possuiram ou possuem alguma
doenga pulmonar, como a tuberculose ou a doenga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC),
onde existe uma injuria ¢/ou cavidade do parénquima na qual o fungo prolifera, sendo
portanto uma doenga pulmonar progressiva; (3) Aspergilose invasiva (Al), ¢ a categoria
que apresenta maior risco de vida, ocorre em pacientes imunossuprimidos e se caracteriza
pela angioinvasao e disseminagdo do fungo para diferentes 6rgaos (Paulussen et al., 2017,
Latgé & Chamilos 2019). O grupo de risco para Al sdao predominantemente pacientes
transplantados, neutropénicos ou que estdo sendo submetidos a quimioterapia (Paulussen
et al., 2017; Latgé & Chamilos 2019).

O diagnostico da aspergilose, geralmente exige uma combinacdo de critérios,
que se baseiam em trés pilares: fatores dos hospedeiros, critérios clinicos e critérios
microbioldgicos (Latgé & Chamilos 2019). Nos critérios clinicos sdo incluidos, além da
sintomatologia do paciente, exames de imagem do trato respiratdrio, e no critério
microbioldgico destacam-se avaliacdo microscopica direta e cultivo da amostra clinica e
testes imunologicos, como a deteccao de antigeno galactomanana (GM) ou de anticorpos

especificos e/ou testes moleculares (Ullmann et al., 2017; Latgé & Chamilos 2019).

2.5 Aspergilose em animais
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A aspergilose ¢ relatada em caes, cavalos, abelhas, vacas, golfinhos e aves,
sendo este ultimo grupo por sua vez, um dos animais mais suscetiveis a infec¢do por
Aspergillus spp. (Tell et al., 2005). Nos animais a forma mais comum de aspergilose difere
de acordo com o hospedeiro. Dentre elas se pode citar: infec¢do nasosinusiais em gatos e
caes, guturocistite em cavalos, aborto micotico e infecgdes da glandula mamaria em
bovinos, pneumonia associada com outras infecgdes em mamiferos marinhos, entre outras
(Seyedmousavi et al., 2015).

Em se tratando de aves, a aspergilose ¢ uma das doencgas fungicas mais
frequentes, tanto em aves de produgdo, quanto silvestres e marinhas (Melo et al., 2023).
Em aves marinhas, mais especificamente em pinguins em cativeiros ¢ em centros de
reabilitacdo, Aspergillus secao Fumigati é responsavel por cerca de 98% das mortes (da
Silva et al., 2015). O que contribui para esta alta taxa ¢ o fato de as aves possuirem um
sistema respiratorio disposto em sacos aéreos, juntamente com peculiaridades de seu
sistema imune e sua temperatura corporal elevada (38° C/ 42°C) na qual confere um
ambiente totalmente propicio e suscetivel para o fungo Aspergillus spp. se proliferar
(Melo et al., 2020), sendo a aspergilose diagnosticada até mesmo durante a rota migratoria
de pinguins, implicando na Satude Unica (Melo et al., 2023).

Os sinais clinicos de aspergilose em aves sao dificeis de identificar € podem
nao ser evidentes até o estagio final da doenga (Carrasco & Forbes, 2016). Um estudo de
Silva e colaboradores (2015) demonstrou que anualmente, a mortalidade proporcional por
aspergilose em centros de reabilitagdo de pinguins variou de 0 a 100%, com uma
mortalidade geral proporcional de 48,5% para o periodo total do estudo. Outro grupo de
animal marinho acometido por aspergilose sdo os cetaceos, na qual a infeccdo por
Aspergillus pode ser primaria ou secundaria a estresse fisioldgico, infec¢do cronica ou
imunossupressao (Seyedmousavi et al., 2015). J& em répteis como tartarugas e crocodilos,
Aspergillus da se¢ao Nigri e Fumigati podem ser isolados de lesdes cutaneas, geralmente
como consequéncia de traumas, o que potencializa a invasdo tecidual (Seyedmousavi et

al., 2015).

2.6 Aspergillus em ambientes
Aspergillus ¢ um fungo saproéfito, portanto o habitat natural e o local onde sao
majoritariamente encontrados, ¢ o solo. Nesses locais Aspergillus spp. desempenha um

notavel papel na ciclagem de nitrogénio e carbono, sendo essencial para a decomposicdo
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da matéria organica (Latgé & Chamilos 2019). A maioria das espécies de Aspergillus sdo
encontradas no meio ambiente e nao sdo consideradas patogénicas (Samson et al., 2014).

Por conta de seu ambiente ser o solo, em campos agricolas fungos do género
Aspergillus sao amplamente encontrados. No entanto, fungicidas azélicos como o
teburaconazol e o propiconazol sdao baratos e eficientes, sendo amplamente utilizados na
agricultura para prevenir e combater uma variedade de fungos que causam doengas em
plantagdes, principalmente de cereais como milho, trigo, arroz dentre outros (Burks et al.,
2021). Devido sua meia vida longa (110 a 375 dias no solo) e estrutura molecular estavel,
0s azobis sao capazes de resistir no ambiente por longos periodos de tempo com pequenas
alteragdes em suas estruturas quimicas, por exemplo, perda de algumas cadeias laterais;
assim por serem facilmente transportados por rios através de drenagem de chuva e
escoamento agricola, esses azois persistentes consequentemente contaminam solos, dguas
e principalmente contribuem com a pressao de selecao e mutagdes de resisténcia a este
composto, por Aspergillus que estao presentes ndo apenas nos solos, como em toda a rota
de escoamento (Hof, 2001; Burks et al., 2021). A consequéncia deste tipo de
desenvolvimento de resisténcia entre ambiente e Aspergillus spp. ¢ que humanos e
animais em risco imunologico, podem ser expostos e infectados por cepas resistentes aos
az0dis no proprio ambiente (Mortensen et al., 2010).

Por conta de sua cléssica caracteristica ubiqua, na qual sdo funcionalmente
encontrados nos mais variados locais do planeta, em ecossistemas costeiros, incluindo
ambientes aquaticos que se estendem desde lagos até o oceano, Aspergillus se destaca,
possuindo fung¢des importantes na dindmica da teia alimentar de dguas superficiais
(Grossart et al., 2019). Fungos filamentosos marinhos ocorrem predominantemente em
habitats costeiros e desempenham um papel fundamental na volatiliza¢do, lixiviacao,
quebra de material organico como galhos, folhas, raizes, sendo fonte de alimento para
pequenos invertebrados e fornecendo até 99% da entrada total de energia nesses
ambientes (Ittner et al., 2018; Kumar et al., 2021).

As aguas de escoamento agricola geralmente desembocam em lagos e oceanos,
como ¢ o caso de Rio Grande, RS, na qual as 4dguas utilizadas para plantagdes de arroz e
cebola sdo totalmente desembocadas no Estuério da Lagoa dos Patos. O Brasil ¢ um dos
paises com maior uso de pesticidas e grande parte desses pesticidas ndo sao monitorados
nas adguas (von Ameln et al., 2021). Além disso, a ocorréncia de agrotoxicos em ambientes
aquaticos ¢ intensificada pela escassez de saneamento e elevados niveis de consumo (von

Ameln et al., 2021). Desses agrotoxicos o tebuconazol ¢ um fungicida comumente
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utilizados nos campos agricolas e predominantemente presentes no ambiente aquoso
(Wattanayon & Kasprzyk-Hordern, 2021). Estudos anteriores observaram que a
exposicao de Aspergillus spp. ao tebuconazol promove resisténcia cruzada aos triazois
clinicos e justifica os riscos para a saide humana, animal e ambiental associado aos az6is
agricolas (Allizond et al., 2021). Dessa forma, azdis estaveis e Aspergillus spp., percorrem
toda a rota de escoagem e encontram no estudrio, parametros abidticos que exige do
fungo, mecanismos de adaptacdo fisioldgicos para sobrevivéncia em um ecossistema
desafiador (Pérez-llano et al., 2020). Uma vez que ha esse estresse, existe a hipotese de
que a pressao por uma adaptacdo, juntamente com residuos quimicos de azois,
influenciariam o desenvolvimento de mutacdes de resisténcia a antifingicos (Toyotome,

2019).

2.7 Tratamentos Antifiingicos e Fungicidas agricolas

Um dos primeiros antifingicos a ser desenvolvido foram os poli€nicos na
década de 1940, que representou um marco para a saude publica para o tratamento de
infecgdes fingicas, apesar de seus graves efeitos colaterais e nefrotoxicidade (Dannaoui
et al., 1999). Em 1980 o cetoconazol foi implementado como antifiingico oral e marcou
a primeira geracdo de triazélicos na década de 1990, juntamente com o itraconazol e
fluconazol, na qual até¢ hoje seguem sendo medicamento de eleicdo, com uma Otima
atividade antifingica e seguranca para o paciente (Dannaoui et al., 1999). No entanto,
devido a apresentarem interacdes medicamentosas e ja serem reportadas resisténcias,
desenvolveu-se a partir dos anos 2000, os triazois de segunda geragdao que incluem o
posaconazol, voriconazol e ravuconazol, apresentando melhorias em relacdo a geracao
anterior (Maertens et al., 2004; Allen et al., 2015).

Atualmente trés classes de agentes antifingicos podem ser utilizadas no
tratamento da aspergilose: os triazolicos, o poliénico anfotericina B e as equinocandinas.
No entanto, devido a alta toxicidade da anfotericina B desoxicolato e o alto custo desse
antifiingico em apresentag¢ao lipidica ou lipossomal, bem como das equinocandinas, como
linha de frente para o tratamento da aspergilose, os medicamentos azdlicos — itraconazol,
voriconazol, posaconazol, isavuconazol — tém sido amplamente utilizados (Ullmann et
al., 2017).

A anfotericina B (AMB) pertence a classe dos poliénicos, € bastante utilizada
no tratamento de infec¢des fingicas sistémicas pois diferente dos azois, apresenta baixos

relatos de resisténcia (Gray et al., 2012). O mecanismo de a¢do mais aceito ¢ o modelo
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de canal i6nico, em que o AMB se liga ao ergosterol e se agrega para formar poros na
bicamada lipidica do fungo, na qual esses poros aumentam a permeabilidade da
membrana celular do fungo aos ions K+ e outros cations pequenos, permitindo assim o
rapido esgotamento dos ions intracelulares que sdo vitais para a funcgao celular (Kaminski,
2014). O segundo mecanismo proposto induz a formacao intracelular de espécies reativas
de oxigénio (ROS) causando danos oxidativos e morte celular. O terceiro envolve
absorcao superficial, no qual o AMB extrai o ergosterol da bicamada lipidica, modelo
conhecido como esponja de esterol (Kaminski, 2014). Existem trés formulagdes da AMB:
anfotericina B desoxicolato de sodio (disponivel no sistema unico de saude), complexo
lipidico de anfotericina B (ABLC) e anfotericina B lipossomal (L-AmB), sendo essas
duas ultimas formulagdes menos toxicas, porém com maior dificuldade no acesso devido
ao valor alto (CONITEC, 2022). A AmB desoxicolato de sodio, geralmente utilizada,
desencadeia graves efeitos secundérios limitantes da dose, estando associada a altas taxas
de efeito colateral graves, como nefrotoxicidade (59%), hipocalemia (88%) e anemia
(95%) limitando o seu uso para pacientes de determinados grupos de risco e acarretando
taxa elevada de mortalidade (40%) (Lougdo et al., 2018).

O itraconazol (ITZ) pertence a classe dos triazoéis e ¢ geralmente
administrado em pacientes com quadro alérgico a cronico e voriconazol ¢ indicado para
individuos com aspergilose invasiva (Carrasco & Forbes, 2016). O mecanismo de agdo
dos triazolicos ¢ inibir a biossintese do ergosterol, principal constituinte da membrana
citoplasmatica (Wang et al., 2018). Esta inibi¢do ¢ realizada através do bloqueio da
enzima 14-a-demetilase, presente no citocromo P-450 da célula fungica (Arastehfar et al.,
2021). Isso altera a fluidez da membrana, fazendo acumular fosfolipideos e acidos graxos
insaturados dentro das células fingicas, sendo este um mecanismo seletivo que ndo afeta
as células hospedeiras (Wang et al., 2018; Arastehfar et al., 2021).

Paralelamente a isso, na agricultura os triazélicos comecaram a ser
implantados na década de 1970 e seguiram sendo vastamente utilizados devido seu amplo
espectro de atividade antifiingica, baixo custo e persisténcia no ambiente, com meia vida
variando de 110 a 375 dias no solo (Hof, 2001). Atualmente existem mais de 30 fungicidas
azolicos que sdo utilizados nos campos e apenas cerca de cinco utilizados na clinica para
tratamento humano, o que refor¢a as escassas alternativas terapéuticas disponiveis
(FRAC, 2019; Barber et al., 2020). Devido aos azo6is utilizados no campo como pesticidas
terem a mesma estrutura quimica (Figura 1) e mecanismo de agdo dos administrados nas

unidades de satde para tratamento de aspergilose e outras doencgas fungicas, a resisténcia
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cruzada ¢ uma hipotese comprovada para os diversos relatos de resisténcia aos azois, por

Aspergillus spp. (Meis et al., 2016; Zhang et al., 2017; Sharpe et al., 2018).
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Figura 1. Férmula estrutural do (A) Itraconazol, farmaco azélico comumente utilizado
para o tratamento de infec¢des fungicas na clinica e (B) Tebuconazol, fungicida azdlico

comumente utilizado nos campos agricolas (Resolu¢dao n°160 de 19/01/10 ANVISA).

2.8 Mecanismos de Resisténcia

O mais comum mecanismo de resisténcia azolica encontrado na secao
Fumigati sdo mutagdes no gene codificante para a proteina alvo dos fungicidas azoélicos,
o esterol 14a-desmetilase (CYP51A), a enzima chave da via de biossintese do ergosterol
(Burks et al., 2021). Em geral, a resisténcia a azdis de ocorréncia ambiental em Fumigati
¢ caracterizada por mutagdes envolvendo repetigdes em tandem — padrdes de repeti¢ao
sequencial de bases nitrogenadas, geralmente presentes em regides nao codificantes de
um genoma (TRs) — que regulam a expressdo na regido promotora de CYPS5SIA
acompanhadas por mutacgdes pontuais dentro deste gene, que diminuem a afinidade dos
azois pela proteina alvo (Rhodes et al., 2022).

Dentre as mutacdes mais relatadas estd a integracdo de uma repeticdo em
tandem de 34 pb (TR 34) na regido promotora do gene, que leva a uma superexpressao
de cyp 51A juntamente com uma substituicdo de leucina 98 por histidina (TR 34 /L98H).
Outra mutacao ¢ a insercao de repeticdo em tandem de 46 pb na regido promotora e
substitui¢cdes de tirosina 121 por fenilalanina e treonina 289 por alanina (TR 46
/Y121F/T289A). E por fim outra mutagdo relatada € uma repeti¢do em tandem de 53 pb
na regido do promotor sem qualquer substitui¢do de aminoacidos cyp 51A (Menendez et

al., 2016; Fraaije et al., 2020).
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Os alelos de ocorréncia mais comum s3ao TR 34 /L98H e TR 46
/Y121F/T289A e estdo relacionados com taxas de resisténcia ao itraconazol e ao
voriconazol respectivamente, tanto na clinica quanto no ambiente (Ingen et al., 2015;
Wiederhold et al., 2016; Rhodes et al., 2022). Visto isso, a resisténcia fungica ¢ definida
como a habilidade do fungo de se proliferar em doses de antifiungicos que a principio se
tem descrito que exercem atividade antifungica. Estes valores sdo estabelecidos através
da Concentra¢do Inibitoria Minima (CIM) cuja determinagdo estd padronizada por
comités nacinais e internacionais, como por exemplo o Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI), European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing (EUCAST)

e o Comité Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos (BrCAST).

2.9 Ecossistema Costeiro

O local estudado no presente estudo se estd situado no municipio de Rio
Grande, planicie costeira do Rio Grande do Sul (Figura 2). A Lagoa dos Patos,
considerada a maior laguna “estrangulada” (Kjerfve, 1986), recebe aguas de cerca de 2/3
do estado do Rio Grande do Sul, por meio dos rios e area de drenagem (Kjerfve, 1986).
A parte do estudrio médio onde se encontra um dos locais de coleta € caracterizado pela
presenga de area urbana na costa do estuario possuindo inclusive hospitais em sua
proximidade sendo eles a Associacdo de Caridade Santa Casa do Rio Grande e o hospital
universitario Dr. Miguel Riet Corréa Jr. (HU-FURG/Ebserh). Além disso nas
proximidades desse sitio de coleta se encontra o Centro de Recuperagdo de Animais
Marinhos (CRAM), que recebem animais marinhos debilitados para tratamento
(Monteiro et al., 2005). O segundo ponto de coleta. estd localizado na Barra de Rio
Grande, local da desembocadura da lagoa onde a 4gua do estuario se encontra diretamente
com o Oceano Atlantico. Este sitio de coleta ¢ marcado por industrias presentes em toda
extensdo da Barra, com producdo de metais, fertilizantes, alimentos, além de ser uma
regido portuaria e pesqueira (Odebrecht et al., 2013). O terceiro ponto de coleta esta
localizado na praia do Cassino, ambiente marinho com alta frequéncia de banhistas e

pescadores (Odebrecht et al., 2013).
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BRAZIL ESTUARY

PATOS LAGOON

LAGOON MOUTH

BEACH

¢ Area hospitalar

A Areaportuaria e
industrial

Figura 2. Imagem referente a localizacdo da area de estudo, destacando os locais de
amostragem na cidade de Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brasil. A porcdo sul da Lagoa
dos Patos se conecta com o Oceano Atlantico, regido onde estdo os locais de coleta. O
ponto de coleta no estudrio médio abrange parte da Lagoa dos Patos, local de influéncia
urbana que possui proximidade a hospitais. O ponto de coleta desembocadura da Lagoa,
se localiza na Barra de Rio Grande, onde ocorre a troca de 4gua entre a lagoa e o oceano,
local caracterizado por uma area industrial, portuarias e pesqueiras. O ponto de coleta
praia, se localiza na praia do Cassino e ¢ caracterizado por area maritima de lazer. (Fonte:

autor/ Google Imagens, 2024).

Neste cenario, a presenca de Aspergillus spp. nesses locais pode ser um
problema devido a possiblidade de aerossolizagdo dos conidios e transporte através do
vento (Melo et al., 2020; Li et al., 2022). Assim, pessoas imunocomprometidas, pacientes
hospitalizados, além de animais que transitam por todos esses ambientes podem ser
infectados com esses conidios e desenvolverem aspergilose (Melo et al., 2020). Além
disso, a expansao urbana e industrial de Rio Grande altera a dinamica hidrografica do
estudrio, j4 que tanto na parte do estuario médio, quanto na desembocadura da lagoa
ocorre desemboque de esgoto doméstico e industrial, o que favorece o desenvolvimento

de fungos nesses locais (Almeida et al., 1993; Baumgarten et al., 2017).

2.10 Variaveis abidticas e adaptacdes em ambiente costeiro
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Nos sistemas aquaticos, os fungos podem ser uma parte significativa da
comunidade eucaridtica ¢ encontram nestes habitats, condi¢des de vida adversas e
flutuantes para o seu metabolismo (Pagani et al., 2023). Apesar do estresse osmotico e
ionico relacionado a alta salinidade que impede a sobrevivéncia de muitos
microrganismos (Huang et al., 2011), para prosperar em condi¢des adversas, os fungos
precisam criar diferentes mecanismos de adaptacdo e para isso, possuem estratégias
(Slizewska et al., 2022). Silveira e colaboradores (2013) observaram que em locais com
alta salinidade ndo houve isolamento fungico, indicando um fator limitante do
crescimento, o que diverge de outros estudos que isolaram Aspergillus spp. provenientes
de agua salgada (Gomes et al., 2008; Oliveira et al., 2011, Frenkel et al., 2022). O
mecanismo de “baixo teor de sal”, ¢ uma adaptacdo dos fungos para acumular solutos
organicos como polidis, actcares, glicerol no interior da célula, para assim manter o
equilibrio osmdtico sem absorver sais inorganicos (Coker, 2019).

Estudos anteriores mostram que a temperatura ideal para o crescimento de
fungos marinhos estd entre 20 e 30°C (Ibrahim et al., 2011), capazes de crescer em
temperaturas tdo baixas quanto 4°C (Mouton et al., 2012). As estratégias de tolerancia a
temperaturas mais baixas ou mais altas nos fungos incluem a producdo de proteinas
anticongelantes, aumento do numero de d4cidos graxos para prevenir a
agregacao/desnaturagdo de proteinas e estabilizar a fluidez da membrana plasmatica
(Coker, 2019). O oxigénio assim como a temperatura, desempenha um importante papel
para os fungos, j4 que por serem aerdbios, necessitam do oxigénio para seu
desenvolvimento, atividades metabolicas e esporulagdo, exigindo uma porcentagem
minima entre 0,5% e 2,5% de oxigénio disponivel (Hall & Denning, 1994). A clorofila A
¢ uma importante varidvel nos ecossistemas aquaticos, sendo o principal pigmento
responsavel pela fotossintese sendo fonte de oxigénio para os fungos (Esteves, 1988).

Nos ambientes costeiros a turbidez é uma das variaveis encontradas, sendo a
medida da dificuldade de um feixe de luz atravessar uma determinada quantidade de dgua,
conferindo uma aparéncia turva a mesma, geralmente por conta de sedimentos de
areia/argila que ficam em suspensdo no sistema (Lunt & Smee, 2014). Este sedimento
ocorre principalmente no meio e nos canais do estuario e sdo compostos por silte (80%)
e argila (15%) (Tavora, 2022). O efeito das ondas na praia faz a turbidez e o séston
alcancar maiores variagdes neste local (Piedras, 2012; Chiva et al., 2018). O séston ¢
classificado como o material particulado organico em suspensiao (MPS) no corpo d’agua,

podendo ser os fitoplancton, microfitobentos, fragmentos de plantas superiores ou os
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carbonos provenientes de fontes marinhas, terrestres, de d4gua doce e antropogénicas
(Meseck et al., 2017). Além disso, a fase da maré influencia ndo apenas na quantidade de
material suspenso, mas também na sua composi¢ao, que de acordo com o vento, direciona
os sedimentos para dentro ou fora do estuario, o que varia conforme o periodo climatico
(Pereira et al., 2008; Tavora et al., 2022). Por conta do solo ser o habitat principal do
género Aspergillus, essas particulas podem ser substratos para os fungos em ambientes
aquaticos (Tavora et al., 2022).

Em relacao ao alimento, os fungos assimilam carbono e nitrogénio e ¢ através
da decomposicdo de fontes organicas/inorganicas em que eles obtém esses
compostos (Meti et al., 2011). Muitos fungos obtém o nitrogénio através da amonia
presente no ambiente (NH4) e esta assume elevada importancia nos ecossistemas
aquaticos por ser uma das principais fontes de nitrogénio, assimiladas pelos produtores

primdrios (Dellagiustina, 2000; Meti et al., 2011).

2.11 Ambiente e Resisténcia

Desde 1997, diversos relatos de resisténcia aos azois tem sido descrito para a
secdo Fumigati, na qual a frequéncia se intensificou nos tltimos anos, resultando assim,
em um desafio terapéutico (Denning et al., 1997; Camps et al., 2012; Sabino et al., 2016;
Burks et al., 2021). De modo geral, acredita-se que essas mutagdes de resisténcia surjam
pela exposicao a: (1) terapia azolica a longo prazo (Takeda et al., 2021) e (2) contato
indireto do fungo com fungicidas agricolas (Kang et al., 2022). Embora a resisténcia
azolica ocorra normalmente nos pacientes durante a terapia com azol, a principal via de
mutacoes de resisténcia, ¢ através do ambiente (Meis et al., 2016).

Mutagdes que conferem resisténcia azolica em Fumigati coletados do seu
habitat natural, evidenciaram ser responsaveis por mais de 80% da resisténcia clinica aos
azois (Zhang et al., 2017). Ainda ndo esta claro como surgem cepas resistentes aos azois
no ambiente, mas hipoteses sugerem que a resisténcia ambiental a antifingicos, se
desenvolve a partir do uso indevido de fungicidas agricolas, assim como o desequilibrio
do ecossistema, somada a exposi¢cdo continua dos fungos a esses agentes fungicidas,
podendo assim induzir uma sele¢do inesperada e novas mutagdes de resisténcia
(Toyotome, 2019; Lestrade et al., 2018). Dessa forma, o contato prolongado de espécies
patogenas que habitam ambientes aquaticos com substancias antifungicas descartadas

constantemente nesses habitats, estimula a expressdo de mecanismos de resisténcia
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fingica, selecionando os descendentes com maior capacidade de crescer e se reproduzir
na presenc¢a do azol (Meade & Garvey, 2017; Sharpe et al., 2018; Lestrade et al., 2018).
Isso esta ligado, entre outros fatores, com rotas de descarte e tratamento de
residuos e escoamento agricola (Vaezi et al., 2018). Fungicidas azolicos sao utilizados em
grande escala para controle de pragas, em especial, no extremo sul do Brasil, para o
plantio de arroz (Freitas et al., 2015; Vaezi et al., 2018). A dgua utilizada nesse plantio,
em geral contendo Aspergillus spp. e residuos estaveis de azois, ¢ escoada para rios,
lagoas costeiras e estuarios, como o Estudrio da Lagoa dos Patos e posteriormente, chega
ao mar (Hollomon, 2017). Desta forma, se constitui uma rota indireta de contato entre
pessoas, animais, antifiungicos e fungos patogenos, que podem potencialmente
desencadear uma resisténcia cruzada a doencas clinicas, limitando o sucesso do

tratamento (Hollomon, 2017).

2.12 Aspergillus, resisténcia e o contexto One Health

Ao observar a origem da maioria das doencas infecciosas, que principalmente
nos ultimos anos foi bastante comentada devido a pandemia de COVID-19, se percebe
uma importante caracteristica: a intrinseca relagdo entre meio ambiente, animais e
humanos em seu surgimento (Limongi & Oliveira, 2020). A partir deste pensamento,
surge a importancia do olhar sistémico perante o todo, que € a esséncia de uma abordagem
One Health - Saude Unica (OHHLEP, 2022). Com essa visdo ampla e integrada, que visa
o equilibrio entre a satilde ambiental, humana e animal, sera mais fécil entender as razdes
para determinadas doengas, mantendo a conscientizacdo e vigilancia acerca das mesmas
(Limongi & Oliveira, 2020).

Um exemplo disso, ¢ o comportamento migratdorio comum que as aves
realizam rotineiramente durante o seu ciclo de vida, com deslocacdes de curta a média
distancia para alimentagdo e descanso que geralmente ocorre em campos agricolas.
Nesses locais as cepas de Aspergillus sofrem pressao seletiva por estarem frequentemente
em contato com azois e as aves podem ndo apenas se contaminar ou se infectar com essas
cepas como carregar consigo para outros locais. As migragdes sazonais podem estar
associadas a dispersdo de cepas de Aspergillus e insercdo cepas fungicas resistentes em
diferentes regides do percurso, na qual humanos, ambiente e outros animais podem ser
afetados (Melo et al., 2020).

A perspectiva de Saude Unica ¢ essencial para compreender melhor o papel

dos fungicidas agricolas no surgimento da resisténcia aos azois em Aspergillus, com



540
541
542
543
544
545
546
547
548
549
550
551
552
553

28

consequente falha no tratamento e mortalidade, especialmente em humanos. Pois
geralmente Aspergillus ndo ¢ o principal alvo dos fungicidas utilizados nas lavouras, mas
por serem saprofitos e onipresentes, ¢ comum a presenga de seus conidios nos campos
agricolas, na qual o uso de fungicidas azodlicos pode resultar na selecdo de cepas
resistentes no ambiente (Sewell et al., 2019).

A abordagem One Health aqui ¢ essencial pois o entendimento da prevengao
do desenvolvimento de cepas flingicas resistentes s6 sera alcancado se mudancas
holisticas acontecerem, como: o uso racional de fungicidas, que apesar de essencial para
a produ¢ao mundial de alimentos, precisa ter seu limite de dose; a correta administra¢ao
de medicamentos para o tratamento de doencas flngicas; a aten¢do a doengas que sao
negligenciadas; bem como a preven¢do da polui¢do que prejudica o meio ambiente e
animais, os deixando susceptiveis a infec¢des (Xavier et al., 2007). Em suma, tudo esta
conectado, uma vez que o ciclo voltard e afetard todos, caso ndo haja prevencao,

vigilancia e informacao.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral

e Determinar a taxa de isolamento de Aspergillus spp. em amostras de agua de um
ecossistema costeiro ¢ sua relagdo com caracteristicas abioticas, ¢ determinar o

perfil de susceptibilidade antifiungica dos isolados.

3.2 Objetivos Especificos

e Descrever e comparar os dados abidticos das amostras de 4agua incluidas de
acordo com os sitios de coleta;

e Identificar e comparar a taxa de isolamento das se¢oes Fumigati, Nigri e Flavi
nos distintos sitios de coleta;

e Avaliar a influéncia de pardmetros abidticos da dgua na taxa de isolamento das
distintas se¢des de Aspergillus spp.;

e Avaliar o perfil de suscetibilidade a antifungicos dos isolados de Aspergillus spp.

do ambiente.
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ABSTRACT

Aspergillus is a genus of ubiquitous filamentous fungi found in various ecosystems and
recognized as opportunistic pathogen in humans, plants, and animals. Reports of resistant
strains to recommended antifungals have been increasing, with the environment playing
a significant role in these high rates due to the use of azoles in agriculture. As azole
residues are washed away by effluents and can exert selection pressure on Aspergillus
spp. isolates present in coastal environments, we aimed to determine the isolation rate of
Aspergillus spp. in water samples and its relationship with abiotic characteristics, as well
as to determine the antifungal susceptibility profile of the isolates. For that, water samples
were collected monthly at three environmental sites over 25 months. Abiotic parameters
between sampling sites, frequency of positive Aspergillus collections, sections, and the
influence of these parameters on fungal isolation were determined, as well as antifungal
susceptibility using the microdilution assay. Aspergillus spp. was detected in 44% of the
samples (n=33/75) and totaled 67 isolates, with 59.7% being Fumigati, 22.3% Flavi, and
17.9% Nigri. The collection site with the highest Aspergillus rate was the estuary (39.4%),
followed by the beach (36.4%) and lagoon mouth (24.2%), with parameters such as
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seston, dissolved oxygen, and turbidity influencing section isolation. Resistance was
found in 3% (2/67) of the isolates, belonging to the Nigri section. Studies on detection
and resistance of Aspergillus in aquatic ecosystems are rare in the literature. The present
work demonstrates that aquatic environments can serve as a source of infection, in
addition to aggregating data on abiotic parameters for Aspergillus spp. and report the
presence of resistant isolates in a coastal environment, proving the need for environmental

surveillance and monitoring in the face of fungal resistance.

Keywords: Estuary, marine environments, abiotic parameters, fungal resistance, One

Health, filamentous fungi.

1 INTRODUCTION

Aspergillus is a genus of filamentous fungi, characterized as saprophytic and
ubiquitous, with species occurring worldwide in a diversity of habitats (Arastehfar et al.,
2021). Characteristics contributing to its adaptation success include the production of a
wide variety of enzymes and its small conidia (2.5 um in the Fumigati section and 3 to
10 pum in the Nigri and Flavi sections), infective structures able of being transported long
distances by wind, across different ecological niches. As a result, this fungal genus is one
of the most found in air, soil, and water, and it is an important pathogen of plants, animals,
and humans (Silva, 2009; Latgé & Chamilos, 2019; Arastehfar et al., 2021).

In humans, these small conidia can eventually be inhaled and cause allergic,
chronic, or invasive infections (Latgé & Chamilos, 2019; Schiirch et al., 2023) in
susceptible hosts, depending on the individual's immunological status and/or lack of
pulmonary integrity (Paulussen et al., 2017; Otu et al., 2023). Among the clinically
relevant sections, the Fumigati section stands out as the main cause of aspergillosis,
followed by the Nigri and Flavi sections (latta et al., 2016; Nargesi et al., 2022). In 2022,
the World Health Organization issued the first list of priority fungal pathogens,
highlighting fungi of critical and high importance to human health. Among the 19
pathogens listed, Aspergillus section Fumigati was classified as a critical risk due to its
threat to health and high mortality rates, necessitating surveillance and investigation of
this pathogen, as well as monitoring of fungal resistance (WHO, 2022; Fisher & Denning,
2023).

Three classes of antifungals can currently be used in the treatment of
aspergillosis: triazoles (itraconazole), polyenes (amphotericin B), and echinocandins

(Denning, 2022). Triazoles are the frontline treatment, although reports of increased



622
623
624
625
626
627
628
629
630
631
632
633
634
635
636
637
638
639
640
641
642
643
644
645
646
647
648
649
650
651
652
653
654
655

33

intrinsic and/or acquired resistance to azoles have been described worldwide in
Aspergillus spp. isolates (Arastehfar et al., 2021; De Francesco, 2023). This increase is
related to selection pressure, either through long-term azole therapy in the clinic (Verweij
etal., 2013) or primarily through the common use of azole-based fungicides in agriculture
due to their low cost and broad spectrum of action, even knowing it can persist in the
environment for long periods (Hof, 2001).

Agricultural runoff waters typically flow into lakes, rivers, and oceans.
Thus, stable azoles and Aspergillus spp. travel and meet themselves along the entire
drainage route. During this route distinct abiotic parameters in watersheds demand
physiological adaptation mechanisms by the fungus for its survival in a challenging
ecosystem (Pérez-llano et al., 2020; Maggi et al., 2023). Once this stress occurs, there is
a hypothesis that the pressure for adaptation, along with chemical residues of azoles in
the environment, influences the development of cross-resistance mutations to antifungals
(Chowdhary et al., 2012; Toyotome, 2019).

One of the typical areas that receive effluents from various sources is the
estuaries, which are formed at the end of a lagoon when it meets the ocean. These areas
are rich in organic matter, including agricultural discharges (Almeida et al., 1993), being
propitious to induce selective pressure in microorganisms. However, studies regarding
Aspergillus spp. resistance in water environments are scarce. Burks et al. (2021)
conducted a review including articles focused on the Fumigati section detection from the
environment and its antifungal resistance profile, showing that out of the 52 articles
identified, only 0.3% were conducted with isolates from water samples. This minor
percentage highlights the lack and the need for attention to these environments as
potential reservoirs of potentially pathogenic fungi and the surveillance of its antifungal
susceptibility profile to a better knowledge of the role of this niche in contribute to an
increasing in rates of Aspergillus spp. resistance.

The environmental role in the acquisition of clinical resistance by Aspergillus
spp. is mainly supported by azole-naive patients who had strains of Aspergillus section
Fumigati resistant to the drug at the beginning of the treatment (Snelders et al., 2009;
Verweij et al., 2009; van der Linden et al., 2013; Dauchy et al., 2018). Reports of
environmental resistance are common in European, African, and Asian countries. In the
Americas, studies reporting this data in countries such as the United States, Colombia,
and Argentina have been published in the last years (Dunne et al., 2017; Gongalves, 2017,
Sharpe et al., 2018; Trovato et al., 2018; Friedman & Schwartz, 2019; Buks et al., 2021).
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On the other hand, in Brazil, literature shows that the presence of Aspergillus and its
resistance profile in the environment are rarely studied, as well as its association with
abiotic parameters of the samples (Bedin et al., 2018; Friedman & Schwartz et al., 2019).

All this context reinforces the need for surveillance in environmental sources
of potential human infection (Sabino et al., 2016), emphasizing the challenge of "One
Health," which aims to include environmental, animal, and human health as one (Banerjee
et al., 2021). Thus, we aimed to evaluate the occurrence of Aspergillus spp. in water
samples from a coastal ecosystem and its relationship with abiotic characteristics,

determining the antifungal susceptibility profile of these environmental isolates.

2 MATERIAL AND METHODS
2.1 Local, climate and period of the study

The study was conducted during a period of 25 months (from July 2021 to
July 2023) in a coastal environment in the southernmost region of Brazil (32° 1' 60" S,
52°5'55" W), which is bordered by the Atlantic Ocean and the Patos Lagoon (Rio Grande,
Rio Grande do Sul). The climate in the region is subtropical characterized by four distinct
seasons which has an average temperature ranging from 2.3 to 18.5°C in winter, from 8.3
to 24.7°C in spring, from 11.5 to 28°C in summer and from 3.8 to 21°C in autumn. The
average relative humidity is high during all the year, ranging from 77% in summer months

to 85% in the winter period (Wrege, et al., 2012).

2.2 Water Samples

Coastal surface waters were collected from three specific sites, monthly (one
sample from each site/month), as a subproject of the major institutional project PELD —
ELPA (Long-Term Ecological Research in the estuary of Patos Lagoon and Adjacent
Marine Coast). The sampling specific sites corresponded to: 1) Middle Estuary of Patos
Lagoon (-32.0253° S, -52.1060° W); 2) Lagoon Mouth (-32.1495° S, -52.1009° W); and
3) Sea/Beach (-32.2066° S, -52.1738° W) from South Atlantic (Figure 1).

A total volume of 1000mL of each site of water sample were collected in a depth
of approximately 20 cm, using sterile bottles and kept refrigerated until its processing for
mycological analyses within a maximum period of 12 hours. During each collection,
abiotic characteristics of the water, such as temperature (°C), salinity (psu), turbidity
(FNU), seston (mg/L), dissolved oxygen (mg/L), chlorophyll A (pg/l), and ammonia
NH4, were analyzed from each site using a YSI-ProDSS multiparameter probe (USA).
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BRAZIL ‘ESI'UAR\'

PATOS LAGOON
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Figure 1. Image regarding the location of the study area, highlighting the sampling sites
in the city of Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brazil. The southern portion of Patos
Lagoon connects to the Atlantic Ocean, where the collection sites are located. The
collection point in the middle estuary encompasses part of Patos Lagoon, an urban-
influenced area that is close to hospitals. The collection point at the lagoon's mouth is
located at Barra of Rio Grande, where water exchange occurs between the lagoon and the
ocean, characterized by an industrial, port, and fishing area. The beach collection point is
located at Beach of Cassino and is characterized by a maritime leisure area. (Source:

author).

2.3 Mycological Analyses of Water Samples

Water samples were processed using the membrane filtration technique culturing
with some adaptations, employing a vacuum filtration system. Briefly, following
filtration, the nitrocellulose membrane (0.45 um) was dispensed in a falcon tube with
10mL of sterile saline solution and vortexed for elution. The membrane was then placed
onto Sabouraud-dextrose agar plates (Difco®, Detroit, MI, USA) supplemented with
antibacterials (gentamicin - Hypofarma®) and (chloramphenicol - Alamar Tecno-
Cientifica Ltda - SP) (SDAGC). The remaining solution in the tube was centrifuged at
3500 rpm (3 min), and two aliquots (500 pL) of the precipitate were also inoculated onto
two SDAGC. Plates were incubated at 30°C for seven days, and all Aspergillus spp.
isolates were purified and phenotypically identified at the section level based on

macroscopic and microscopic characteristics.
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2.4 Antifungal Susceptibility Testing

All Aspergillus sections Fumigati, Flavi, and Nigri isolated from the water
samples were submitted to the broth microdilution technique according to the M38-A2
protocol of the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), to evaluate their
susceptibility profile to itraconazole (ITZ) and amphotericin B (AMB), through the
analyzes of the Minimum Inhibitory Concentrations (MIC) which is defined as the lower
concentration at which 100% of the fungal growth is inhibited.

Drugs were obtained in powder form (ITZ: Sigma-Aldrich®, Missouri, USA) and
liquid form (AMB: Cristalia®, Itapira, SP, Brazil). Stock solutions were prepared in 100%
dimethyl sulfoxide (DMSO) and kept at -20°C. Serial dilutions of the stock solutions were
performed to allow the final drug concentrations in the wells ranging from 0.125 to 8
png/mL for ITZ and 0.25 to 16 pg/mL for AMB.

For inoculum standardizing all pathogenic Aspergillus isolates were subcultured
on potato dextrose agar (PDA - KASVI®, Spain) for 72 hours at 37°C to produce conidia.
Then, a solution of conidia was prepared adding sterile saline and tween 20 (Synth®) to
the cultures and adjusted by spectrophotometry. Once standardized, the inoculum was
diluted in Roswell Park Memorial Institute medium (RPMI 1640; GLIBCO®, Waltham,
MA, USA) supplemented with MOPS (MOPS, Exodo Cientifica - Sumaré/SP). The pour
plate method was performed as a confirmation of the final inoculum concentration used.

Microplates were filled with the standardized inoculum and the drugs
concentrations and incubated for 48 hours at 35°C for visual reading to MIC
determination. Tests were performed in duplicate, and a quality control strain (Aspergillus
Sfumigatus - ATCC Mya 3627) was used in all experiments. Isolates with MIC values >8
pg/mL of ITZ and >2 pg/mL AMB were classify as resistant isolates (CLSI, 2008).

2.5 Statistics

Descriptive analyses of data regarding abiotic parameters from the water samples
were performed and non-parametric Kruskal-Wallis test and Pearson chi-square test were
conducted to evaluate the impact of these parameters in the isolation of each Aspergillus
sections (Fumigati, Nigri, and Flavi). The statistical program SPSS 20.0® (IBM Corp.,
Armonk, NY, USA) was employed, and values of p<0.05 were considered statistically

significant. Geometric mean of MIC, MIC 50 and MIC 90 (minimum concentration able
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to inhibit 50% and 90% of the isolates tested, respectively) were determined from both

drugs tested against each section of Aspergillus spp.

3 RESULTS

Of the 75 water samples included in the study, 21 were collected in winter, 18
in spring, 18 in summer, and 18 in autumn. The abiotic parameters of the samples are
described in (Table 1), highlighting that temperature, turbidity, dissolved oxygen, and
ammonia concentration were similar among the three sampling sites (p<0.05), with
means ranging from 19.5 to 20°C, 16.95 to 38.71 FNU, 7.7 to 7.9 mg/L, and 3.4 to 4.1
ng/l, respectively. On the other hand, salinity, seston, and chlorophyll A differed
statistically among the sampling sites, with the lowest average salinity and seston at site
1 (estuary) at 19.36 psu and 94.36 mg/L, respectively, and the lowest chlorophyll A at
site 2 (lagoon mouth) at 4.77 pg/l. The highest averages for salinity, seston, and
chlorophyll A were at site 3 (beach) at 31 psu; 157.15 mg/L; 12.06 pg/l, respectively.

Table 1: Data on abiotic parameters of water samples (n=75) according to the geographic location of the
sampling sites, during the period from July 2021 to July 2023, totaling 25 collections at each site.

Parameter Site 1 Site 2 Site 3 p-value*
Estuary Lagoon mouth Beach
Temperature (°C) 19.5°C 19.8°C 20°C 0.94
(11°C;27°C) (12°C;27°C) (12°C;28°C)
Salinity (psu) 19.36 21.14 31 0.007
(2;36) (1;36) (21;35)
Turbidity (FNU) 16.95 24.35 38.71 0.06
(2;68) (1;143) (0,144)
Seston (mg/L) 94.36 106.27 157.15 0.008
(16;230) (28;226) (68;320)
Dissolved O, (mg/L) 7.77 7.97 7.8 0.88
(6;10) (6;11) (7:9)
Chlorophyll A (ng/1) 5.92 4.77 12.06 0.02
(1;15) (0;23) (1;62)
Ammonia (pg/l) 4.12 3.62 342 0.15
(2:9) (2:9) (1;11)

Values used: mean, minimum and maximum * Kruskal-Wallis non-parametric test.

Isolation of fungal colonies from at least one pathogenic section of Aspergillus

occurred in 44% of the samples (n=33/75), totaling 67 isolates. The sample positivity
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rate was 39.4% (n=13) at site 1 (estuary), followed by site 3 (beach) with 36.4% (n=12)
and site 2 (lagoon mouth) with 24.2% (n=8). Concerning the seasons, in winter, 30.3%
(n=10) of the samples were positive, followed by spring with 27.3% (n=9), summer
24.2% (n=8), and autumn with 18.2% (n=6) positivity. There was no significant
influence of the sample's origin site (p=0.32) or the seasons (p=0.35) on fungal isolation.
Of the 67 isolates, 59.7% (n=40) were from the Fumigati section, 22.3% (n=15) from the
Flavi section, and 17.9% (n=12) from the Nigri section. Positive samples for the Fumigati
and Nigri sections predominated at site 1 (estuary) 43.8% (7/16) and 45.5% (5/11),
respectively, while the Flavi section 58.3% (7/12) predominated at site 3 (beach). The
percentages of each site and section are presented in (Table 2).

Table 2: Data regarding positive collections for each of the sections Fumigati (n=16), Flavi (n=12) and

Nigri (n=11) with the respective percentage isolated at each collection site (middle estuary, lagoon mouth
and beach) and the result of statistical significance between sites.

Aspergillus Site 1 Site 2 Site 3 p-value*
Section Middle Estuary Lagoon mouth Beach

Fumigati (n=16) 43.8% 25% 31.2% 0.57
Flavi (n=12) 16.7% 25% 58.3% 0.12
Nigri (n=11) 45.5% 18.2% 36.3% 0.47

* Kruskal-Wallis non-parametric test, demonstrating p values.

Regarding the abiotic parameters of the water, only seston differed significantly
between samples positive and negative for Aspergillus spp. isolation (p=0.04).
Specifically, concerning specific sections of Aspergillus, Fumigati colonies were more
commonly isolated in samples with lower seston values (mg/L) (p=0.01) and higher
dissolved oxygen values (mg/L) (p=0.04); while Flavi colonies were isolated in samples
with higher turbidity (FNU) (p=0.04). The other variables did not show statistical
significance for the sections (Table 3), and the Nigri section did not show statistical

significance concerning any of the variables.
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Table 3: Influence of environmental variables between positive (yes) (n=33) and negative (no) (n=42) samples on the isolation of Aspergillus spp. and sections Fumigati (n=16),

Flavi (n=12) and Nigri (n=11) during the study period (25 months)

Parameter of Aspergillus spp. Aspergillus Fumigati Aspergillus Flavi Aspergillus Nigri
water Samples Samples Samples Samples
samples Positive  Negative )4 Positive Negative y/ Positive Negative p Positive Negative p
(n=75) (n=33) (n=42) (n=16) (n=59) (n=12) (n=63) (n=11) (n=62)
Temperature 18.5 19.6 0.54 16.3 20.0 0.08 17.5 19.6 0.56 21.2 18.8 0.57
(°C) (11.4-28.3) (12.0-26.6) (12.0-25.9) (11.4-28.3) (13.3-26.6) (12.0-28.3) (11.4-28.3) (12.0-26.6)
Salinity (psu) 27.9 30.4 0.36 25.7 293 0.06 28.7 28.5 0.94 26.3 28.8 0.94
(1.1-35.6) (1.1-35) (1.2-344) (1.1-35.7) (1.2-35.6) (1.1-35.3) (1.5-355) (1.1-35.7)
Turbidity 16.3 154 0.81 13.6 18.1 0.43 24.9 13.1 0.04 19.5 15.4 0.41
(FNU) (0.5 -144) (0.4 -143.3) (0.5-144) (0.4-143.3) (6.1-144) (0.4-143.3) (5.0-118.5) (0.4 -144,0)
Seston (mg/L) 93.2 107.3 0.04 87.0 106.7  0.01 98.2 97.6 0.78 94.8 97.6 0.91
(16.5-223.9) (28.7 - 320) (16.5-223.6) (37.6 - 320) (27.7 -223.9) (16.5 - 320) (54.7 -223.9) (28.7-272.2)
Dissolved O2 8.34 7.60 0.24 8.68 7.55 0.04 8.58 7.72 041 7.53 7.76 0.54
(mg/L) (6.19-10.31) (5.76-10.61) (6.19-10.31) (5.76-10.61) (5.93-10.07) (6.16-10.61) (6.20-9.39) (5.93-10.61)
Chlorophyll A 4.20 5.20 0.35 4.10 5.01 0.19 3.78 5.19 0.16 5.28 4.48 0.70
(ng/) (0.43-15.77) (0.95-62.25) (0.43-15.77) (1.95-62.25) (0.43-15.77) (1.48-62.25) (1.48-15.77) (0.43-62.25)
Ammonia 3.11 3.29 0.21 2.65 3.20 0.34 2.54 326  0.06 3.11 3.29 0.47
(ng/l) (1.08-7.14) (1.38-11.03) (1.29-7.14) (1.08-11.03) (1.29-5.78) (1.08-11.03) (1.69-7.02) (1.08-11.03)

* Values used: median, minimum and maximum * Kruskal-Wallis non-parametric test.
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Regarding the antifungal susceptibility profile, all 67 isolates (100%) were sensitive to
amphotericin B (AMB), being inhibited at concentrations <2 pg/mL, and 65 (97%) were
sensitive to itraconazole (ITZ). Two isolates (3%) were resistant to ITZ, growing at
concentrations >8 pg/mL, both from the Nigri section, corresponding to 16.7% (2/12) of
resistance in the isolates inside the section, being one originating from site 2 - lagoon
mouth (November of 2021 collection) and the other from site 3 — beach (September of
2021 collection). GM MIC, MIC50, and MIC90 values of AMB and ITZ against isolates
from different sections of Aspergillus tested are described in (Table 4).

Table 4: In vitro susceptibility of Aspergillus spp. isolates. (n=67) arising from water collections at

environmental sampling sites in the city of Rio Grande, Rio Grande do Sul against the drugs itraconazole

(ITZ) and amphotericin b (AMB).

Aspergillus "z AMB
/mL /mL
Section Herm Herm
(total of
isolates MIC MIC Range MIC MIC Range
n=67) GM 50 90 M 50 90
Fumigati
036 025 05 1.25 1 2
(n=40) 0.5-2 0.5-2
Flavi
033 025 05 0.25-1 151 2 2 1-2
(n=15)
Nigri
094 05 2 0.5->8 068 05 1 05-1
(n=12)

GM: Geometric mean; MIC 50 and MIC 90: Minimal inhibitory concentration in pg/mL to inhibit 50% and
90% of isolates, respectively; ITZ: itraconazole; AMB: amphotericin B.

4 DISCUSSION

In the present study, we determined the isolation rate of Aspergillus spp. in water
samples from a coastal ecosystem from Southern Brazil and South Atlantic Ocean, its
relationship with the abiotic characteristics of the environment, and the antifungal
susceptibility profile of the isolates. These data are of paramount importance considering

the scarcity of studies on the antifungal susceptibility pattern of Brazilian isolates of



791
792
793
794
795
796
797
798
799
800
801
802
803
804
805
806
807
808
809
810
811
812
813
814
815
816
817
818
819
820
821
822
823

41

Aspergillus spp. from coastal aquatic environment (Burks et al., 2021), as well as the
absence of studies in the estuary of Patos Lagoon regarding fungal resistance, and the
influence of abiotic factors on the isolation rates of the genus. The water collection sites
in this study are classified as potential sources of infection due to exposure to bathers and
fishermen, and therefore, a location where microbiological surveillance should be
exercised to assess risks to human and animal health (Sabino et al., 2016; Schwingel et
al., 2020).

Among the collection sites, the isolation of pathogenic Aspergillus kept a pattern,
being present at all points. This result demonstrates the ubiquity of the genus and its
importance in One Health, due to its ability to adapt to different ecosystems, where marine
and estuarine waters have been shown to be a niche for potentially pathogenic fungi of
humans, animals, and plants even under adverse conditions such as high salinity (Sabino
et al., 2014). Aspergillus Fumigati, the most pathogenic section, was the most frequently
section isolated in our study, as observed in previous studies (Misra et al., 2011; Sabino
et al., 2016; Pinto et al., 2018). This finding represents a warning in the clinic, since the
environmental frequency reported in a particular region may predict clinical isolates of
patients with aspergillosis, determined according to the climatic and geographical
conditions of the region (Pasqualotto, 2009).

Bandh et al. (2016) observed a higher frequency of the Aspergillus genus in lake
waters and associated this fact with the entry of sewage into the system, increasing the
nutrient supply. In the region of our study, Rio Grande-RS, both in the urban part of the
estuary and at the lagoon mouth, waters with strong contamination from various sectors
such as industrial and port areas receive clandestine sewage (Baumgarten et al., 2017).
Thus, considering that the estuary is a dynamic environment influenced by wind and tidal
fluctuations, possibly increased water circulation during periods of high tide leads to
greater homogenization of this environment, increasing the dispersion of fungi present
there and possibly being the reason for all points presenting similarity and a pattern of
fungal isolation (Leite et al., 2019; Pagani et al., 2023).

Regarding the abiotic parameters, seston, dissolved oxygen, and turbidity were
influential in fungal isolation. Seston (suspended organic material) were inversely related
to Aspergillus spp. and the Fumigati section isolation. However, in the estuary, the
location with the lowest seston, there is a higher supply of nutrients due to the

decomposition of macrophytic plants and terrestrial water discharges such as sewage, as
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mentioned before (Cunha et al., 2005; Tavora et al., 2022), thus leading to a greater
proliferation of microorganisms such as fungi.

Dissolved oxygen is related to the higher isolation of the Fumigati section. This
can be explained by the genus's need to capture oxygen for its development, metabolic
activities, and sporulation (Hall & Denning, 1994). Other studies on fungi in aquatic
environments have reported the average dissolved oxygen to be 7 mg/L (Nascimento et
al., 2007; Schoenlein-Crusius et al., 2015), corroborating with our results, indicating it as
adequately oxygenated (Nascimento et al., 2007). Another parameter that influenced
fungal isolation was turbidity, observed in the Flavi section. This parameter is related to
suspended sediments, which can serve as substrate and resource for fungal development
(Corte-Real et al., 2010). Silveira (2013) found higher fungal diversity when there was a
greater presence of particles in the water, evidenced by lower transparency. It is worth
noting that these sediments may come from agriculture through river tributaries and
contain residues of azole pesticides, with the potential to cause cross-resistance (Allizond
et al., 2021; Tavora et al., 2022).

In our study, all 4. Fumigati isolates were susceptible for ITZ and AMB, as
well as A. Flavi, being two strains from the section 4. Nigri ITZ resistant. The
environmental resistance of Aspergillus spp. to triazoles has been described in several
countries showing A. Fumigati triazole resistance in rates up to 25%, including in the
Netherlands (van der Linden et al., 2013), Iran (Badali et al., 2013), Denmark (Astvad et
al., 2014; Mortensen et al., 2010), India, France, Germany (Chowdhary et al., 2012;
Chowdhary et al., 2014; Bader et al., 2015), the United Kingdom (Sewell et al., 2019),
Latin American and African countries (Resendiz-Sharpe et al., 2021), Colombia (Le Pape
et al., 2015). However, most of them are usually made in locations such as agricultural
fields and soils, which are directly exposed to azoles and therefore are more likely to have
higher resistance rates (Burks et al., 2021). Specifically in Brazil, no resistance studies
were found with Aspergillus from the aquatic environment, and studies environmental are
rare. Bedin et al., (2018) obtained 25% (5/20) Fumigati isolates resistant to itraconazole
from soil and Oliboni, (2022), found 100% of Fumigati from atmospheric air were
sensitive to triazoles.

The resistance of the Nigri section found here to ITZ (MIC>8ug/mL) is
consistent with previous environmental studies (Hashimoto et al., 2017; Sabino et al.,
2016; Pérez-Cantero et al., 2019), as well with studies of clinical isolates (Saurav et al.,

2010; Howard et al., 2011; Iatta et al., 2016; Takeda et al., 2020). Some studies report that
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certain species belonging to the Nigri section, such as A. tubingensis, often exhibit
tolerance to azole drugs and are recently considered to have intrinsic resistance, mainly
to ITZ (Toyotome et al., 2020; Matsumoto et al., 2022). According to previous studies, it
is well established in the literature that agricultural fungicides are stably transported by
aquatic effluents and quantified at high levels in these environments (von Ameln et al.,
2021, Toda et al., 2021). In this sense, due to the local context of our study being related
to agricultural areas (IBGE, 2022), it appears that pesticide residues are present in these
environments and may interact with Aspergillus spp., influencing the development and
spread of resistance, given the molecular similarities between azole fungicides used in
agriculture and in clinical settings. It is interesting to note that the two resistant isolates
in our study came from collection sites with higher salinity, indicating a higher stress
environment. Other resistant fungi are also found in locations with higher abiotic stress
and high salinity (Chakrabarti & Sood, 2021).

Although 100% of our isolates from the Fumigati and Flavi sections were
susceptible to ITZ and AMB, resistance to ITZ was reported in 3% of the isolates in the
Nigri section. Even though the Nigri section not being the main etiological agent of
aspergillosis, it is associated with allergic, chronic, and even invasive conditions (Xavier
et al., 2008; Alen et al., 2022), so the resistance found here is an alert for possible resistant
strains in clinical settings.

Given the fact that (1) Aspergillus spp. is dispersed in the most distinct aquatic
ecosystems, as demonstrated in our study (2) that these aquatic environments can serve
as a source of infection (3) and that resistance to ITZ has been demonstrated in the region
studied, there is a need for surveillance to monitor the resistance rates of these pathogens.
Studies on environmental surveillance of Aspergillus spp. resistance in Brazil should
continue to be conducted to assess whether the resistance rate will increase in South and
other coastal environments — and the risk of this to human and animal health. This work
is of utmost importance considering the scarcity of studies relating the presence of fungi
to environmental parameters, as well as the absence of studies in the estuary of Patos
Lagoon regarding fungal resistance. The perspectives for the development and continuity
of the study,conducting the Fumigati, Nigri, and Flavi identification into species-level, as

well the resistance mechanisms of these isolates resistant to ITZ need to be conducted.

5S FUNDING
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5. CONCLUSOES

Com base no presente estudo pode se concluir que:

1. Os parametros abidticos salinidade, séston e clorofila A, variaram significativamente

entre os pontos de coleta;

2. Variaveis como a turbidez, séston e oxigénio dissolvido mostraram ser pardmetros que

influenciam o isolamento de determinadas se¢des de Aspergillus;

3. A principais se¢des de Aspergillus com importancia clinica foram encontrados nos mais
variados pontos de coleta do ambiente costeiro, em diferentes estacdes do ano e

parametros ambientais, inclusive em locais de alta salinidade;

4. Foi relatado um ntimero alto de Aspergillus se¢do Fumigati (n=40) isolado nos pontos

de coleta.

5. A taxa de resisténcia (3%) dos isolados da se¢do Nigri ¢ um importante alerta dentro

do contexto da regido.



1093
1094
1095
1096
1097
1098
1099
1100
1101
1102
1103
1104
1105
1106
1107
1108
1109
1110

1111

1112

1113

1114

1115

1116

1117

1118

1119

1120

1121

1122

1123

1124

51

6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo apresentou a taxa de isolamento de Aspergillus spp. em
amostras de agua de um ecossistema costeiro e sua relagdo com caracteristicas abidticas,
determinando o perfil de susceptibilidade antiftingica dos isolados. Nossos resultados
contribuem com a comunidade cientifica acerca da resisténcia ambiental de isolados
fingicos advindos do ambiente e instiga a vigilancia desses ambientes com o
monitoramento das taxas de resisténcia. Devido os locais de coleta deste estudo serem
pontos urbanos, pesqueiros ¢ de lazer, pessoas facilmente entram em contato com essas
aguas e podem devolver infecgdes fungicas. De acordo com nossos resultados, esses
ambientes possuem alta frequéncia de Aspergillus secdo Fumigati, descrita como a mais
patogénica dentro do género, além de terem sido encontrados Aspergillus da secao Nigri
resistentes, podendo influenciar o tratamento posterior na clinica.

Como perspectiva deste trabalho, a espécie de todos os 67 isolados de
Aspergillus spp. assim como o mecanismo de resisténcia dos dois isolados resistentes ao
itraconazol, serdo determinados. Além disso, um estudo avaliando a presenca e
quantidade de pesticidas azolicos nessas dguas serd encaminhado, visto o contexto da

regido ser de influéncia agricola podendo ser um fator de pressdo de sele¢do aos isolados.

ODS contempladas: (3) Satde e bem-estar; (14) Vida na dgua
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