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RESUMO

Devido a demanda populacional, o aumento de &reas agricolas vém crescendo, juntamente com a
utilizacdo de agroquimicos, que podem selecionar populacGes microbianas e causar alteragcdes no
metabolismo desses microrganismos. Assim, o crescente despejo de agrotdxicos, que vem se tornando
um dos principais problemas da atualidade, compromete a qualidade ambiental e humana, e deve ser
monitorado adequadamente. Desta forma, a utilizacdo de bioindicadores se torna uma ferramenta
importante para a investigacao deste tipo de impacto ambiental. Assim, este trabalho teve como objetivo
avaliar o perfil de sensibilidade em leveduras isoladas de solos cultivados impactados com fungicidas
com o de ambiente de mata nativa. Para tanto as amostras foram coletada em duas areas diferentes, uma
de mata nativa e uma area de cultivo com uso de fungicidas, entre 0s meses de agosto de 2019 e janeiro
de 2020. Para tanto, um total de 30 amostras, cinco de cada area por coleta, foram semeadas em Agar
sabouraud acrecido de cloranfenicol (0,5 g/L) e em Agar sabouraud acrecido de cloranfenicol (0,5 g/L)
e fluconazol (64 pug/mL). As cepas foram identificadas pela realizacdo de auxonograma, zimograma,
analise macro e micromorfoldgica, e confirmacdo molecular. As cepas isoladas foram submetidas ao
teste de difusdo em poco, com uso de fluconazol nas concentracdes de 300, 500 e 700 pg/mL. Como
controle foi utilizado a cepa Candida parapsilosis ATCC 22019. Foram isoladas 53 leveduras,
pertencentes ao género Candida, sendo as espécies Candida guilliermondii, seguida de Candida
parapsilosis sensu lato e Candida albicans, as mais frequentes (p=0,0017), A utilizacdo do meio com
adicdo de fluconazol para o isolamento foi eficiente para selecdo de cepas resistentes (p=0,04). A area
de mata nativa apresentou um nimero maior de cepas resistente ao fluconazol, com 35% em relacdo a
15% de resisténcia na area de cultivo. O fluconazol juntamente com outros antifungicos é a primeira
linha de escolha na terapia antifngica a depender do caso, logo, a resisténcia a esse medicamento causa
preocupacado. Destaca-se ainda, que o processo de detoxificacao celular pode promover a supreexpressao
de bombas de efluxo de membrana, o que pode explicar esse fendmeno de resisténcia observado.

Palavras-Chave: Contaminagdo ambiental, Resisténcia a Azélicos, Levedura.

ABSTRACT

Due to population demand, the increase in agricultural areas has been growing, along with the use of
agrochemicals, which can select microbial populations and cause changes in the metabolism of these
microorganisms. Thus, the increasing dumping of agrochemicals, which is becoming one of the main
problems of today, compromises environmental and human quality, and must be adequately monitored.
In this way, the use of bioindicators becomes an important tool for the investigation of this type of
environmental impact. Thus, this work aimed to evaluate the sensitivity profile in isolated yeasts of
cultivated soils impacted with fungicides with that of native forest environment. The samples were
collected in two different areas, one of native forest and one area of cultivation using fungicides, between
the months of August 2019 and January 2020. For this purpose, a total of 30 samples, five from each
area per collection, were sown on chloramphenicol (0.5 g/L) and chloramphenicol (0.5 g/L) and
fluconazole (64 pg/mL) Sabouraud agar. The strains were identified by performing an auxonogram,
zimogram, macro and micromorphological analysis, and molecular confirmation. The isolated strains
were submitted to the well diffusion test, using fluconazole in concentrations of 300, 500 and 700 pg/mL.
Candida parapsilosis ATCC 22019 strain was used as control. 53 yeasts belonging to the genus Candida
were isolated, being the species Candida guilliermondii, followed by Candida parapsilosis sensu lato
and Candida albicans, the most frequent (p=0.0017). The use of medium with the addition of fluconazole
for isolation was efficient for selection of resistant strains (p=0.04). The area of native forest presented
a higher number of fluconazole resistant strains, with 35% in relation to 15% resistance in the cultivation
area. Fluconazole together with other antifungals is the first line of choice in antifungal therapy
depending on the case, so resistance to this drug causes concern. It is also noted that the cell
detoxification process may promote the overexpression of membrane efflux pumps, which may explain
this observed resistance phenomenon.
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1 INTRODUGCAO

A vida humana permanece alicercada nos ecossistemas do solo, no entanto a intensidade e a
forma como é utilizado mostra que ha muito a ser descoberto sobre solos e suas relagdes com os
organismos, mas é sabido que quando o ambiente esta equilibrado possui caracteristicas microbianas
ideais para conversao e degradacdo da matéria organica (WARDLE et al., 2004). No entanto em virtude
do crescimento demografico, areas que eram equilibradas por serem nativas, estdo sendo agora
destinadas aos diversos tipos de cultivo (ESPINDOLA; CUNHA, 2015).

A agricultura gera grande impacto sobre os organismos do solo, mas o conhecimento sobre esses
organismos ainda € limitado. Devido as mudancas ocasionadas pelos cultivos, nessas areas ocorre uma
alteracdo na composicao, produtividade, taxas de decomposi¢do e muitas outras propriedades do solo,
principalmente por conta das alteragdes nas comunidades microbianas residentes. Desta forma, a
agricultura muda os ciclos de nutrientes e da biodiversidade no ecossistema afetado. Esses processos sao
bem conhecidos, mas 0s mecanismos que afetam a resposta microbiana nesses ecossistemas e 0 impacto
dos mesmos na diversidade, estrutura e comportamento dos microrganismos das camadas mais
superficiais do solo ainda precisam ser esclarecidos (YURKOV et al., 2012; WARDLE et al., 2004).

Um dos componentes do ecossistema do solo sdo os fungos, e estes estdo relacionados com a
decomposicdo e liberacao de nutrientes (CHRISTENSEN, 1989). Esses microrganismos sdo eucariotos,
e conforme a morfologia é dividida, em filamentosos e leveduras. Os filamentosos sdo multicelulares e
possui filamentos longos de células conectadas denominadas hifas (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).
As leveduras sdo unicelulares, variando de brancos a avermelhados (DE HOOG et al., 2002).

Existem inimeros estudos relacionados ao levantamento de espécies de leveduras sobre 0s meios
de isolamento utilizado pelo pesquisador. Mas pouco se sabe acerca do que ocorre em leveduras numa
amostra particular do solo (BOTHA, 2006). Ademais, existem muitos trabalhos relacionando a
resisténcia flngica em amostras clinicas mas quando comparadas as amostras ambientais essas ainda
sdo escassas (CASTELO-BRANCO et al., 2020).

Diante do exposto, 0 objetivo desse trabalho foi investigar o uso de leveduras isoladas de solos
cultivados impactados com agrotoxicos e de ambiente de mata nativa como bioindicadores ambientais,
e identificar e quantificar leveduras do género Candida spp. isoladas das areas de estudo afim de avaliar

a resisténcia de Candida spp. a fluconazol por meio do teste de difusdo em pogo.
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2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Area de estudo

Este trabalho foi realizado no Perimetro Irrigado Baixo Acarad, localizado na regido Norte do
estado do Ceara. A temperatura varia de 26° C a 28° C. As médias anuais da umidade relativa e da
velocidade do vento sdo de 70%. As chuvas ocorrem principalmente nos meses de fevereiro a abril
(IPECE, 2017). As amostras foram coletas em duas areas diferentes, uma de mata nativa e uma area com

cultivo com aplicagdo de fungicidas. Os fungicidas utilizados na &rea estdo listados na tabelal.

Tabela 1 — Fungicidas utilizados na area estudadas

Principio ativo Classificacao toxicoldgica Registro no MAPA*
Azoxistrobina + Ciproconazole Il — medianamente toxico 04903
Benzimidazol 11 — medianamente toxico 03406
Hidroxido de cobre 11 — medianamente toxico 1208
Tiofanato-Metilico 11 — medianamente toxico 01228309
Mancozebe I11 — medianamente téxico 06313
Tiofanatometilico+Clorotalonil | — extremamente tdxico 02188606

*MAPA — Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento

2.2.2 Colheita do solo

Antes da colheita das amostras, foi removido manualmente a serapilheira presente na superficie
do solo. As amostras de solo foram colhidas segunda RECH et al., (2013) com modificagdes, no qual
foram selecionados trés pontos em cada planta, no total de dez plantas para cada area. Com o auxilio de
uma espatula foi coletado o solo a uma profundidade de 0-20 cm.

As amostras foram transferidas para frascos estéreis, acondicionados em caixas isotérmicas e
devidamente transportados ao Laboratério de Biologia Ambiental e Microbiologia — LABIAM, no

Instituto Federal de Educacdo, Ciéncia e Tecnologia do Ceara Campus Acaradl.

2.2.3 Isolamento dos microrganismos do solo

O isolamento seguiu a metodologia utilizada por Abboud (2011) e Pinotti et al. (2011), com
modificacOes. Realizado através da técnica de diluicdes seriadas, onde 1 g do solo foi homogeneizada
com 9 mL de salina. Em seguida 1mL dessa solugéo foi adicionado 9mL de salina. Seguiu-se o protocolo
até chegar em diluigdo de 103. Da diluicéo final foi retirada uma aliquota de 20 uL para semeadura em
placa. Foi utilizado o meio de cultura 4gar Sabouraud acrescido de cloranfenicol (0,5 g/L), para o

isolamento primario.
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2.2.4 Isolamento leveduras resistentes e identificacao das leveduras

Para o isolamento de leveduras resistentes foi utilizado o meio agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol (0,5g/L) e fluconazol em uma concentracéo de 64 pg/mL.

Posteriormente as colonias foram submetidas a coloragdo de Gram para confirmacdo de
leveduras e descarte de contaminacdo bacteriana. Em seguida, as leveduras foram identificadas em nivel
de género e, quando possivel, a espécie, por meio da realizagdo de testes morfoldgicos e biogquimicos
especificos (BRILHANTE et al., 2011; BRILHANTE et al., 2010, CASTELO-BRANCO et al., 2020).
Adicionalmente foi realizado a identificacdo molecular para identificacdo das cepas, de acordo com
metodologia proposta por Tavanti et al. (2005) e Feng et al. (2014), cujo a extracdo do DNA foi feita
por meio do kit High Pure PCR Template Preparetion (Roche Applied Science kit, Germany).

2.2.5 Difusdo em poco

O teste de difusdo em poco foi baseado em Bona et al., (2009) e Silveira et al., (2009), ambos
com modificagdes. O teste foi realizado para determinar a sensibilidade das leveduras que foram isolados
do meio contendo fluconazol. O teste é de carater qualitativo, e avaliou se a levedura é ou ndo resistente.
As leveduras foram submetidas a crescimento prévio de 48 horas em meio agar batata dextrose.

A partir das culturas foi feito um inoculo em2 mL de salina, ajustado a turbidez de acordo com
padrdo 0,5 da escala McFarland, em que a suspensao permaneceu em repouso por até cinco minutos. Foi
preparado previamente as placas de petri contendo meio agar batata e devidamente identificadas. Com
um swab esteéril foi feito a semeadura em placa, em seguida com uma pipeta Pasteur foi feito quatro
pocos equidistantes, no qual foram adicionados 20 pL de fluconazol em cada poco, para cada
concentracgdo testada. A droga foi diluida previamente em 2 mL de &gua destilada nas concentracfes de
300uL, 500uL e 700uL. No quarto poco foi utilizado salina estéril como controle negativo.

A leitura das placas foi realizada em 24-48 horas. Foi utilizado a cepa Candida parapsilosis

ATCC 22019 como controle do experimento.

2.2.6 Analise estatistica
Os resultados foram submetidos ao teste ANOVA e para a comparacao entre as médias foram
utilizados os testes Mann Whitney e Kruskal-Wallis. O Software utilizado foi o GraphpadPrism® 6.0, e

a diferenca foi considerada significativa quando p<0,05.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Foram isoladas e identificadas 53 leveduras nas duas areas de estudo, todas pertencentes ao

género Candida. A espécie Candida guilliermondii (19/53; 36%), foi a que apresentou maior numero de
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isolados, seguida de Candida parapsilosis sensu lato (18/53; 34%), C. famata (10/53; 19%) e C. albicans
(6/53; 11%).

O género Candida é reconhecido como agentes de infec¢Ges em hospitais, e responde por cerca
de 80% das infecc¢des fungicas documentadas. Assumi grande importancia pela alta frequéncia com que
colonizam e infectam o hospedeiro humano (COLOMBO, GUIMARAES, 2003).

Diferentes espécies de levedura tém sido isoladas de uma grande variedade de ecossistemas e as
espécies isoladas com maior frequéncia no ambiente terrestre pertencem aos géneros Candida,
Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomycese Trichosporon (BOTHA, 2006; SLAAVIKOVA;
VADKERTIOVA, 2003).

Com relagdo a distribuicdo das espécies fungicas nos diferentes sitios de coleta e meios de
isolamento, a &rea com agrotdxico sem fluconazol apresentou o maior nimero de isolados, (22/53; 41%),
seguido da mata nativa sem fluconazol (11/53; 21%), os isolados com agrotéxico com fluconazol e mata

nativa com fluconazol apresentaram o mesmo valor (10/ 53; 19%), como mostra a tabela 2.

Tabela 2 — Distribuicdo das espécies fungicas nos diferentes sitios de coleta e meios de isolamento.

Espécies SFLZ CFLZ
ACA MN ACA MN
C. parapsilosis sensu lato 8 7 3 1
C. guilliermondii 9 3 3 3
C. albicans 3 1 2 0
C. famata 2 0 2 6
TOTAL 22 11 10 10

ACA = &rea de cultivo com agrotéxico; MN — Mata nativa; SFLZ — sem fluconazol; CFLZ — com fluconazol.

A andlise da dispersao de fungos isolados a partir de meio de cultura sem adicdo de fluconazol,
mostrou que Candida parapsilosis senso lato mostrou dominancia em relagdo as outras espécies
(Figura 1).
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Figural — Dispersdo de fungos isolados a partir de meio de cultura sem adi¢do de fluconazol, teste de Kruskal Wallis,
diferenca estatistica significativa (p = 0,0017). Cp — Candida parapsilosis. Cg — Candida guilliermondii; Ca — Candida
albicans; Cf — Candida famata.
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Em um trabalho realizado por Costa (2006), sobre um levantamento da diversidade de leveduras
do solo na regido do semiarido da Bahia, as espécies pertencentes aos géneros Candida, Cryptococcus e
Rhodotorula, com dez, cinco e quatro espécies, respectivamente foram as espécies com maior frequéncia
de isolamento, no qual Candida parapsilosis aparece com uma das espécies mais frequentes
corroborando com esse estudo.

A partir da anélise da diversidade fungica nos diferentes meios de isolamento, foi constado que
houve diferenca nos dois meios de isolamento, no qual o meio sem fluconazol apresentou maior

diversidade (Figura 2).

Figura 2 — Diversidade fungica nos diferentes meios de isolamento.
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SFLZ — sem fluconazol; CFLZ — com fluconazol; *Diferenca estatistica significativa, Teste Mann Whitney (p = 0,04).

As leveduras que foram isoladas das amostras do meio com adi¢do de fluconazol foram

submetidas ao teste de difusdo em poco. A area de mata nativa apresentou o maior numero de isolados
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resistentes ao fluconazol (7/20; 70%), em todas as concentracdes testadas, sendo uma cepa de C.
parapsilosis sensu lato resistente apenas na menor concentragdo, enquanto que a area com agrotéxico

teve um menor nimero de isolados resistente ao fluconazol (3/20; 30%), como mostra a tabela 3.

Tabela 3 — Resultado do teste de difusdo em poco da resisténcia ao fluconazol em diferentes concentracdes.

Areas de Concentracdo  Concentracdo  Concentracéo

Identificacdo coleta 300uL 500 uL 700 pL
MN CA Fluconazol Fluconazol Fluconazol
n R(2)" R(2)" R(2)"
C.guilliermondii ; (é)) ; ((B ; 8))
- ¥ S (2) S (2) S (2)
1L - R (1) S(1) S()
C. parapsilosis sensu lato 3L R (1) R (1) R (1)
i S (1) S (2) S (2)
6L . R (4) R (4) R (4)
C. famata S(2) S(2) S(2)
- 2- S (2 S (2 S (2)
C. albicans - 2-L R -(1) R -(1) R -(1)
) S S S

MN — Mata Nativa; CA — com agrotoxico; L — Leveduras isoladas por &rea de estudo; n —nimero de cepas isoladas de acordo
com o perfil de sensibilidade; R — Resistente; S — Sensivel.

Em um estudo realizado por Brilhante et al. (2012), foi avaliado a sensibilidade de Candida
spp.isoladas do trato gastrointestinal de aves de rapina e observaram elevada proporcdo de cepas
resistentes a azolicos, 0s pesquisadores sugeriram essa resisténcia, provavelmente, seria justificada pelo
contato desses animais com alimento e ambientes proximo a regides cultivadas que faziam o uso de
antifangicos agricolas, que selecionaram e/ou modificaram o metabolismo desses fungos.

Embora a taxa de resisténcia clinica seja baixa, existem relatos de amostras ambientais que
superam os valores de 75% de resisténcia em leveduras, o que € alarmante e pode estar diretamente
relacionada a utilizagdo de antiflngicos agricolas proximo aos ambientes estudados (MEDEIROS et al.,
2008; BRILHANTE et al., 2011; BRILHANTE et al., 2015; CASTELO-BRANCO et al., 2020).

Algumas cepas de leveduras, previamente considerados colonizadores simples ou contaminantes,
séo resistentes a diversas drogas antifungicas disponiveis e podem causar infec¢cdes em humanos. Essas
infeccBes sdo descritas com frequéncia crescente em relacdo as permissivas condi¢fes ambientais, a
pressdo seletiva antifungica e a pacientes imunodeprimidos (CANUTO; RODERO, 2002; ENOCH,;
LUDLAM; BROWN, 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007).

Rodrigues et al., (2007) observaram a resisténcia em isolados de Guignardia citricarpa, obtidos
em areas com elevada frequéncia de aplicacdo de fungicidas benzimidazois e que a aplicagdo de
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carbendazim e piraclostrobina, em folhas infectadas de areas sem histérico de aplicacdo destes
fungicidas, controla de forma eficiente a producdo de ascdosporos e decomposicdo da folha por G.
citricarpa. A constatacao de isolados resistentes ao carbendazim, obtidos em campo é um indicio de que
esta surgindo resisténcia a esse fungicida nos pomares citricolas brasileiros.

Segundo Verissimo et al., (2016), a prevaléncia de isolados clinicos do género Aspergillus com
resisténcia a azolicos tem aumentado. As razdes propostas para tal situacéo incluem o desenvolvimento
de uma resisténcia adquirida por faléncia de tratamento ou por prolongada profilaxia antifangica. No
entanto, a utilizacdo de azolicos agricolas e a inalagdo de isolados de origem ambiental resistentes a
esses antifingicos sdo uma das maiores e mais recentes preocupacoes.

A ocorréncia de resisténcia a fungicidas ¢ uma das mais importantes consequéncias da
agricultura. Este fato pode ser resultado de mutacGes em genes codificadores de resisténcia a fungicidas
ou a diferentes mecanismos que sdo induzidos por estresse devido a doses subletais dos produtos
utilizados. Estes mecanismos produzem diferentes e variados niveis de resisténcia (DEISING;
REIMANN; PASCHOLAT]I, 2008).

Neste estudo foi avaliado o perfil de resisténcia pela técnica de difusdo em pocgo a partir do
isolamento seletivo, com utilizacdo de meio acrescido de antifingico. Embora tenha sido observado uma
diminuicao na diversidade de isolados, 50% dos isolados apresentaram resisténcia na técnica de difusao
em poco. Isso pode ser pelo fato do tempo de exposicdo ao meio para crescimento primario ser maior
que aquele utilizado na metodologia de difusdo (até 10 dias e 48 horas, respectivamente). Assim,
sugerimos que sejam realizados mais testes, para avaliar qual o mecanismo de resisténcia observado.

Ademais, devido a exposic¢do continua que leveduras do género Candida estdo submetidas no
ambiente de cultivo, sugerimos que a resisténcia observada pode estar relacionada com superexpressao
de bombas de efluxo, conforme ja demonstrado em outros estudos (BRILHANTE et al., 2015;
CASTELO-BRANCO et al., 2020)

O uso indiscriminado de grandes quantidades de antiflngicos na agricultura para protecdo das
culturas pode explicar esse fendmeno, milhares de toneladas de azélicos sdo usadas no mundo todos, ha
muito tempo (HOF, 2008).

Desta forma faz-se necessario avaliar o papel do uso de fungicidas sobre a diversidade e perfil
de resisténcia em células planctdnicas sobre espécies de Candida, uma vez que pode estar ocorrendo

uma pressao seletiva na area, além do elevado numero de isolados deste género resistente ao fluconazol.

3 CONCLUSAO
A resisténcia a fluconazol foi observado em todos os géneros isolados. Destaca-se que a area de

mata nativa apresentou o maior numero de isolados ao fluconazol.
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A resisténcia observada nos isolados oriundos da mata nativa pode estar relacionada com a
aplicagdo de fungicidas nas areas de estudo ou préximos a elas. O fluconazol juntamente com outros
antifungicos € a primeira linha de escolha na terapia antifungica a depender do caso, logo, a resisténcia
a esse medicamento causa preocupacao.

Os isolados de leveduras do género Candida resistente ao fluconazol, é preocupante, pois alerta
para o surgimento de cepas ambientais resistente.

A resisténcia observada pode ser oriunda da superexpressdo de bombas de efluxo, devido a
resisténcia cruzada aos agrotoxicos utilizados no ambiente. Assim, mais estudos devem ser delineados

para avaliar esta hipotese.
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