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CARACTEBIZAC;AO DE LEVEDURAS ISOLADAS DE AGUA
SUBTERRANEA PARA CONSUMO HUMANO

RESUMO

A agua é um bem essencial e indispensavel para a vida, e deve estar livre de contaminantes
para assegurar a sua qualidade, a fim de evitar a contaminacdo por microrganismos
patogénicos que podem levar a doencas de veiculagdo hidrica. A presenca de leveduras em
agua subterranea j& foi relatada, principalmente do género Candida. Tal género tem
aumentado a incidéncia de infecgOes, podendo conferir resisténcia aos antimicrobianos. O
objetivo foi isolar, identificar leveduras de 4gua subterranea para consumo humano; avaliar a
susceptibilidade antifingica e ao hipoclorito de calcio; avaliar a capacidade de formacéo de
biofilme de leveduras do género Candida. A coleta da agua subterranea foi realizada em 82
pocos, o isolamento das leveduras foi realizado pela técnica da membrana filtrante em agar
Sabouraud dextrose com cloranfenicol e identificados pela amplificacdo por PCR da regido
ITS universal do DNA ribossomal. Os isolados de Candida spp foram submetidos ao teste de
susceptibilidade ao hipoclorito de célcio e aos antifingicos anfotericina B, fluconazol,
itraconazol e voriconazol por microdiluicdo em caldo, e foi avaliada a capacidade de
formacdo de biofilme. Por sequenciamento foram identificados 10 géneros de leveduras:
Candida spp., Meyerozyma spp,, Exophiala spp,. Pichia spp., Clavispora sp., Hanseniaspora
sp., Kazachstania sp., Kodamaea sp., Rhodosporidium sp. e Rhodotorula sp. O hipoclorito de
calcio ndo foi capaz de inibir o crescimento dos isolados na concentracdo de 20 mg/L. Quatro
isolados apresentaram resisténcia aos antifungicos, sendo C. glabrata e C. tropicalis
resistentes ao itraconazol e dose dependente para fluconazol, C. parapsilosis resistente ao
fluconazol e C. tropicalis ao voriconazol. Todos os isolados foram sensiveis para anfotericina
B. 20 isolados foram capazes de formar biofilme. Neste estudo foram isoladas leveduras do
género Candida capazes de formar biofilme e resistente aos antifungicos azdis, podendo
assim, se agregar no encanamento das residéncias e ser uma fonte constante de contaminacao
do ambiente doméstico, como eletrodomésticos, alimentos e seres humanos que fazem uso
dessa agua. Vale ressaltar, que leveduras resistentes aos antifungicos ndo € algo relacionado
estritamente a clinica médica, podendo ser observado no meio ambiente como na agua
subterranea. Dessa forma, sua presenca leva a uma preocupacdo em relacdo a qualidade da
agua para consumo humano e discussao de seus critérios de potabilidade.

Palavras-chave: Candida; pocos de agua; microbiologia da agua; antifungicos; biofilmes.



CHARACTERIZATION OF ISOLATED YEASTS OF GROUNDWATER
ON DRINKING WATER

ABSTRACT

Water is an essential and indispensable for life and must be free of contaminants to ensure its
quality in order to avoid contamination by pathogenic microorganisms that can lead to
waterborne diseases. The presence of yeasts in groundwater has been reported, mainly from
the genus Candida. Such a genus has increased the incidence of infections and may confer
antimicrobial resistance. The aim was to isolate and identify groundwater yeasts for human
consumption, evaluate the susceptibility to antifungal and the biofilm formation capacity of
yeasts of the genus Candida. The collection of groundwater was carried out in 82 wells and
the isolation of the yeasts performed by filter membrane in Sabouraud dextrose agar with
chloramphenicol and identified by PCR amplification of the universal ITS region of the
ribosomal DNA. Candida spp isolates were tested for susceptibility to calcium hypochlorite
and to antifungal agents amphotericin B, fluconazole, itraconazole and voriconazole by
microdilution in broth, and the biofilm formation was evaluated. Ten genus of yeasts were
identified by sequencing: Candida spp., Meyerozyma spp., Exophiala spp. Pichia spp.,
Clavispora sp., Hanseniaspora sp., Kazachstania sp., Kodamaea sp., Rhodosporidium sp. and
Rhodotorula sp. Calcium hypochlorite was not able to inhibit the growth of the isolates at a
concentration of 20 mg / L. Four isolates showed resistance to antifungals, C. glabrata and C.
tropicalis resistant to itraconazole and a dose dependent for fluconazole, C. parapsilosis
resistant to fluconazole and C. tropicalis to voriconazole. All isolates were sensitive to
amphotericin B. 20 isolates were able to form biofilm. In this study, yeasts of the genus
Candida were capable of forming a biofilm and resistant to azole antifungals, and thus can
aggregate in household plumbing and be a constant source of contamination of the domestic
environment, such as appliances, food and human beings that make use of this water. It is
worth pointing out, that yeasts resistant to antifungal agents are not strictly related to medical
practice, but can be observed in the environment as well as in groundwater. In this way, their
presence leads to a concern regarding the quality of water for human consumption and
discussion of their drinking criteria.

Keywords: Candida; waters wells; water microbiology; antifungal agents; biofilms
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1. INTRODUGCAO

A &gua é uma necessidade bésica de qualquer ser vivo, independentemente de sua
utilizacdo. Existem padrfes internacionais e nacionais responsaveis pelo controle da
potabilidade e qualidade da agua, sendo estabelecidos padrdes fisico-quimicos e
microbioldgicos, de acordo com sua utilizacdo, garantindo assim a promocéo da qualidade de
vida da populacdo (BRASIL, 2005; WHO, 2011; WHO, 2013). A potabilidade da agua esta
relacionada com a auséncia de bactérias da espécie Escherichia coli, e desta forma, a presenca
de fungos filamentosos e leveduras ndo sdo avaliados na qualidade da agua, apesar de serem
considerados como possiveis patdgenos da agua (KANZLER et al., 2007; HAGESKAL et al.,
2009; BRASIL, 2011).

As leveduras estdo presentes em diversos ambientes aquaticos, como nascentes, aguas
mineral, &guas de superficie, 4guas subterraneas, rios, lagos, mar, 4&gua encanada e esgoto
(GOTTLICH et al., 2002; LOUREIRO et al., 2005; PEREIRA et al., 2009; PEREIRA et al.,
2010; ISHIDA et al., 2013; SILVA-BEDOYA et al., 2014; BABIC et al., 2016; KARIMI;
HASSANSHAHIAN, 2016). Os géneros Candida spp., Rhodotorula spp., Cryptococus spp.,
Kloeckera spp. e Aureobasidium pullalans ja foram isolados de agua para consumo humano
(KANZLER et al., 2007; PEREIRA et al., 2010; AYANBIMPE et al., 2012; LATERGAN et
al., 2012; BABIC et al., 2016). Devido & evidéncia de distintas espécies de leveduras estarem
presentes em &gua doce potavel e dgua contaminada, elas tornam-se um indicador ambiental
de qualidade, uma vez que em &guas poluidas h4& uma maior prevaléncia das mesmas
(WOOLLET; HEDRICK, 1970; MEDEIROS et al., 2008; ).

A identificacdo e a caracterizacdo de leveduras de agua em diferentes ambientes ja
foram descritas, no entanto, dados destas em aguas subterraneas carecem de mais
informacdes. Assim ha uma demanda de pesquisas relacionada a presenca de leveduras em
agua subterraneas, visto que esta dgua € utilizada para consumo direto, sem tratamento. Além
disso, quando presentes na agua, diferentes microrganismos sdo capazes de se agrupar e
formar biofilme, inclusive nas tubulac6es de agua na distribui¢do ou nas residéncias, tendo em
vista que em toda superficie em contato com agua ndo esterilizada esta susceptivel ao
desenvolvimento de biofilmes (WINGENDER; FLEMMING, 2011). O biofilme é a forma

natural de crescimento dos fungos, além se ser a principal causa de infeccbes e estar
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relacionado com a viruléncia do microrganismo, sendo definido como a organizagdo das
coldnias em uma matriz extracelular (WINGENDER; FLEMMING, 2011; ARAUJO et al.,
2017).. Assim, tornam-se uma fonte constante de contaminacdo da agua e até mesmo
alimentos, podendo ocasionar em danos ao consumidor, sendo, entdo necessaria a busca

destas no ambiente aquatico subterraneo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1.Agua subterranea
A &gua subterrénea € proveniente da infiltracdo por gravidade no solo pelas falhas nas

rochas, a qual é armazenada e transmitida atraves dos aquiferos, sendo classificados em livres
ou confinados. O livre corresponde a zona saturada, esta sob a acdo da gravidade e pressédo
atmosférica, ja o confinado € relativamente impermedvel, estando sob uma pressdo maior que
a atmosférica (ABAS, 2012).

Catorze por cento da dgua doce do planeta é 4gua subterranea, no entanto, nem toda a
agua contida nos aquiferos esta prépria para 0 consumo, pois sua potabilidade depende da
profundidade, seguranga de acesso, qualidade e custo de exploragédo ou extracdo (ABAS,
2012). Em diversos continentes, como América, Europa, Asia, Africa e Oceania, a agua
subterranea € utilizada para o abastecimento de cerca de 50% da populacdo mundial. Assim,
trata-se de uma importante fonte para o consumo humano, sendo em muitos casos a Unica
fonte disponivel ou com melhor qualidade, quando comparada com a &gua de superficie
(GROUNDWATER GOVERNANCE, 2015). Segundo Censo 2010, no Brasil, 7 931 649
domicilios sdo abastecidos por pocos, destes, 122 274 estdo no Mato Grosso do Sul
(DATASUS, 2017).

A 4gua deve ser fornecida de forma satisfatoria, adequada, segura e acessivel, devendo
ser ausente de sabor e odor (WHO, 2011). Para tanto, deve ser tratada por diferentes
processos para a remoc¢do de poluentes, sendo estes: coagulacdo, floculacdo, sedimentacéo,
filtracdo, desinfeccdo e fluoretacdo (SORLINI et al., 2014; AHMAD et al., 2016). Para a
desinfeccdo da agua, podem ser utilizados diferentes métodos, como cloracdo, radiacdo,
ozonio, ultravioleta e filtracdo por membrana, sendo a cloracdo o método mais utilizado
(WHO, 2003).

O gés cloro, a solucéo hipoclorito de sodio e o sélido hipoclorito de célcio séo as
formulacBes mais utilizadas na desinfeccdo da agua (SU et al., 2009). O hipoclorito de sédio e
hipoclorito de calcio sdo capazes de promover a dissolugcdo de tecido organico, e também
possui atividade antimicrobiana (GARCIA-VILLANOCA et al., 2010; ALMEIDA et al.,
2014).

13



O Ministério da Saude recomenda a utilizacdo de hipoclorito de sodio 2,5% para a
realizacdo do tratamento de agua para consumo humano que ndo pode ser filtrada ou fervida
(BRASIL, 2011). Outra forma de clorar a agua para o consumo humano é a utilizacdo de
hipoclorito de calcio com 65% de cloro ativo, produto obtido da cloracdo da cal hidratada,
com alto poder oxidante. Assim, € aplicado no tratamento de agua potavel e agua de piscina,
como sanitizantes em industria de bebidas, assepsia de bebedouros, aviarios e hospitais. A
concentracdo deve ser em torno de 1 mg/L, tendo um teor minimo de 0,2 mg/L (BRASIL,
2011; ALMEIDA et al., 2014).

Desta forma, com o propdsito de obter agua segura para a populacdo, sdo criadas
barreiras para prevenir sua contaminacdo ou reduzir esta a niveis que nao sejam prejudiciais a
salde. Uma das principais preocupacfes Sdo com microrganismos patogénicos, como
bactérias, virus, helmintos, protozoarios (WHO, 2013). Porém ndo ha mencdo de fungos
filamentosos ou leveduras, estes podem ser encontrados em diferentes ambientes, como agua
de superficie, esgoto, dgua para tratamento, agua poluida, 4gua mineral e agua subterranea
(HAGESKAL et al., 2009; ISHIDA et al., 2013). Assim, sdo poucos os estudos em relacdo a
presenca de leveduras em agua subterrdnea para o consumo humano como apresentado na
Tabela 1, a qual demonstra as espécies e/ou género de leveduras que ja foram isoladas de agua
subterranea em diferentes paises, na qual é possivel observar a presenca de leveduras

patogénicas oportunistas.
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Tabela 1 — Revisao de literatura de estudos com leveduras isoladas de dgua subterranea

Leveduras presentes em agua

A Local estudado Autores / Ano
subterranea

Exophiala sp.

Alemanha GOTTLICH et al., 2002
Rhodotorula sp.

Rhodotorula minuta

Suécia EKENDAHL et al., 2003
Cryptococcus spp.

Rhodotorula sp.

Leveduras nao identificadas Austria KANZLER et al., 2007

Candida sp.
Kloeckera sp. Portugal PEREIRA et al., 2010
Rhodotorula sp

Candida albicans
Candida guilliermondii
Candida kefyr
Candida krusei
Candida lipopytica
Candida lusitaenia
Candida stelatoidea
Candida tropicalis
Cryptococcus laurentii
Geotrichum candidum
Rhodotorula sp.
Saccharomyces cerevisiae

Nigéria AYANBIMPE et al., 2012

Candida spp.

Cryptococcus

Exophialia

Rhodotorula spp.
Sporobolomyces

Leveduras ndo identificadas

Australia LATEGAN et al., 2012

Cryptococcus sp.

Exophiala sp.

Kodamaea sp.

Malassezia spp. Finlandia SOHLBERG et al., 2015
Rhodotorula sp.

Saccharomyces sp.

Sporobolomycetes spp.

Candida parapsilosis
Rhodotorula mucilaginosa Eslovénia BABIC et al., 2016
Trichosporon coremiiforme

A presenca das leveduras em agua subterrdnea pode ser um indicativo de
contaminacdo, que possivelmente ocorreu durante a perfuracdo do poco, bem como podem

estar naturalmente presentes nesse ambiente (SOHLBERG et al., 2015). Todavia, esse fato
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demonstra que esses microrganismos possuem capacidade de adaptacdo para sobreviver em
ambientes com quantidade reduzida de nutrientes (EKENDAHL et al., 2003; SOHLBERG et
al., 2015).

2.2.Leveduras isoladas em agua
As leveduras sdo microrganismos eucariotos, unicelulares, e se reproduzem de forma

sexuada ou assexuada, apresentando coloracgdo branca, vermelha ou preta, com pH ideal para
0 seu crescimento entre 5 e 6, e 0 crescimento € inibido na alcalinidade (LACAZ et al., 2002;
TORTORA et al.,, 2012). Podem ser Uteis, como quando utilizadas na industria para a
fermentacao, mas também podem se apresentar como patdgenos oportunistas, no qual causam
infeccbes em imunocompetentes e imunocomprometidos, nas formas mais severas
(MURRAY et al., 2009; PALUCHOWSKA et al., 2014). As leveduras sdo ubiqua, sendo
detectada em diferentes ambientes aquéticos.

O género Candida possui mais de 100 espécies descritas e estdo na microbiota
enddgena do individuo, colonizando principalmente o trato gastrointestinal do homem e
animais de sangue quente, também séo encontrados como comensais na vagina, uretra, pele e
unhas, podendo estar presente em 20 a 80% da populacdo adulta saudavel (DIGNANI et al.,
2003; MURRAY et al., 2009). E capaz de causar infecces oportunistas em individuos
imunocompetentes e imunocomprometidos (BARBEDO; SGARBI, 2010). No qual, mais de
17 espécies sdo capazes de causar candidiase por meio de infec¢des superficiais ou sistémicas,
onde as sistémicas ocorrem principalmente em individuos imunocomprometidos (QUEIROZ
et al., 2015). Sua viruléncia esta associada a capacidade de adesdo a tecidos, dimorfismo entre
as formas de leveduras e hifas, hidrofobicidade de sua superficie celular, secrecdo de
proteinas e mudancas fenotipicas que permitem a adaptacdo ao ambiente (LACAZ et al.,
2002; MURRAY et al., 2009; SILVA et al., 2011).

Candida albicans (C.P. Robin) Berkhout (1923) € a principal espécie deste género e é
considerado o patdégeno oportunista mais comum que acomete humanos (LACAZ et al., 2002
TAMURA et al., 2007). Entretanto, Candida ndo-Candida albicans tem sido responsavel pelo
aumento de infecdes (BENNETT et al., 2004; MURRAY et al., 2009; SILVA et al., 2011),
como: C. glabrata (H.W. Anderson) S.A. Mey. & Yarrow (1978) que apresenta tolerancia a
priméria a fluconazol, sendo diferente das outras que desenvolvem resisténcia ao fluconazol

apos a exposicdo ao tratamento. C. parapsilosis (Ashford) Langeron & Talice (1932) que
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pode causar candidiase superficial e sistétmica em pacientes imunocomprometidos. C.
tropicalis (Castell.) Berkhout (1923) que causa meningite, endocardite, candidiase,
pielonefrite, esofagite e vaginite. Observa-se também que tem sido isolada de animais de
sangue quente (LACAZ et al., 2002). C. palmioleophila Nakase & Itoh (1988) que
inicialmente foi identificada como C. famata ou C. guilliermondii, sendo uma espécie
emergente, descrita inicialmente por Nakase et al. em 1988 (JENSEN; ARENDRUP, 2011).

Clavispora lusitaniae Rodr. Mir. (1979) é anamorfo da C. lusitaniae (LACAZ et al.,
2002). Pode ser encontrada em frutos, solo, &gua e em seres humanos, porém é um patégeno
raro em humanos, além de possuir propensdo a desenvolver resisténcia a anfotericina B
durante tratamento (DESNOS-OLLIVIER et al., 2011; RAMOS et al., 2011).

O género Exophiala é composto por leveduras pretas patogénicas oportunistas,
ocorrendo principalmente em pacientes imunocomprometidos, havendo a hipotese de infecgédo
por inalagfio, ingestdo, sendo a forma mais comum por inoculagio traumatica (DOGEN et al.,
2013; NAJAFZADEH et al., 2013). E. dermatitidis (Kano) de Hoog (1977) anteriormente
conhecida como Wangiella dermatitidis € um fungo dermatol6gico encontrado no solo e em
material vegetal morto em todo o mundo, e a levedura preta mais comum na rotina clinica
(SUZUKI et al., 2012; RACLAVSKY et al., 2016). Porém, E. heteromorfa (Nannf.) de Hoog
& Haase (2003) é um raro oportunista em humanos (DOGEN et al., 2013).

Kodamaea ohmeri (Etchells & T.A. Bell) Y. Yamada, Tom. Suzuki, M. Matsuda &
Mikata (1995), era conhecida como Pichia ohmeri ou Yamadazyma ohmeri, e corresponde o
telemorfo Candida guilliermondii var. membranaefaciens. Ja foi isolada da fermentacdo de
alimentos, casca de arvores e frutas, além de piscina e agua do mar. Atualmente é reconhecido
como um patdgeno oportunista, principalmente em pacientes imunocomprometidos (SHANG
et al., 2010; BOUREE; PIERRE, 2015; VIVAS et al., 2016).

Rhodotorula mucilaginosa (A. Jorg.) F.C. Harrison (1928) pertence ao género das
leveduras vermelhas. Ja foram isoladas em material biolégico humano, estd relacionada a
infeccBes oportunistas, principalmente em paciente imunocomprometidos. R.mucilaginosa é
capaz de biodegradar lindano, diazinon e pesticidas organicos de elevada toxicidade. Na
indUstria gera interesse devido a bioproducédo de carotenoides e lipidios (LANZAFAME et al.,
2001; EVANGELISTA, 2008; AL-OBAID et al., 2011; TSIODRAS et al., 2014; PACIA et
al., 2016).
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Hanseniaspora opuntiae (Cadez, Poot, Raspor & M.T. Sm. 2003) est& presente em
frutas, solos e exsudato de arvores. (JINDAMORAKOT et al., 2009). E um potencial
probidtico, pois apresenta melhora na resisténcia a doencas (MA et al., 2013).

Kazachstania aerobia tem sido relatada em grdos de cevada e kefir no Brasil, além de
ser a especie predominantemente isolada em silagem de milho aerobicamente deteriorada,
dando origem ao nome da espécie (LU et al., 2004; MAGALHAES et al., 2010; OLSTORPE
etal., 2010; GAROFALO et al., 2015).

Meyerozyma caribbica (Vaughan-Mart., Kurtzman, S.A. Mey. & E.B. O'Neill)
Kurtzman & M. Suzuki (2010) conhecida anteriormente como Pichia caribbica, possui a
habilidade de produzir etanol por fermentacdo alcodlica. E capaz de se aderir a outro fungo,
criando assim um mecanismo de biocontrole, além da capacidade de produzir biofilme. No
Brasil foi relatado estar presente no kefir (BAUTISTA-ROSALES et al., 2013; SUKPIPAT et
al, 2017; WRENT et al., 2016). Meyerozyma guilliermondii (Wick.) Kurtzman & M. Suzuki
(2010) e o anamorfo Candida guilliermondii, e anteriormente conhecida como Endomycopsis
guilliermondii (1954), e depois Pichia guilliermondii (1966), sendo recentemente renomeada
para Meyerozyma (2010), é amplamente encontrada no ambiente, em alimentos,
principalmente nas cascas das frutas. Apresenta interesse biotecnoldgico devido a sua
producdo de vitamina B, (CORTE et al., 2015; WRENT et al., 2016).

As espécies do género Pichia possuem capacidade de fermentacdo facultativa e
formam ésteres ao invés de alcool, em liquidos estdo presentes principalmente em vinhos e
cervejas (EVANGELISTA, 2008). Porém, estdo correlacionadas com a deterioracdo de
alimentos e formagcao de biofilme na inddstria de alimentos (TOMICIC et al., 2017). Pichia
fermentans Lodder (1932) é anamorfo da Candida lambica sendo inicialmente isolada do solo
e apresenta a capacidade de produzir 2-feniletanol (HUANG et al., 2001; SANNA et al.,
2014), esta presente em Kombucha, um probiotico que forma uma comunidade gelatinosa de
fungos e bactérias cultivados em cha (JARRELL et al., 2000). P. kluyveri Bedford ex
Kudryavtsev (1960) possui atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa, todavia ndo ha relatos na literatura de ser um patdgeno, possui
capacidade de fermentagdo espontanea em cacau e vinhos (CRAFACK et al., 2013; FAl et al.,
2014; BATISTA et al. 2015). P. kudriavzevii Boidin, Pignal & Besson (1966) € sinbnimo de
Issatchenkia orientalis Kudryavtsev, 1960 e um anamorfo da Candida krusei. Pode ser

utilizada na producdo de etanol, apresentando importancia na producdo de vinhos, além de
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possuir a habilidade de hidrolisar fitatos, sendo ja isolada de alimentos fermentados e frutas,
como cacau fermentado (DHALIWAL et al., 2011; LI et al., 2016; MONACO et al., 2016;
SAMAGACI et al., 2016; GREPPI et al., 2017;). P. manshurica Saito (1914) anteriormente
conhecida como P. galeiformis, sua presenca esta relacionada a deterioracdo de vinhos,
podendo também estar presente nos pordes, em particular nos filtros, agindo desta forma
como fonte de contaminagé@o para vinhos armazenados ou fermentados em adega (SAEZ et
al., 2011)

Rhodosporidium toruloides 1. Banno (1967) é anamorfo Rhodotorula glutinis e
pertence ao género das leveduras vermelhas. E capaz de produzir lipidios, podendo ser
utilizado para a conversao de 6leo para biodiesel, outro interesse na indudstria é a producédo
elevada de carotenoides (FREITAS et al., 2014; DIAS et al., 2015; LING et al., 2016;
SARAN et al., 2017).

2.3.Antifungicos
Os antifungicos sdo drogas utilizadas para o tratamento de infec¢fes fungicas, e sua

acdo ocorre pela eliminacdo seletiva de patdgenos fangicos (DIXON; WALSH, 1996; NETT;
ANDES, 2016). A anfotericina foi o primeiro antifangico utilizado, desde 1958, e pode ser
encontrada em duas formas, A e B. Anfotericina B apresenta maior atividade inibitéria que a
anfotericina A (DUTCHER, 1968; NETT; ANDES, 2016), sendo um antifingico de amplo
espectro utilizado para o tratamento da maioria das micoses fingicas e alguns protozoarios,
seu modo de acdo se da a ligacdo ao ergosterol da membrana celular do fungo, ocorrendo
assim a perda da integridade da membrana e lise da célula. Apesar disto, este antifingico
possui alto grau de toxicidade quando administrado no paciente, devendo ser utilizado na
clinica médica com muito critério (DIXON; WALSH, 1996; GIROIS et al., 2006; PAPICH,
2016).

O fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol sdo antifingicos
da classe dos triazois, sua a¢do consiste na inibicdo das enzimas dependentes do citromo P450
envolvido na biossintese do ergosterol. O fluconazol é a droga mais utilizada na clinica
médica por causar menos efeitos colaterais, também devido a sua biodisponibilidade e
tolerabilidade (THOMPSON et al., 2009). Porém, C. glabrata, C. guilliermondii e C. rugosa

possuem sensibilidade diminuida e C. krusei é intrinsecamente resistente a esse antiflngico
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(COLEMAN et al., 1998; NETT; ANDES, 2016). O voriconazol é a segunda geracgdo sintética
de fluconazol, sendo capaz de inibir a enzima lanosterol 1,4-a-desmetilase em C. albicans e
Aspergillus fumigatus chegando a ser 1,6 e 160 vezes mais potente do que o fluconazol, além
de inibir 2,4-metileno dihidrolanosterol de algumas leveduras e fungos filamentosos, no
entanto, este antifungico em comparacdo ao fluconazol apresenta mais efeitos colaterais e
interagbes com drogas (DIXON; WALSH, 1996; CANUTO; RODERO, 2002;
SARAVOLATZ et al., 2003; MCCARTY; PAPPAS, 2016). O voriconazol possui melhor
acao frente a espécies de C. glabrata e C. krusei, que sdo resistentes ao fluconazol e ao
itraconazol, desta forma, torna-se um farmaco em potencial contra a maioria dos fungos
causadores de micose sisttmica (KAUFFMAN et al., 2006; COLOMBO et al., 2012). A
resisténcia a antifingicos azéis pode ocorrer em funcdo de mutacbes no gene ERG11,
responsavel pela resisténcia de isolados clinicos de Candida spp. provocando uma reducédo da
afinidade de ligacdo com o farmaco (BARK; ROGERS, 2006; MORIO et al., 2010; SILVA et
al., 2016).

A caspofungina pertence a classe das equinocandinas, cuja acao consiste na inibicao
da sintese de B-1,3-glucanas, presentes na parede celular fungica e ausente em mamiferos, o
que torna sua acdo seletiva aos fungos. Dentre as equinocandinas, além da caspofungina,
existem outros dois farmacos: anidulafungina e micafungina, que sdo utilizados para o
tratamento ou prevencdo de micoses, visto que é bem tolerado e possui pouca interacdo com
outras drogas. A caspofungina € utilizada para o tratamento de candidiase, principalmente em
cepas resistentes ao fluconazol (MURRAY et al., 2009).

Outras classes de antifangicos utilizados s&o antimetabdlitos (flucitosina) que agem na
interferéncia da sintese de DNA, RNA e proteinas na célula fungica, alilaminas (terbinadina e
naftifina) que possuem acdo sistémica e topica, atuando na inibicdo da enzima esqualeno
epoxidase, e griseofulvina que atua na inibicdo do crescimento fungico, resultando na inibicéo

da mitose, porém seu uso causa muitos efeitos colaterais (MURRAY et al., 2009).

2.4.Biofilmes
O conjunto de células microbianas aderidas a superficie ou entre si € denominado

biofilme, o qual possui capacidade de realizar uma ligagéo inicial no local, e posteriormente

uma estrutura fortemente aderida, ndo podendo ser removida com enxague suave
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(COSTERTON et al., 1995; SILVA et al., 2011; ARAUJO et al., 2017). Pode ser formado em
diferentes superficies, como por exemplo, tecidos, dispositivos médicos, encanamento de
industrias e &gua potavel, e até mesmo em sistema aquéatico natural (DONLAN, 2002;
TORTORA et al., 2012).

A formacéo de biofilme ocorre por pelo menos trés mecanismos: redistribuicdo de
células unidas por motilidade superficial, pela divisdo binaria de células anexas; e pelo
recrutamento de células do fluido a granel para o biofilme em desenvolvimento. A forma
como cada mecanismo ird se aderir depende das condigbes em que O organismo estd
envolvido, da natureza da superficie a ser colonizadas e condicGes fisicas e quimicas do
ambiente. Um biofilme pode demorar até 10 dias para atingir a maturidade estrutural, com
base nas dimensdes fisicas e na comparacdo visual (STOODLEY et al., 2002; SILVA et al.,
2011; ARAUJO et al., 2017).

Bactérias como Escherichia coli, Legionella penumophila, Pseudomonas aeruginosa,
Acinetobacter calcoaceticus e Stenotrophomonas maltophilia possuem capacidade de formar
biofilme no sistema de distribui¢do de dgua, como no encanamento de residéncias e hospitais
(O’TOOLE; KOLTER, 1998; CASTONGUAY et al., 2006; COOPER; HANLON, 2010;
DROR-EHRE et al., 2010; BUSE et al., 2014; GOMES et al., 2016). Apesar das condicdes
ambientais ndo serem favoraveis, bactérias e leveduras possuem capacidade de formar
biofilme no sistema de distribuicdo de agua, além de resistirem a presenca de desinfetantes
(WINGENDER; FLEMMING, 2011; LIU et al., 2014; SEGHIR et al., 2017).

A ocorréncia de biofilme no sistema de distribuicdo de agua pode ser a causa de
problemas de saude publica, agindo como uma barreira para agentes antimicrobianos (LIU et
al., 2014; Ll et al., 2016; ARAUJO et al., 2017, SEGHIR et al., 2017). Além disto, o biofilme
no sistema de distribuicdo de agua potavel é considerado a principal fonte de microrganismos,
tendo em vista que tal formacdo se da principalmente na presenca de agua, podendo a
interacdo de diferentes microrganismos na sua formagdo (WINGENDER; FLEMMING,
2011; GOMES et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

GERAL
= Caracterizar leveduras isoladas de &dgua subterréneas utilizadas para consumo humano.

ESPECIFICOS
= Isolar e identificar leveduras provenientes de agua subterranea;

= Avaliar a resisténcia das leveduras do género Candida ao hipoclorito de calcio;
= Avaliar in vitro o perfil de susceptibilidade do género Candida aos antiflngicos;

= Auvaliar a capacidade da formacdo de biofilme de Candida spp;
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Resumo

A agua subterranea é utilizada por pelo menos metade do planeta em propriedades privadas
devido a facilidade de captacdo, no qual a potabilidade esta relacionada com a auséncia de
Escherichia coli, no entanto, leveduras ndo sdo levadas em consideracdo. As leveduras estdo
presentes em todos os ambientes, desde o hospitalar até ambientes aquéaticos. Nas ultimas
décadas tem-se evidenciado um aumento de infec¢des flngicas, principalmente por leveduras
do género Candida e observa-se 0 aumento de microrganismos resistentes as terapias
utilizadas. Este trabalho teve como objetivo isolar e identificar leveduras de dgua subterranea
para o consumo humano. Foram realizadas a identificacdo e a caracterizacdo das leveduras
isoladas, e o género Candida foram avaliadas a resisténcia ao cloro, a formacéo de biofilme e
o perfil de susceptibilidade para os antifungicos anfotericina B, fluconazol, itraconazol e
voriconazol. Um total de 50 leveduras foram isoladas de aguas subterraneas, sendo isolados
10 géneros: Candida spp, Meyerozyma spp., Pichia spp., Exophiala spp., Clavispora spp.,
Kodomaea spp., Hanseniaspora spp., Kazachstania spp, Rhodosporidium e Rhodotorula spp.
Os 23 isolados de Candida spp. ndo foram inibidas em 20 mg /L de cloro., e foi observado
que 86,9% dos isolados de Candida spp. foram capazes de produzir biofilme e 17,4%
apresentaram resisténcia aos azoéis e todos os isolados foram sensiveis a anfotericina B.
Devido a capacidade de formacdo biofilme pela maioria dos isolados, além da resisténcia ao
cloro, produto utilizado para desinfeccdo de agua, trata-se um problema para a populacéo que
faz uso desta &gua, visto que o biofilme pode ser formado no encanamento, promovendo a
transmissdo desses microrganismos através da agua e contaminacdo de alimentos. Tal
problema agrava quando se trata de leveduras resistentes a antifungicos utilizados na clinica
médica. Desta forma, encorajamos a inclusdo do isolamento de Candida spp. seja considerado
um critério de qualidade da &gua potavel, uma vez que foi possivel a deteccdo de Candida
spp. resistentes aos azais.
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Hightlight: Contaminacdo da agua subterranea por Candida spp. resistentes a antifngicos e
capazes de formar biofilme.
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Introducéo

A &gua para consumo humano pode ser proveniente de nascente, superficie e pocos
subterraneos (Risebro et al., 2012). A agua subterranea adgua fornecida pelo sistema publico
de abastecimento sdo realizadas avaliacBes periddicas para assegurar a sua inocuidade,
diferentemente da utilizada em propriedades privadas que ndo passa por monitoramento e
tratamento (Fox et al., 2016; Law et al., 2017). A contaminacdo da agua subterranea pode
ocorrer devido a atividades antrdpicas ou atividades naturais, tipo de poco, forma de
perfuracdo, profundidade, proximidade com fossa séptica e auséncia de manutencdo dos
pocos (Hynds et al., 2014; Maran et al., 2016). O tratamento, monitoramento e manutencao
dos pocos particulares sdo responsabilidade do proprietario, a fim de prevenir sua
contaminacdo e doencas de veiculagdo hidrica (Fox et al., 2016; Law et al., 2017).

O monitoramento da dgua para consumo humano ocorre por analises quimicas, fisicas
e microbioldgicas. Neste Gltimo é avaliado a presenca de Escherichia coli, para assegurar a
sua potabilidade (WHO, 2011). No entanto, virus, protozoarios, fungos e leveduras ndo sdo
avaliados na qualidade da agua e a presenca de microrganismos patogénicos torna-se um
problema devido aos riscos a satde do consumidor (Hageskal et al., 2009).

A 4gua deve ser fornecida de forma satisfatoria, adequada, segura e acessivel, devendo
ser ausente de sabor e odor (WHO, 2011). Para tanto, deve ser tratada por diferentes
processos para a remocdo de poluentes, sendo estes: coagulacdo, floculacdo, sedimentacédo,
filtracdo, desinfeccédo e fluoretagdo (SORLINI et al., 2014; AHMAD et al., 2016). Para a
desinfeccdo da agua, podem ser utilizados diferentes métodos, como cloracdo, radiagéo,
ozoOnio, ultravioleta e filtragdo por membrana, sendo a cloracdo o método mais utilizado
(WHO, 2003).

As leveduras podem ser encontradas em diferentes ambientes aquaticos, como

subterraneo, nascente, superficies e até mesmo agua encanada e mineral (Kanzler et al., 2007;
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Pereira et al., 2009; Ishida et al., 2013; Babic¢ et al., 2016). As leveduras do género Candida
sdo responsaveis pela maioria das infeccBes fangicas e estdo relacionadas com a morbi-
mortalidade de pacientes (Almeida et al., 2013; Ibrahim et al., 2015; McCarty; Pappas, 2016;
Araujo et al., 2017). Candida spp. sdo uma das principais causas de deterioracdo de alimentos
e estdo presentes em fontes hidricas formando biofilme nas tubulacGes e proporcionando sua
disseminacéo. (Estivill et al., 2011; Wingender e Flemming 2011; Babic¢ et al., 2016; Tomici¢
et al., 2017; Liu et al., 2017). Além disto, a formacéo do biofilme pode ocorrer por multipla
espéecies, ocasionando desta forma, a protecdo destes microrganismos a agentes
antimicrobianos.

Os biofilmes se organizam em comunidades rodeadas por uma camada de matriz
extracelular polimérica, que atua como uma barreira para sanitizantes e outros agentes
antimicrobianos, e sua formacéo ocorre geralmente em superficies que estdo em contato com
agua (Gomes et al., 2014; Ibrahim et al., 2015; Aradjo et al., 2017; Campoy and Adrio, 2017).

A falta de monitoramento da &gua subterranea obtida em pocos privados pode ser um
veiculo de transmissdo de doencas hidricas, pois além de relatos da presenca de leveduras em
ambientes aquaticos, vé-se a necessidade pela investigacdo de leveduras patogénicas em agua
subterranea, tendo em vista que estas podem ocasionar em problemas de salde ao
consumidor. Este trabalho teve como objetivo isolar e identificar leveduras cultivaveis de
agua subterranea utilizada para o consumo humano, e caracterizar os isolados do género
Candida quanto susceptibilidade ao hipoclorito de célcio e antifingicos e formacdo de

biofilme.

Materiais e Método
Coleta da agua

A coleta das aguas subterraneas foi realizada de forma aleatéria em po¢os cavados e
semi-artesiano destinadas para consumo humano em residéncias de trés municipios do sul do
Centro-Oeste brasileiro, sendo 36 em Caarapo (C), 16 em Dourados (D) e 30 em Itaporé (I). A
agua foi coletada em frascos de vidro de 500 mL esterilizados e as amostras foram obtidas da
primeira saida de 4gua do pogo subterrdneo antes do armazenamento em caixa d’agua. A
torneira foi desinfetada com alcool 70°, aberta por 5 minutos e realizada a coleta (APHA,
1999). O material foi transportado sob refrigeracéo a 4 °C e o processamento realizado em até

8 horas.
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Isolamento de leveduras

As leveduras foram isoladas por meio da Técnica de Membrana Filtrante, no qual 100
mL de agua foram filtradas em membrana éster de celulose (Millipore 0,45 um; Kitlabor,
EUA), posteriormente colocada em Agar Sabouraud Dextrose (Fluka Analytical, India)
suplementado com 50 mg/mL de cloranfenicol (Ishida et al., 2013). As placas foram
incubadas a 35 £ 0,5 °C, examinadas diariamente durante sete dias, e as leveduras foram
armazenadas em Caldo Sabouraud Dextrose (Acumedia, EUA) com glicerol a -20 °C no
Laboratdrio de Microbiologia Aplicada, Faculdade de Ciéncias Bioldgicas e Ambientais da
Universidade Federal da Grande Dourados (FCBA/UFGD).

Identificacdo das leveduras

As leveduras foram cultivadas em agar Sabouraud Dextrose por 48 ha 35 £ 0,5 °C. As
coldnias foram transferidas para um tubo contendo caldo Sabouraud Dextrose a 25 °C
overnight com rotacdo de 50 rpm. A extracdo do DNA foi realizada com o kit YeaStar™
Genomic DNA Kit (Zymo Research, EUA) seguindo o protocolo Il e ampliada a regido ITS
universal por PCR, utilizando o primer Universal ITS4 R5TCCTCCGCTTATTGATATGC3'
e ITS1 F 5STCCGTAGGTGAACCTGCGG3’ (White et al., 1990). As solucdes foram
preparadas em volume final de 25 pL, constituidos por 7,5 puL de agua, 1,5 uL de Primer
Foward, 1,5 pL. de Primer Reverse, 12,5 pL de PCR Master MIX (Promega, USA) e 2,0 uL.
de DNA gendmico. As condicdes de ciclagem se deu por uma etapa de desnaturacdo inicial de
94 °C por 3°, 35 ciclos de desnaturacao por 94 °C por 1°, anelamento a 55 °C por 1’ e
extensdo a 72 °C por 1°, seguida da extensdo final a 72 °C por 5’. Os produtos resultantes das
amplificacdes por PCR foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%, corado com
brometo de etidio (Uniscience, USA). As amostras foram purificadas por meio de Alcool
Isoamilico. O sequenciamento foi realizado utilizando o método de Sanger (Sanger et al.,
1977) no ABI 3500 automated DNA sequencer e sequenciadas pela Reacdo completa com
BigDye. As sequéncias obtidas foram analisadas pelo Software Cap 3 e BioEdit e submetidas
a alinhamento pelo Software ClustalW2 (Lakin et al., 2007). Para a identificacdo foi utilizado
0 programa BLASTIN 2.4.0+ seguido da anéalise de filogenia utilizando o programa Mega 7.
Apos a identificagdo, as leveduras do género Candida foram submetidas aos testes biologicos.
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Preparo do inoculo para os testes de susceptibilidade antimicrobiana

Para o preparo do inoculo, os isolados foram cultivados em Agar Sabouraud Dextrose
por 24 h a 35 £ 0,5 °C. As leveduras foram suspensas em solucdo salina (0,85%) e a
concentracdo das leveduras foram ajustadas para 0,5 a 2,5x10° UFC/mL (90% +2 de

transmitancia com comprimento de onda de 530 nm).

Resisténcia ao cloro

O ensaio de resisténcia ao cloro foi realizada pela técnica de microdiluicdo em caldo
em microplacas de 96 pogos (KASVI, China), com meio de cultura RPMI-1640 (GIBCO)
tamponado com &cido morfolinopropanosulfénico (SIGMA), com pH 7,0, suplementado com
2% de glicose como proposto pelo documento M27-A3 do CLSI (2012). Para o preparo do
cloro foi utilizado o Hipoclorito de Célcio 65% em 10 concentracbes (20 mg a 0,9375 mg).

As placas foram incubadas a 35 °C por 48 h seguido por leitura visual.

Concentracéo Inibitéria Minima (CIM) aos antiflngicos para Candida spp.

O teste de suscetibilidade por microdiluicdo em caldo em microplacas de 96 pocos foi
realizado seguido o documento M27-A3 do CLSI (2012) com os antiflngicos: anfotericina B
(Sigma), fluconazol (Sigma), itraconazol (Sigma) e voriconazol (Sigma). As concentracfes
utilizadas foram de 16 pg/mL a 0,03 pg/mL para anfotericina B, itraconazol e voriconazol e
de 128 pg/mL a 0,25 pg/mL para fluconazol. O meio de cultura utilizado foi o0 RPMI-1640
(Sigma-Aldrich ®, EUA) tamponado com &cido morfolinopropanosulfonico (Sigma-Aldrich ©,
EUA), com pH 7,0, suplementado com 2% de glicose. As placas foram incubadas a 35 £ 0,5
°C por 48 h, sendo realizada uma leitura visual. A concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi
definida como a menor concentracdo do antifungico capaz de promover 50% de inibicdo para
fluconazol, itraconazol, voriconazol, e 100% de inibicdo para anfotericina B. A definicdo dos
pontos de corte segue o documento M27-S3 e M27-S4 (CLSI, 2008; CLSI, 2012) e os
resultados foram expressos em: sensivel (S), sensivel dose dependente (DD), e resistente (R).
Os pontos de corte com valores de CIM para fluconazol de < 8 ug/mL como S, DD de 16-32
pug/mL e >64 pg/mL para R; itraconazol de < 1 pg/mL como S e >2 pg/mL como R; voriconazol de
<0,125 pg/mL como S e >1 pg/mL como R. Anfotericina apresentou S com valores < 1 pg/mL € R

para > 2 pg/mL. Para o controle de cada teste foram utilizados cepas provenientes do
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American Type Culture Colletction (ATCC): C. krusei ATCC 6558 e C. parapsilosis ATCC
22019

Formacéo de biofilme

A formacéo de biofilme foi realizada de acordo com Shin et al. (2002). As leveduras
foram cultivadas em &gar sabouraud dextrose por 24 h a 35 °C. O inoculo foi ajustado em
solucdo salina (0,85%) com turbidez de 3x10’ UFC/mL. Em microplacas de 96 pogos foram
inoculados 20 pL do in6culo em 180 uL de caldo Sabouraud Dextrose em quintuplicada, e
incubada a 35 °C por 24 h. A leitura foi realizada em leitor de ELISA sob comprimento de
onda de 430 nm. Os valores foram convertidos de densidade Gtica para transmitancia (T). A
producéo de biofilme foi classificada como negativo (%T < 5), 1+ (%T de 5 a 20) - fraco, 2+
(%T de 20 a 35) - moderado, 3+ (%T de 35 a 50) - moderado ou 4+ (%T = 50) - forte.

Anélise estatistica
Os dados foram tabulados utilizando o programa Microsoft Excel 2010®. Realizou-se

a analise descritiva das variaveis por meio da frequéncia absoluta e seus percentuais.

Resultados
Leveduras isoladas

A presenca de leveduras foi detectada em 34 (41,5%) pocos, sendo 10 em Caarapd, 11
Dourados e 13 em Itapord, obtendo um total de 50 leveduras isoladas. A identificacdo
filogenética por sequenciamento revelou 10 géneros, sendo: Candida spp. (46%), Clavispora
sp. (4%), Exophiala spp. (8%), Hanseniaspora sp. (2%), Kazachstania sp. (2%), Kodamaea
sp. (4%), Meyerozyma spp. (22%), Pichia spp. (8%), Rhodosporidium sp. (2%) e Rhodotorula
sp. (2%) (Tabela 2). O género Candida se destacou com 23 isolados, sendo C. parapsilosis a
espécie mais frequente, seguida de C. glabrata. Outro género predominante foi Meyerozyma

spp. com 11 isolados, dos quais a espécie prevalente foi por M. caribbica .
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Tabela 1 — Identificacdo das leveduras isoladas de agua subterranea, quantidade de isolados e
ndmero de acesso GenBank

Numero isolados

Espécie identificada n (%) N° de acesso GenBank
Candida albicans 1(2) JN606307.1
Candida glabrata 7 (14) KP131704.1
Candida palmioleophila 1(2) HG693775.1
Candida parapsilosis 12 (24) KJ451712.1
Candida tropicalis 2 (4) KJ451708.1
Clavispora lusitaniae 2 (4) KP068775.1
Exophiala dermatitidis 3 (6) KX001797.1
Exophiala heteromorfa 1(2) KP959252.1
Hanseniaspora opuntae 1(2) KT226114.1
Kazachstania aerobia 1(2) KF057700.1
Kodamaea ohmeri 2 (4) KP132353.1
Meyerozyma caribbica 10 (20) KM402049.1
Meyerozyma guilliermondii 1(2) KM982970.1
Pichia fermentans 1(2) KT029804.1
Pichia Kluyveri 1(2) KT309130.1
Pichia kudriavzevii 1(2) JX174414.1
Pichia manshurica 1(2) KM368827.1
Rhodosporidium toruloides 1(2) AB0733266.1
Rhodotorula mucilaginosa 1(2) KU052792.1
TOTAL 50 (100)

Os isolados do género Candida foram caracterizados utilizando dados do GenBank e
posicionamento na arvore filogenética (Figura 1). Pode-se observar a separacdo das espécies
no dendograma com 98% de similaridade com os dados do GenBank e distancia de pares de
0,01a1,34.

No entanto, trés isolados, C. parapsilosis (I-14.2) e C. glabrata (I-14.1 e 1-39), se
diferiram dos demais isolados, demonstrando uma distancia evolutiva maior em relacdo aos
demais, e agrupamento fora da mesma familia. Tais isolados foram coletados de pocos
cavados, 0s quais possuem uma estrutura aberta, apresentando maior susceptibilidade para

contaminantes.
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_l Candida albicans D-03
Candida glabrata 08
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Candida parapsilosis D02
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Candida parapsilosis C-26
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Figura 1 — Dendograma construido com 23 isolados de Candida spp. presentes em agua subterranea
utilizada para o consumo humano. A arvore foi construida pela matriz de distancia Kimura 2-paramétros pelo
método de Evolugdo Méxima, utilizando CLUSTAL W e MEGA ver.7.0. Os niveis de suporte do bootstrap estdo
indicados nos nos da arvore. A barra de escala representa uma substituicdo de 0.05 nucleotideos por posicéo. Os
nameros ap6s 0 nome das espécies indicam a cidade e po¢o subterraneo de coleta. Legenda: espécie identificada

cidade da coleta — ponto coletado; (C) Caarapd, (D) Dourados, () Itapora.

Resisténcia ao cloro
O hipoclorito de célcio, em todas as concentragdes testadas (20 mg/L a 0,94 mg/L) néo

foi capaz de inibir nenhum isolados de Candida spp. de dgua subterranea.
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Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para Candida ssp.

A resisténcia foi observada em quatro (17,4 %) isolados para os antifingicos testados.

Sendo dois resistentes ao itraconazol e dose-dependente ao fluconazol, um resistente ao

fluconazol e o outro resistente ao voriconazol. Todos foram sensiveis a anfotericina B (Tabela

2).

Tabela 2 — Formacéo de biofilme e Concentracao Inibitéria Minima das leveduras do género
Candida spp. isoladas de agua subterranea para os antifingicos: anfotericina B, fluconazol,

itraconazol e voriconazol.

Origem  Microrganismo ANF B FLU ITR VOR Biofilme
D-03 C. albicans 0,25 S 05 S 0,03 S 0,03 S Negativo
D-04 C. glabrata 0,125 S 16 DD 8 R <0,03 S 1+
C-29 C. glabrata 0,125 S 8 S 0,06 S 0,06 S 1+
1-08 C. glabrata 0,125 S 1 S 0,125 S 0,125 S 1+
1-39 C. glabrata 0,125 S 1 S 0,125 S 0,5 S 1+
1-34 C. glabrata 0,25 S 2 S 0,25 S 0,25 S 1+
1-28 C. glabrata 0,25 S 1 S 0,25 S 0,25 S 1+
1-14.1 C. glabrata 0,125 S 2 S 0,25 S 0,125 S 1+
C-20 C. palmioleophila 0,06 S 8 S 0,125 S 0,03 S 1+
D-02 C. parapsilosis 0,03 S 025 S 0,03 S <003 S 4+
D-11 C. parapsilosis 0,06 S 4 S 0,25 S 0,03 S 1+
D-13 C. parapsilosis 0,125 S 4 S 0,03 S <0,03 S 1+
D-14 C. parapsilosis 0,125 S 4 S 0,03 S <0,03 S 4+
D-15 C. parapsilosis 0,25 S 05 S 0,03 S 0,03 S 2+
Cc-17 C. parapsilosis 0,03 S 64 R 0,5 S <0,03 S 1+
C-12 C. parapsilosis 0,5 S 8 S 0,5 S 0,03 S 1+
C-08 C. parapsilosis 0,025 S 4 S 0,03 S 0,03 S 1+
C-05 C. parapsilosis 0,25 S 2 S 0,03 S 0,03 S Negativo
C-26 C. parapsilosis 0,25 S 1 S 0,03 S <003 S 1+
1-06 C. parapsilosis 0,5 S 025 S 0,03 S <0,03 S 2+
1-14.2 C. parapsilosis 0,25 S 4 S 0,03 S <003 S 2+
D-05 C. tropicalis 0,06 S 05 S 0,03 S 16 R 1+
1-12 C. tropicalis 0,125 S 16 DD 16 R 0,03 S Negativo
C. krusei ATCC 6558 0,25 0,125 0,03

C. parapsilosis ATCC 22019 0,03 0,03

Legenda: N° indica o municipio da coleta e poco subterrdneo de coleta. ANF B Anfotericina B; FLU
Fluconazol; ITR Itraconazol; VOR Voriconazol. S Sensivel; DD Dose-dependente; R Resistente COLOCAR
OS PONTOS DE CORTE Concentracdo dos antiflngicos testados em micrograma por mililitro (ug/mL).
Biofilme — 1+ fraco; 2+ e 3+ moderado; 4+ forte.

Biofilme

Dos 23 isolados, 20 foram capazes de formar biofilme e apenas trés ndo formaram

(Tabela 2). Os isolados de C. glabrata formaram biofilme fraco, C. parapsilosis mostrou uma

formagéo do tipo fraca a forte, e C. tropicalis apresentou formagéo do tipo fraco e negativo,

C. albicans ndo formou biofilme e C. palmioleophila formou o tipo fraco.
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Discussao

Na avaliagcdo da potabilidade da &gua para consumo humano é analisada a presenca de
bactérias da espécie E. coli, no entanto, leveduras e bolores ndo sdo avaliados na qualidade da
agua, apesar de ser possivel detectar a presenca dos mesmos em ambientes aquaticos. O
estudo foi realizado em trés municipios do Mato Grosso do Sul com o intuito de isolar
leveduras presentes em agua subterrdnea para o consumo humano, porém, durante o
isolamento das leveduras um limitante para o isolamento das col6nias foram o crescimento de
fungos filamentosos nas placas, levando ao descarte das mesmas.

Neste estudo foram isoladas diferentes géneros de leveduras presentes na &gua
subterranea, as quais foram identificadas como comensais, patdgenos oportunistas e de
interesse industrial. Destaca-se Meyerozyma spp., 0 segundo género mais isolado, que é
utilizado para fermentacéo alcodlica e biocontrole (Bautista-Rosales et al., 2013; Wrent et al.,
2016), porém até o momento ndo houve relatos de sua presenca em agua subterranea.
Patdgenos oportunistas como Exophiala spp., Kodomaea sp. e Rhodotorula sp. séo
causadores de infecgdes flngicas principalmente em pacientes imunocomprometidos
(Tsiodras et al., 2014; Babic¢ et al., 2016; Vivas et al., 2016). Isolados de Exophiala spp.
podem ser encontrados naturalmente em ambientes Umidos, como banheiros e maquinas de
lavar louca, e desta forma, podem levar a infeccdes em individuos imunocomprometidos
(Babic et al., 2016). Neste estudo foram encontradas tais leveduras pertencentes aos géneros
citados, o que acarreta em um alerta ao risco a saude do consumidor.

Ja foram descritas a presenca em agua subterranea de Candida spp., Cryptococcus
spp., Exophiala dermatitidis, Kloeckera apis, Rhodotorula mucilagionosa, Saccharomyces
sp., Sporobolomycetes spp., Trichosporon coremiiforme (Gottlich et al., 2002; Ekendahl et al.,
2003; Kanzler et al., 2007; Pereira et al., 2009; Ayanbimpe et al., 2012; Latergan et al., 2012;
Sohlberg et al., 2015; Babic et al., 2016). A presenca das leveduras em agua subterrdnea pode
ser um indicativo de contaminagdo, possivelmente durante a perfuracdo do pogo, mas
também, podem estar naturalmente presente nesse ambiente (Sohlberg et al., 2015). Todavia,
este estudo demonstra que esses microrganismos possuem capacidade de adaptacdo para
sobreviver em um ambiente com quantidade reduzida de nutrientes. As coletas foram
realizadas de agua subterranea provenientes de pogos semi-artesianos e cavados, sendo que
este Ultimo possui maior risco de contaminacgdo externa, devido ao método de construcdo. No

entanto, no municipio de Dourados foram realizadas coletas somente em pogos semi-
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artesianos, diferentemente dos municipios de Itapora e Caarapd em que foram encontrados
pogos cavados, 0s quais apresentaram mais leveduras cultivdveis dos que 0s pogos semi-
artesianos.

O patdgeno oportunista mais prevalente no estudo foi o género Candida, sendo C.
parapsilosis, a espécie mais encontrada seguida de C. glabrata, C. tropicalis, C. albicans e C.
palmioleophila. Candida spp. € um comensal do corpo humano e também um patdgeno
oportunista, sendo comum em infecgdes superficiais e sisttmicas no organismo humano.
Além disto, a candidiase pode ocorrer por infeccdo exdgena como por vias ambientais
(Sabino et al., 2015; Savastano et al. 2016).

O género Candida é dividido em dois grupos, Candida albicans, espécie a qual é mais
frequentemente isolada na clinica médica e Candida ndo-Candida albicans (CNCA), como,
C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. dubliniensis, C. guilliermondii, C. krusei e C.
kefyr (Estivill et al., 2011; Silva et al., 2011; Almeida et al., 2013; Ibrahim et al., 2015; Kaur
et al.,, 2016; McCarty and Pappas, 2016; Alencar et al., 2017). Um estudo com isolados
clinicos de C. albicans e CNCA, demonstrou que as espécies C. parapsilosis e C. glabrata
apresentam altas taxas de mortalidade, seguida pela C. tropicalis. Acredita-se que pacientes
infectados por CNCA apresentam quadros clinicos piores, devido a terapias antifungicas
utilizadas anteriormente (Almeida et al., 2013;Alencar et al.,, 2017). O que gera uma
preocupacao, pois as espécies de CNCA foram as mais isoladas neste estudo.

A presenca de leveduras ndo estd estritamente relacionada ao ambiente hospitalar,
podendo ser encontrada em diferentes ambientes, como locais publicos, residéncias e até
mesmo no sistema de distribuicdo de dgua. Como a presenca de C. parapsilosis encontrada
em agua mineral e dgua subterranea (Ishida et al., 2013; Pereira et al., 2009; Pereira et al.,
2010; Babic et al., 2016).

Aproximadamente metade da populacdo mundial tem como fonte de agua para o
consumo a agua subterranea e a sua utilizacdo em propriedades privadas ocorre devido a
facilidade de captacdo da agua, por estar proximo do usuario, além de exigir menos
tratamento que a agua de superficie (Groundwater Governance, 2015). No Brasil, cerca de
13,8% das residéncias utilizam a &gua subterrdanea como fonte privada para o consumo
humano (Brasil, 2010).

A agua para o consumo humano deve passar por tratamento em diferentes processos

para a certificagdo da remocdo de poluentes (Sorlini et al., 2014). O gés cloro, hipoclorito de
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sodio e hipoclorito de célcio sdo os sanitizantes mais utilizados na desinfeccdo de agua. O
hipoclorito de célcio é capaz de promover a dissolucdo de tecido organico, possui também
atividade antimicrobiana e € comumente utilizado na industria e no tratamento de purificacao
de agua (Garcia-Villanova et al., 2010). A concentracdo utilizada deve ser de 2 mg/L para o
tratamento de &gua, tendo um teor minimo de 0,2 mg/L. Neste estudo, as leveduras testadas
foram capazes de crescer mesmo em concentragdo de 20 mg/L, sendo acima do recomendado
pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (WHO, 2011). Demonstrando desta forma que a
desinfeccdo da agua utilizando cloro néo ¢ eficaz para leveduras.

Com relagdo ao perfil de susceptibilidade aos antifingicos, quatro isolados
apresentaram resisténcia a classe dos azois testados (fluconazol, voriconazol e itraconazol),
que sdo usados para o tratamento de candidiases (McCarty and Pappas, 2016). Dos isolados
que foram resistentes apenas trés produziram biofilme, C. glabrata (D-04), C. parapsilosis
(C-17) e C. tropicalis (D-05). A resisténcia aos antifangicos pode ocorrer devido a atividades
antrépicas decorrentes de poluicdo, e até mesmo residuos agricolas, além de mudancas
genéticas. Alguns pesquisadores descrevem que a presenca de leveduras em agua pode ser
utilizada como bioindicadores de poluentes em agua (Brilhante et al., 2012; McCarty and
Pappas, et al., 2016; Silva et al., 2016).

Os isolados que demonstraram resisténcia s&o CNCA, como C. glabrata, C.
parapsilosis e C. tropicalis, estas Gltimas sdo mais encontradas em ambiente hospitalares,
porém estes isolados foram ambientais. C. tropicalis é a espécie mais isolada na clinica
médica no sul do Mato Grosso do Sul (Almeida et al., 2013), destaca-se o fato de que ambos
os isolados de C. tropicalis do ambiente aquatico subterranea apresentaram resisténcia a dois
dos azais.

A porcentagem (17%) de isolados resistentes é preocupante, devido serem isolados
ambientais que nao passaram por um processo prévio de selecdo por antimicrobianos, pois
guando comparamos a estudos com isolados clinicos de Candida spp. é relatado um perfil de
resisténcia de 6% a 41,2;% a classe dos azdis (Almeida et al., 2013; Ibrahim et al., 2015; Kaur
et al., 2016; Silva et al., 2016; Alencar et al., 2017) e isolados ambientais apresentam perfil de
resisténcia que varia de 18,9% a 33,3% (Brilhante et al., 2011; Brilhante et al., 2016). Assim,
a resisténcia a antifingicos nao é algo estritamente relacionado a clinica médica, podendo ser

observada em isolados ambientais.
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Os fungicidas azois tém sido considerados um potencial poluente para 0 meio
ambiente. Antiflngicos utilizados na clinica médica e em cosméticos, além de fungicidas
utilizados na agricultura, podem contaminar os solos e aguas, e dessa forma podem entrar em
contato com aos lengois freaticos e contaminando a agua subterrénea (Brilhante et al., 2012;
Chen and Ying, 2015; Maran et al., 2016). A presenca de pesticidas em agua subterranea é
afetada por periodos maiores do que a agua de superficie, uma vez que ha o acimulo do
contaminante no solo (Chakraborti et al., 2011).

Reilly et al. (2012) avaliaram a presenca de fungicidas em agua subterranea e de
superficie, comprovando sua presenca em 58% das amostras subterrdneas e 75% em
superficie. Fungicidas utilizados na agricultura apresentam atividade contra patdgenos
humanos, como a Candida albicans, colaborando desta forma para um potencial aumento da
resisténcia aos antifangicos (Brilhante et al., 2011; Myung, 2015). As leveduras foram
isoladas de regides com intensa atividade agricola e podem ter tido o primeiro contato com os
antifungicos ou fungicidas que contaminaram o solo e a &gua subterranea, e assim,
desenvolver a resisténcia aos azoéis. Com isso, a presenca de leveduras do género Candida
resistentes torna-se um problema e um risco a saude das pessoas que utilizam desta agua,
tendo em vista a possibilidade de transmissdo de doencas por esses microrganismos aos
consumidores.

No presente estudo a maioria dos isolados de Candida spp foram capazes de formar
biofilmes. Tal formacdo pode ser influenciada pelo material de contato, fatores ambientais e
as espécies envolvidas no processo (Estivill et al., 2011). A adesdo € um passo importante
para a viruléncia do microrganismo, uma vez que pode ocorrer em superficies abioticas, como
0 encanamento da agua subterrdnea, o qual possui uma superficie favoravel ao seu
desenvolvimento, como as tubulacbes de aco em que ocorre maior acumulo de
microrganismos quando comparado com outros materiais, como policloreto de vinila (PVC)
(Silva et al., 2011; Liu et al., 2017; Hamid et al., 2017). O tratamento da &gua é outro fator
importante para a prevencdo da formacdo do biofilme na tubulagéo, visto que minimiza a
guantidade de matéria organica e nutrientes presentes na agua (Gomes et al., 2014).

Nossos resultados corroboram com Wingender e Flemming (2011), os quais sugerem
que a formacéo de biofilme por leveduras na rede de distribuicdo de agua potavel pode ser
uma fonte de contaminacdo continua. Além da possibilidade de alterar o sabor e o odor da

agua, fungos patogénicos apresentam um risco a transmissdo para eletrodomésticos, causando
45



desta forma a contaminacgdo de alimentos e utensilios domésticos, e consequentemente a sua
transmissdo aos seres humanos, principalmente imunocomprometidos (Silva et al., 2011;
Wingender and Flemming, 2011; Babi¢ et al., 2016; Maran et al., 2016).

A formacdo e a adesdo do biofilme por Candida spp pode estar relacionada com a
presenca de outros microrganismos, como E. coli e coliformes totais (Castonguay et al.,
2006), os quais podem competir por nutrientes, podendo também podem ser benéficas uma
para as outras (Sohlberg et al., 2015), além de produzir biofilmes mais resistentes devido a
interacdo entre eles, visto que ambos estavam presentes nas aguas coletadas (Maran et al.,
2016; dados ndo mostrados). Candida spp. é capaz de formar pseudo-hifas para a adesdo em
superficies e formando uma camada de protecdo, sendo assim, o biofilme € uma barreira a
acao dos antifungicos e sanitizantes, podendo estar relacionado com a resisténcia de leveduras
a antimicrobianos (Estivill et al., 2011; Ibrahim et al., 2015; Sabino et al., 2015; McCarty and
Pappas, 2016; Araujo et al., 2017; Liu et al., 2017).

Concluséo

Neste estudo, além de Candida spp foram isolados diferentes géneros de leveduras,
com interesse industrial e ambiental como Meyerozyma spp e outros patdgenos oportunistas
como Rhodotorula sp Exophiala spp. Devido a capacidade de viruléncia e importancia
clinica, os isolados de &gua subterrdnea do género Candida spp. foram avaliados,
considerando a susceptibilidade antifungica e a capacidade de formacéo de biofilme, sendo
um potencial risco a salde de seus consumidores por ser uma constante fonte de
contaminacdo, e assim, provocando infeccdo em pessoas com sistema imunoldgico
comprometido. Além do fato de que 17,4% dos isolados apresentaram resisténcia aos azéis,
tornando um problema na clinica médica. Desta forma, ha a necessidade de investigacdes
guanto a presenca de leveduras em agua para 0 consumo humano.

Ha uma relagéo da presenca de leveduras do género Candida e poluentes ambientais,
assim o género deve ser considerado como um potencial indicador de qualidade de agua.
Além disso, torna-se importante que a populacdo utilize métodos de purificacdo da agua
subterranea antes do consumo, pois ndo ha nenhum monitoramento desta, sendo um risco para

a saude de seus consumidores, devido a presenca de microrganismos patogénicos.
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