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RESUMO

Fungos sdo agentes oportunistas presentes nos mais diversos ambientes, incluindo hospitais,
ambientes domeésticos, solo, agua e animais. O crescente numero de relatos de resisténcia a
antifungicos, particularmente as espécies de Candida ndo-albicans, representa um problema
alarmante que exige novas abordagens clinicas. Buscando investigar a resisténcia de C.
parapsilosis e C. tropicalis dentro do contexto da Saude Unica no Pais, diversas amostras
dessas espécies, das mais diversas origens (isolados de pacientes humanos, suinos, aves e
superficies de ambientes hospitalares) foram coletadas em quatro estados brasileiros: Mato
Grosso do Sul, Ceard, Rio Grande do Norte e Minas Gerais. Feita a identificacdo dos isolados,
foram realizados testes de susceptibilidade pelo método de Microdiluicdo em caldo para
fluconazol e tebuconazol, conforme descrito pelo CLSI, tanto a 30°C e 37°C. Ao total foram
identificados e testados 99 isolados, sendo 27 de C. parapsilosis e 72 de C. tropicalis. Os
resultados revelaram a presenca de alguns isolados de C. tropicalis com elevados CIMs para
fluconazol, outros para tebuconazol, muitas vezes com o perfil de suscetibilidade variando
conforme a temperatura; além destes, um restrito nimero de cepas demonstrou resisténcia
para ambos o0s compostos, o0 que indica o desenvolvimento de mecanismos de
resisténcia-cruzada. A pesquisa enfatiza a necessidade continua de vigilancia da resisténcia
antifungica e o desenvolvimento de novos agentes antifungicos ou combinacgdes terapéuticas
para superar 0s mecanismos de resisténcia emergentes e garantir melhores resultados clinicos

para os pacientes.

Palavras-chave: Saude Unica, Infeccdes fungicas, Resisténcia; Fluconazol, Tebuconazol.



ABSTRACT

Fungi are opportunistic agents present in diverse environments, including hospitals, domestic
settings, soil, water, and animals. The increasing number of reports of antifungal resistance,
particularly in non-albicans Candida species, represents an alarming problem that demands
new clinical approaches. Aiming to investigate the resistance of C. parapsilosis and C.
tropicalis within the context of One Health in the country, various samples of these species
from diverse origins (isolates from human patients, pigs, birds, and hospital environment
surfaces) were collected in four Brazilian states: Mato Grosso do Sul, Ceara, Rio Grande do
Norte, and Minas Gerais. After identifying the isolates, susceptibility tests were performed
using the Broth Microdilution method for fluconazole and tebuconazole, as described by the
CLSI, at both 30°C and 37°C. A total of 99 isolates were identified and tested, including 27
C. parapsilosis and 72 C. tropicalis. The results revealed the presence of some C. tropicalis
isolates with high MICs for fluconazole and others for tebuconazole, often with susceptibility
profiles varying with temperature. Additionally, a limited number of strains showed resistance
to both compounds, indicating the development of cross-resistance mechanisms. The research
emphasizes the ongoing need for antifungal resistance surveillance and the development of
new antifungal agents or therapeutic combinations to overcome emerging resistance

mechanisms and ensure better clinical outcomes for patients.

Keywords: One Health, Fungal infections, Resistance; Fluconazole, Tebuconazole.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo organismos amplamente distribuidos, encontrados em todo o
mundo e notaveis como agentes oportunistas, apresentando uma extensa presenga na natureza.
Eles podem ser detectados no ar, em superficies hospitalares e domésticas, bem como em
plantas, solo, &gua e alimentos. Além disso, encontram abrigo nos corpos de animais
domeésticos e selvagens (Fisher et al., 2012; Mayer et al., 2013). Muitos desses fungos tém a
capacidade de colonizar temporaria ou permanentemente a pele e as mucosas dos seres
humanos. A transicdo de colonizador para agente infeccioso depende de mudancas no perfil
imunolégico do hospedeiro, bem como da exposi¢do a antibidticos, imunossupressores ou
procedimentos médicos invasivos (Brandt, 2002; Lionakis & Netea, 2013).

Globalmente, estima-se que mais de 6,55 milhdes de pessoas sdo afetadas
anualmente por doencas fungicas que ameacam a vida imediatamente, resultando em mais de
3,75 milhdes de mortes. Aproximadamente 2,55 milhdes dessas mortes sdo diretamente
atribuiveis a infeccao, conforme demonstrado em um artigo publicado pela revista The Lancet
(Rajasingham et al., 2022). Os setores de financiamento para ciéncia e tecnologia, assim como
0s servicos de saude, mobilizam poucos recursos para essa area. Uma evidéncia dessa
negligéncia é o limitado arsenal de antifungicos disponiveis para uso clinico, que inclui azéis,
equinocandinas, polienos, alilaminas e derivados de pirimidina (Gow et al., 2022a). Além
disso, a auséncia de vacinas terapéuticas ou imunoterapias disponiveis, juntamente com o
lento ritmo de inovacgdo no desenvolvimento de antifingicos, contrasta fortemente com outros
setores da industria farmacéutica. 1sso se reflete no numero significativamente menor de
publicacdes sobre o desenvolvimento de antifingicos em comparacdo com o desenvolvimento
de antibioticos (Perfect, 2017a).

Os fungos apresentam um ciclo de vida curto, plasticidade genémica e uma
notavel capacidade de adaptacdo a ambientes naturais que contém compostos potencialmente
toxicos, 0 que gera uma intensa pressao seletiva (Gow et al., 2022a). Devido a sua
bioquimica, os fungos podem se tornar patogénicos de maneira especialmente prejudicial,
pois possuem um nudmero limitado de alvos seletivos para farmacos. Esses desafios séo
exacerbados pela emergéncia de organismos que sdo resistentes, tolerantes ou insensiveis aos
medicamentos, especialmente em um contexto de aumento no numero de pacientes

imunocomprometidos (Gow et al., 2022a).



Linhagens resistentes tém sido detectadas pouco tempo apds a introducdo de
novos antiflingicos no mercado (Denning & Bromley, 2015). E crucial antecipar que a
resisténcia emergird assim que esses antifungicos forem utilizados em contexto clinico. A
resisténcia aos antifungicos pode desenvolver-se rapidamente, frequentemente através da
ativacdo de vias de resposta ao estresse, e ocasionalmente envolvendo alteragOes
cromossémicas. A negligéncia deste tdpico tem um impacto negativo na saude publica,
considerando que a resisténcia é um dos fatores que contribuem para a alta mortalidade em
infeccdes fungicas invasivas, as vezes excedendo 80% (Rajasingham et al., 2022; Singulani et
al., 2022).

E de especial atencio o fato de que a resisténcia a antiflingicos tem aumentado
significativamente em leveduras, o que coloca em risco milhGes de pessoas afetadas
anualmente por infecgbes flangicas. Especialmente as espécies do género Candida sdo
preocupantes, pois quadros de candidemia representam a infec¢do fUngica invasiva mais
prevalente em todo o mundo (Folha, 2023). Além disso, é alarmante que linhagens resistentes
sejam frequentemente isoladas de pacientes sem historico de tratamento com antifungicos
(Bastos et al., 2021a). Estima-se que cerca de 75% das linhagens resistentes sejam isoladas de
pacientes que ndo foram previamente submetidos a tratamento. Isso sugere que esses
pacientes foram infectados por linhagens ja resistentes, possivelmente originarias do
ambiente, de animais e/ou de outros pacientes (Bongomin et al., 2017). Portanto, € crucial
considerar o ambiente como uma possivel fonte de resisténcia aos antifingicos.

Para uma compreensdo mais clara da gravidade da situacdo, considere o
seguinte exemplo comparativo: dentro da cadeia de producdo animal, suinos e aves sdo
reconhecidos como reservatorios de bactérias que carregam genes de resisténcia aos
antibacterianos (Arora et al., 2021; Wang et al., 2019). Desde 2016, o uso de antibacterianos
como promotores de crescimento na exportacdo de carne suina para a Unido Europeia foi
proibido, apds o isolamento de bacterias resistentes as polimixinas em porcos (Rhouma et al.,
2016). Apesar dessa medida, a ligagdo desses animais com leveduras resistentes,
especialmente com espécies do género Candida, tem sido negligenciada. Além disso, ndo
podemos descartar a possibilidade de que os desinfetantes utilizados na suinocultura e
avicultura também possam favorecer a selecdo de clones resistentes (Bastos et al., 2018).
Especialmente considerando que as principais espécies patogénicas de Candida, como
Candida albicans (Robin) Berkhout (1923), Candida parapsilosis (Ashford) Langeron &
Talice (1932), Candida glabrata Anderson (1917) e C. tropicalis (Castellani) Berkhout
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(1923), sdo frequentemente encontradas em ambientes como solos agricolas, agua, frutos,
entre outros (Castelo-Branco et al., 2022).

Nesse contexto, a abordagem de Saude Unica (ou One Health), promovida
pela alianca FAO/OIE/OMS, reconhece que a saude humana, animal e ambiental estdo
interconectadas. A resisténcia antimicrobiana € uma das trés prioridades desta alianca,
especialmente considerando que, no pais, 0 uso de agrotoxicos aumentou 190% entre 2000 e
2012, sendo 14% deste mercado correspondente a fungicidas (Rigotto et al., 2014). No que
diz respeito & Candida, estudos sobre a resisténcia cruzada com agroquimicos mostraram que
as leveduras tém a capacidade de se multiplicar na presenca de concentragbes crescentes
desses aditivos agricolas, resultando em resisténcia cruzada com antifdngicos tanto in vitro
guanto em modelos animais (Carneiro et al., 2020; Sidrim et al., 2021). Além disso,
ambientes como hospitais (tanto humanos quanto veterinarios) estdo constantemente expostos
a uma grande pressdo seletiva por desinfetantes. Portanto, sdo urgentemente necessarios
investimentos para adotar uma abordagem integrada de Sadde Unica no contexto das micoses,
com o objetivo de atenuar, ou quem sabe até reverter, 0s nimeros catastroficos associados a
essas infeccoes (Gow et al., 2022D).

Este projeto visa responder a questdo central: a resisténcia aos antifingicos
azélicos pode ter sua origem em animais de producdo ou no contato prévio do microrganismo

com agroquimicos e desinfetantes?
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 CANDIDA SPP.

Candida é um género de fungos de importancia médica, contando com mais de
300 espécies, das quais cerca de 20 sdo potencialmente patogénicas para humanos e outros
mamiferos (Shan et al., 2014; Theill et al., 2016). Embora muitas dessas espécies sejam
comensais ou endossimbiontes, elas podem se tornar invasivas e causar danos significativos
ao hospedeiro em situacdes de ruptura das barreiras mucosas ou de comprometimento do
sistema imunolégico. Candida albicans é a espécie mais frequentemente isolada em infeccdes
fangicas em humanos e é comumente encontrada nas superficies mucosas, especialmente no
trato gastrointestinal e na pele (Colombo & Guimarées, 2003).

Outras espécies, como C. glabrata, C. parapsilosis e C. tropicalis, também séo
parte da microbiota humana e, juntamente com C. albicans, sdo responsaveis pela maioria das
infecgBes do género. Estas infecgdes, coletivamente chamadas de candidiase, podem variar de
micoses superficiais e profundas, como abscessos intra-abdominais, peritonite e osteomielite,
até infec¢des invasivas, como candidemia (Brown et al., 2012; Neufeld et al., 2015; Pappas et
al., 2018; Pristov & Ghannoum, 2019; Ulu Kilic et al., 2017). A candidiase é geralmente
tratada com polienos, equinocandinas e, especialmente, az6is. No entanto, 0 uso de azois tem
se mostrado limitado devido ao crescente nimero de cepas clinicas resistentes a esses
compostos, especialmente entre as espécies de Candida ndo-albicans (Pfaller et al., 2010,
2011, 2012; Pristov & Ghannoum, 2019). Isso pode estar relacionado ao amplo uso de
fluconazol como profilaxia em pacientes considerados em risco de infeccdo, 0 que poderia
estar selecionando resisténcia secundaria (Autmizguine et al., 2018; Bennett et al., 2004;
Goldman et al., 2000; Wingard et al., 1991).

E notavel que, embora a principal rota de desenvolvimento de resisténcia aos az6is em
Candida spp. seja no hospedeiro, o isolamento de cepas resistentes em pacientes sem
historico prévio de tratamento antifungico tem se tornado frequente (Arastehfar et al., 2020;
Chen et al., 2019; Chong et al., 2012a; Pfaller & Diekema, 2004b, 2004a; Thomaz et al.,
2018). Uma das explicagdes propostas para esse fendbmeno é a aquisi¢do dessa resisténcia no
ambiente, uma vez que Candida spp. também é encontrada em solos, arvores, frutas e agua, e
sua exposicao a agroquimicos fungicidas poderia estar desencadeando um efeito de resisténcia

cruzada, gerando no organismo a capacidade de desenvolver resisténcia a um determinado
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antifungico e, subsequentemente, manifestar resisténcia a outros antifingicos da mesma

classe ou com mecanismos de acédo similares (Bastos et al., 2021d).

2.1.1 Candida tropicalis

Candida tropicalis é frequentemente isolada de pacientes com candidiase e
atualmente esta entre as primeiras ou segundas espécies de Candida ndo-albicans (NCAC)
mais prevalentes envolvidas em candidemia, principalmente na Asia e na América Latina
(Furlaneto et al., 2011; Motoa et al., 2017; Xiao et al., 2015). Esta espécie € um agente
comum de infeccBes em pacientes em unidades de terapia intensiva e em individuos com
neutropenia (Turner & Butler, 2014). Acredita-se que C. tropicalis cause infeccGes sistémicas
mais persistentes do que C. albicans, além de apresentar uma taxa de mortalidade mais
elevada em comparacdo com outras NCACs (Zuza-Alves et al., 2017).

Recentemente, diversos estudos tém observado um aumento na incidéncia de
isolados de C. tropicalis resistentes a azois, tanto dentro quanto fora do ambiente hospitalar
(Fan et al., 2017; Santos et al., 2014). A susceptibilidade reduzida a antifungicos também foi
relatada em C. tropicalis recuperadas de varias espécies de animais (Alvarez-Pérez et al.,
2016; Cordeiro et al., 2015; Lord et al., 2010; Subramanya et al., 2017). Em Taiwan, isolados
da espécie resistentes a azdis foram identificados na superficie de frutas, todos
compartilhando o mesmo genétipo predominante de C. tropicalis resistente ao fluconazol,
responsavel por quadros de candidemia em pacientes taiwaneses (Figura 1) (Oliveiraet a.,
2020ab). Além disso, isolados da espécie coletados no solo do pais demonstraram reducéo na
susceptibilidade ao fluconazol, exibindo parentesco genético com cepas clinicas menos
suscetiveis a azéis. Adicionamente, esses isolados foram mais resistentes aos azdis agricolas,

sugerindo uma resisténcia cruzada entre azois ambientais e clinicos (Yang et al., 2012).
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Figura 1. Taxas de resisténcia ao fluconazol (%) em isolados clinicos de C. tropicalis em todo o mundo, de 2008
a 2019. Os dados sdo de estudos que realizaram testes de susceptibilidade com C. tropicalis isolados de sangue e

outros locais estéreis. Fonte: Oliveira et al., 2020b.

2.1.2 Candida parapsilosis

Candida parapsilosis € uma das principais causadoras de candidemia,
representando mais de 20% dos isolados de Candida em hemoculturas em diversos paises,
como Brasil, Argentina, Peru, Espanha, Russia e China, e mais de 30% em outros, incluindo
Turquia, Grécia, Croacia, Roménia, Africa do Sul, Nigéria e Paraguai. Embora anteriormente
fosse considerada suscetivel ao fluconazol, tem-se observado um crescente nimero de relatos
de resisténcia dessa espécie em varias regides, o que é alarmante devido a alta mortalidade
associada ainfeccdo invasiva por essa espécie (Figura 2) (Daneshniaet a., 2023a).

Antes de 2019, estudos ja relataram uma prevaléncia de mais de 10% de C.
parapsilosis resistentes a fluconazol em diversas partes do mundo. Nos trés anos
subsequentes, houve uma expansdo dessas cepas resistentes, que agora predominam sobre 0s
isolados suscetiveis em ambientes hospitalares, persistindo em diferentes areas e
desencadeando surtos esporadicos entre pacientes que nao haviam sido previamente expostos
aazois, apesar das medidas rigorosas de controle de infeccdo (Figura 2) (Daneshniaet a.,
2023b; Thomaz et al., 2021).
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Figura 2. Epidemiologia de C. parapsilosis em todo o0 mundo. A Epidemiologia mundial de C. parapsilosis. B
Carga de isolados resistentes ao fluconazol. Fonte: Daneshnia et al., 2023b.

2.2 AzZOIS E RESISTENCIA FUNGICA

Os azdis constituem a classe de antifungicos mais amplamente utilizada (Guo
et al., 2021) e sao divididos em imidazdis e triazdis, de acordo com o nimero de atomos de
nitrogénio presentes no anel azoélico (2 e 3, respectivamente). Dentro dessa categoria, 0S

triazois, como fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e isavuconazol, sdo 0s mais
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empregados no tratamento de infecgdes fungicas invasivas devido ao seu amplo espectro de
atividade e perfil de seguranca (Castro et al., 2016). Os azdis atuam interrompendo a
producdo de ergosterol, um componente estrutural das membranas celulares fungicas, por
meio da inibicdo da enzima lanosterol-14a-D-demetilase, codificada pelos ortélogos ERG11
em leveduras. Este mecanismo bloqueia a remogdo de um grupo metila C-14a do lanosterol,
impedindo varias rea¢des necessarias para sua conversdo em ergosterol e reduzindo os niveis
deste na membrana celular. Isso resulta no acumulo de esterois toxicos, como 0
14a-metilfecosterol, comprometendo a integridade e permeabilidade da membrana e, em
ultima andlise, inibindo o crescimento fungico (Ben-Ami & Kontoyiannis, 2021; Nett &
Andes, 2016; Perfect, 2017Db).

A falha no tratamento e o elevado indice de dbitos causados por micoses
sistémicas frequentemente ocorrem devido ao desenvolvimento de resisténcia por parte do
patdgeno (Bastos et al., 2021b). A resisténcia microbioldgica é definida como a incapacidade
de um antifungico matar ou inibir o crescimento fungico in vitro, podendo ser priméaria ou
intrinseca quando um microrganismo € naturalmente resistente ao medicamento sem
exposicdo prévia, ou secundaria, quando mutacgdes de resisténcia surgem na populacao e sdo
selecionadas ap0s a exposicdo ao antifungico (Alcazar-Fuoli & Mellado, 2014; Ben-Ami &
Kontoyiannis, 2021; Fisher et al., 2018).

Os mecanismos primarios e secundarios de resisténcia aos azoOis sdao bem
estudados e compreendidos em Candida spp. Dentre os mecanismos identificados,
destacam-se dois principais: a mutagdo do gene responsavel pela producéo da enzima ERG11,
alterando seu sitio de ligac&o e impedindo ainteracéo deste com o azol (Figura3); ea
formacdo de bombas de efluxo, proteinas codificadas pelos genes MDR1, CDR1 e CDR2.
Estas atuam como transportadoras de membrana, expelindo a droga do meio intracelular para
0 extracelular (Pristov & Ghannoum, 2019). Curiosamente, os azois agricolas selecionam
resisténcia cruzada utilizando exatamente 0s mesmos mecanismos subjacentes a resisténcia ao
fluconazol (Brilhante et al., 2019; Rocha et al., 2016). A analise de isolados sequenciais de
pacientes individuais revelou que a resisténcia adquirida aos azois frequentemente depende de

multiplos mecanismos moleculares, muitas vezes combinados.
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Figura 3. Os azois se ligam e inibem a atividade da enzima lanosterol 14a-desmetilase, codificada pelo gene
ERGL11, o que leva ao acimulo de esterol tdxico. A resisténcia aos azéis envolve: (i) mutagdes pontuais no gene
ERG11, que podem ser responsaveis pela superexpressdo e/ou inibi¢do da enzima lanosterol 14a-desmetilase
devido a diminuicao da afinidade de ligacdo entre o azol e seu alvo; (ii) mutacdes nos genes ERG envolvidos na
via de biossintese do ergosterol, particularmente no ERG3; e (iii) aumento do efluxo dos medicamentos azélicos
da célula fungica através da superexpressdo de bombas de efluxo multidrogas. Barras vermelhas em forma de T

indicam inibicdo. O icone de estrela indica mutagéo genética. Fonte: Branco et al., 2023.

Varios casos de isolamento de cepas resistentes a azois em pacientes sem
terapia antifungica prévia foram relatados, sugerindo que outras vias podem estar
contribuindo para a resisténcia antifungica (Chowdhary et al., 2012, 2017; Mellado et al.,
2007; Snelders et al., 2008; van der Linden et al., 2011). Essa resisténcia também ocorre no
ambiente, uma vez que cepas resistentes foram isoladas de materiais vegetais, solo, matéria
em decomposicdo e compostos organicos (Bastos et al., 2021c). Isso levanta uma questdo
importante: como surge a resisténcia aos azéis em isolados ambientais?

Uma resposta para essa pergunta esta no uso massivo de fungicidas durante e
apos a colheita em ambientes de cultivo de gréos e gramineas, assim como na conservagao de
tintas, revestimentos e pastas para papel de parede, para prevenir a deterioracdo e o
crescimento fungico. Triazois ambientais, que compartilham o mesmo mecanismo de acdo
gue os de uso clinico, sdo amplamente utilizados no controle de fitopatdgenos fungicos (Cui
et al., 2019; Snelders et al., 2012). Por essa razdo, considerando a frequéncia com que

patdgenos potenciais humanos sdo encontrados no solo e em matéria vegetal, a hipotese
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predominante é que os agroquimicos, especialmente os inibidores de 14a-desmetilase (DMIs),
exercem uma pressao seletiva para o surgimento de cepas resistentes no ambiente (Figura 4)

(Bastos et al., 2018; Snelders et al., 2009).

Humanos Animais

Resisténcia

fungica

Ambiente

Figura 4. Resumo gréfico da relacdo entre a contaminacéo de humanos e animais por parte de cepas resistentes e

a utilizagdo de fungicidas no ambiente. Autoria propria.

Os azdis sao utilizados na agricultura desde a década de 1970, compondo a classe de
antifungicos mais utilizados devido a dois fatores: alta eficiéncia e amplo espectro de
atividade (Price et al., 2015). Seu uso para fins ndo médicos abrange desde a agricultura e
horticultura até a prevencdo de perdas pds-colheita, tendo como alvo uma grande variedade de
patdgenos fangicos em varias culturas. Diversos azdis, como tebuconazol (1992),
difenoconazol (1994), epoxiconazol (1994) e bromuconazol (2000), sdo amplamente
utilizados no controle de doencas foliares na producdo de cereais e frutas (Russell, 2005), bem
como no controle de doengas de sementes, folhas e espigas.

No entanto, além das ameacas ecotoxicoldgicas decorrentes do acUmulo desses
compostos no solo em corpos d’agua, com o tempo, o desenvolvimento de resisténcia fungica
tém sido a grande preocupacdo para doencas fitopatolgicas de grande impacto econdmico
nas quais os azoéis tém sido amplamente utilizados: Em varios casos, tem sido desafiador
substituir os az6is por outros fungicidas de eficacia semelhante. Os problemas crescentes com

resisténcia tém exigido a recomendacao de estratégias anti-resisténcia, como a alternancia ou
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mistura de compostos ativos com diferentes modos de agéo, a aplicagédo de menos tratamentos

e a reducéo da dose para minimizar a presséo de selecdo (van den Bosch et al., 2014)

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar a resisténcia de C. parapsilosis e C. tropicalis dentro do contexto da Saude
Unica, analisando isolados provenientes de aves, suinos, e do ambiente em que esses animais

residem, bem como de pacientes humanos e ambientes hospitalares.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estabelecer uma rede para determinar a susceptibilidade de C. parapsilosis e C.
tropicalis isoladas de animais em criadouros e pacientes internados em diferentes
hospitais do Brasil.

e Avaliar a susceptibilidade ao fluconazol (antifingico clinico) e tebuconazol
(agroquimico) das cepas C. parapsilosis e C. tropicalis coletadas.

e Tracar o perfil geoepidemiolégico das leveduras utilizando amostras de diversas

regides do pais.
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4. METODOLOGIA

Primeiramente, uma equipe de profissionais foi constituida, associando-se as
equipes multidisciplinares em trés regides do pais, organizadas em trés ndcleos: Nucleo
Sudeste - inclui a Universidade Federal de Minas Gerais com o Laboratorio de Micologia e 0
Hospital Veterinario da UFMG; Granja de Suinos e Granja de Aves da Fazenda Experimental
em lgarapé (MG); e a Fundacdo Hospitalar do Estado de Minas Gerais — FHEMIG (Hospital
Eduardo de Menezes). Nucleo Nordeste - abrange a Universidade Federal do Rio Grande do
Norte com o Hospital Giselda Trigueiro e a Escola Agricola de Jundiai; Universidade Federal
do Ceard com o Hospital Universitario Walter Cantidio e a Fazenda Experimental; e a
Universidade Estadual do Cear4 com o Hospital Veterinario Prof. Sylvio Barbosa Cardoso.
Nucleo Centro-Oeste - composto pela Universidade Federal da Grandes Dourados e pelo
Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados. Além disso, héa
colaboragdo internacional com a Nantes Université, na Franca.

Para determinar o perfil de susceptibilidade de leveduras dos géneros Candida
em diferentes regides do pais, foram obtidas diversas amostras de cada estado. As amostras
incluem isolados de pacientes humanos e veterinarios, suinos e aves de criadouros, bem como

de ambientes hospitalares e veterinarios, abrangendo as instituicdes listadas em cada nucleo.

4.1. AMOSTRAS DE AVES E SUINOS

Para a coleta de amostras dos suinos, foram utilizadas luvas de couro e
cachimbo de corda para a contencdo dos animais, buscando ajustar a posicdo mais tranquila
do animal para a coleta. Nos animais das fases de maternidade e creche, foi utilizada a
contengéo fisica manual. Com o animal devidamente contido por um auxiliar, o swab estéril
foi introduzido cuidadosamente na cavidade retal do suino. Para as aves, durante a coleta, um
membro da equipe utilizou luvas para segurar e conter a ave de maneira tranquila, visando
minimizar o estresse e 0s riscos durante o procedimento. Enquanto isso, um segundo membro
realizou a coleta, efetuando movimentos circulares delicados com um swab estéril no orificio
da cloaca. Em ambos os casos, a haste do swab foi removida apds a coleta e a por¢cdo que
entrou em contato com o reto e cloaca dos animais foi armazenada em microtubos

preenchidos com solucéo salina a 0,9% (Figura 5).
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Figura 5. Origem das amostras ambientais (aves). A-B Regido DA CLOACA. C Bebedouro pendular. D

Galinheiro.

4.2 AMOSTRAS DE SUPERFICIES HOSPITALARES

Para as amostras provenientes do ambiente hospitalar, macanetas, mouses,
teclados, bancadas, alcas de torneira, telefones, dispositivos médicos e superficies de objetos
rotineiramente manuseados foram selecionados como pontos de coleta (Figura 6). Durante o
processo, cada swab foi comprimido contra as paredes do frasco de diluente para remover o
excesso de liquido e friccionado com pressdo, em movimento diagonal e em zigue-zague,
sobre a superficie teste. Este procedimento foi mantido continuamente sobre a area

selecionada por aproximadamente um minuto. Apos a friccéo, a haste do swab foi removida e
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a extremidade usada foi mergulhada em um microtubo contendo solugéo salina a 0,9%. Um

total de 50 amostras foram coletadas.

\ 7:“\, g
~
PSRN \

Figura 6. Pontos de coleta em ambiente hospitalar (Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande

Dourados). A Torneira. B Bomba de Infusdo. C Bancada. D Dispositivo digital para retirada de medicamentos.

4.3 AMOSTRAS DE PACIENTES

Amostras de pacientes incluem aquelas coletadas durante a internagéo para fins

diagnosticos, como de sangue, urina, pele, amostras respiratorias e do sistema nervoso central.

22



4.4 MANUSEIO E IDENTIFICAGAO DAS AMOSTRAS

Os microtubos contendo as amostras, devidamente identificados durante o
procedimento conforme a origem da coleta, foram mantidos refrigerados em um recipiente
isotérmico acompanhado de gelo, acondicionado dentro de sacos plasticos. Posteriormente,
todo o conteldo dos microtubos foi transferido, em ambiente estéril, para tubos Falcon
contendo meio caldo Brain Heart Infusion (BHI) suplementado com antimicrobiano

(cloranfenicol) e, entdo, armazenados em uma incubadora shaker a 37°C por 72 horas.

4.4.1 ISOLAMENTO DE COLONIAS

Ap6s 72 horas, periodo no qual o meio de cultivo nos tubos apresentava
turbidez devido ao crescimento fungico, o liquido foi suspenso e espalhado, com o auxilio da
Alca de Drigalski, sobre placas de Petri contendo meio sélido Chromagar Candida. As placas
com a suspensdo fungica foram entdo armazenadas em estufa a 37°C por 24 horas.

Apos esse periodo, observou-se a formacdo de uma camada de células na
superficie das placas. Chromagar Candida é um meio de cultura seletivo que, devido a
inclusdo de substratos cromogénicos, permite a deteccdo qualitativa direta, a diferenciacédo e a
identificacdo presuntiva de espécies de Candida que produzem cores distintas, facilitando a
deteccdo direta dessas espécies de leveduras na placa de isolamento (Figura 7). A partir da
discriminacdo de cores e caracteristicas morfoldgicas, procedeu-se ao isolamento de col6nias
presentes através da técnica de Semeadura por Esgotamento: utilizando uma alca de
repicagem, a extremidade de colbnias individualizadas foi tocada, aderindo parte de seu
conteddo a extremidade da alca, que foi entdo transferida para uma nova placa, sendo estriada
pela metade desta com movimento de zig-zag. Apds esse processo, a placa foi girada 90° e
estriada até metade da superficie restante (Y2 da placa total), e por fim, a placa foi girada mais
uma vez em 90°, tendo o ultimo quarto estriado. Esse procedimento é realizado para assegurar

a maxima separacao das colbnias.
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C. tropicalis

C. parapsilosis

Figura 7. Comparagdo de coloracdo de C. tropicalis (lilas) e C. parapsilosis (branco) em placa de Chromagar

Candida. Autoria propria.

4.4.2 IDENTIFICACAO DAS ESPECIES

Apbs a obtencdo de colbnias puras, uma amostra de cada uma foi preparada

para ser enviada para identificacdo por espectrometria de massa (MALDI-TOF MS).
4.5 TESTE DE SUSCEPTIBILIDADE

A susceptibilidade foi determinada pela Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM), ou Minimum Inhibitory Concentration (MIC) para o antifingico fluconazol utilizando
a metodologia proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (M27-A3, 2017). A
partir dos dados de CIM, foi possivel classificar os isolados em sensiveis, sensiveis
dose-dependentes e resistentes ao fluconazol, bem como em alto ou baixo CIM para o

tebuconazol.
45.1 PREPARO DA SOLU(;AO PADRAO E PLACAS DE TESTE

Inicialmente, as substancias em pd foram pesadas em uma balanga analitica.
As solugbes padrdo estoque foram preparadas de acordo com a solubilidade de cada
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substancia e, em seguida, armazenadas conforme as orientacdes do CLSI (2017) ou do
fabricante.

Os testes de sensibilidade foram realizados em placas de microdiluicdo de 96
pocos com fundo chato, utilizando o meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640)
como diluente. A partir de uma solugdo inicial contendo o dobro da concentragdo méaxima
prevista para o teste, foram realizadas dilui¢cGes seriadas em base 2 para obter diferentes
concentragdes das drogas a serem testadas. Aliquotas de 100 uL de cada concentracdo foram

entdo distribuidas nos pocos das placas de microdiluicéo.

4.5.2 PREPARO DOS INOCULOS

As amostras fungicas foram cultivadas em meio Agar Sabouraud Dextrose
(ASD) e incubadas por 24 horas a 37°C. Apds a incubacdo, as colénias foram suspensas em
solucdo salina estéril. A seguir, os indculos foram ajustados usando um espectrofotometro
(530 nm) para alcangar uma transmitancia de 75-77%, correspondente a 1 x 10% a 5 x 108
UFC/mL. Foram realizadas dilui¢cGes de 1:100 e subsequentemente de 1:20 do in6culo inicial
em RPMI-1640, para obter uma suspenséo final de 1 x 10° UFC/mL. Aliquotas de 100 pL
dessa suspensdo foram distribuidas em cada poco da placa de microdiluicdo, com todo o teste
sendo realizado em duplicata (CLSI, 2017). Finalmente, as placas foram incubadas a 30°C e
37°C por 24 horas, para posterior leitura e analise.

A realizagdo dos testes em duas temperaturas teve como objetivo observar a
resposta dos isolados a diferentes condicbes ambientais: Os testes performados a 30°C
buscaram simular as condi¢bes ambientais onde essas espécies sdo encontradas, como no
solo, em plantas, frutos e superficies de objetos, enquanto que os testes realizados a 37°C
foram avaliados sob uma perspectiva clinica, pois visavam replicar as condigdes enfrentadas

pelos isolados quando presentes em um hospedeiro humano.

4.5.3 DETERMINACAO DA SUSCETIBILIDADE DOS ISOLADOS

A leitura das placas foi realizada visualmente, comparando-se a quantidade de
crescimento nos pocos que continham as drogas com o pogo de controle de crescimento

(controle positivo). Neste contexto, a CIM foi determinada como a menor concentragdo do
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composto testado que inibiu 100% e 50% do crescimento do microrganismo, respectivamente,
tanto para o fluconazol quanto para o tebuconazol (CLSI, 2017).

4.6 ANALISE E REPRESENTAGAO D0OS RESULTADOS

Apdbs a conclusdo dos testes de suscetibilidade para os isolados, os dados
foram analisados e representados graficamente utilizando o software GraphPad Prism, verséo
9.00 para Windows. Na avaliacdo dos resultados, foram consideradas a CIM ou MIC50, que
corresponde a concentracdo do farmaco onde houve inibicdo de 50% do crescimento fangico.
Este parametro € utilizado para avaliar a relevancia clinica de um farmaco e auxiliar na
definicdo das concentragdes terapéuticas do antifngico testado. Também foi analisado o CIM
ou MIC90, que representa a menor concentragdo do farmaco necessaria para inibir o
crescimento de 90% das cepas testadas de um determinado microrganismo. Este € um
parametro importante para avaliar a efetividade do farmaco em uma ampla variedade de cepas
e, assim como o MIC50, determinar as melhores doses terapéuticas para tratamento.

De acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (M27-A3, 2017),
tanto isolados de C. parapsilosis quanto de C. tropicalis sdo considerados suscetiveis, para
fluconazol, quando sua CIM é igual ou inferior a 2 ug/mL, dose-dependentes quando a CIM é
de 4 pg/mL, e resistentes caso a concentracdo minima do farmaco para inibicdo do
crescimento do microrganismo seja igual ou superior a 8 pg/mL. Néao é estabelecido uma
classificacdo de diferentes perfis de resisténcia quanto a tebuconazol, entretanto a mesma
métrica foi atribuida na avaliacdo da sensibilidade dos isolados devido a auséncia de

parametros especificos para agroquimicos e similaridade de mecanismos de acgéo.

26



5. RESULTADOS

A seguir, apresentamos os resultados obtidos ao longo deste estudo, os quais
fornecem uma andlise sobre a resisténcia cruzada a azois em C. parapsilosis e C. tropicalis.
Os dados foram coletados e analisados a partir de amostras provenientes de pacientes
humanos, suinos, aves e ambientes hospitalares e veterinarios em diferentes regides do Brasil.
Destacamos aqui as principais descobertas, incluindo a distribui¢ao dos isolados, as CIMs
para fluconazol e tebuconazol, e a ocorréncia de cepas multirresistentes. Esses resultados sao
fundamentais para compreender os padrdes de resisténcia e suas implicagdes clinicas,

epidemioldgicas e para a saude publica.

5.1 Distribuigao dos Isolados coletados e testados

No total, foram coletados, identificados e testados 99 isolados, sendo 27 de C.

parapsilosis e 72 de C. tropicalis (Figura 8).

e C.parapsilosis
27.3%

e C.tropicalis
12.7%

Figura 8. Numero e propor¢io de isolados coletados de cada espécie.

Das 27 amostras de C. parapsilosis, 15 foram obtidas na Universidade Federal
da Grande Dourados, 9 na Universidade Federal do Rio Grande do Norte ¢ trés na
Universidade do Ceara (Figura 9). Quanto as amostras de C. tropicalis, um total de 72
amostras foram coletadas, sendo 23 provenientes da Universidade Federal da Grande
Dourados, 28 da Universidade Federal do Rio Grande do Norte, 14 da Universidade do Ceara
e 7 da Universidade Federal de Minas Gerais (Figura 9).

27



C.tropicalis C.parapsilosis
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Figura 9. Distribuicdo do nimero e proporcdo de isolados de C. parapsilosis e C. tropicalis coletados por cada

universidade.

5.2 CIMs pe C. parapsiLosis A 30° e 37°C

Nos ensaios conduzidos a 30°C com fluconazol e tebuconazol em isolados de
C. parapsilosis, ndo foi constatada CIMs elevados em nenhum dos isolados testados.
Entretanto, observou-se que duas cepas apresentaram resposta dose-dependente: a cepa 35/22
(UFGD), uma amostra clinica tratada com fluconazol, que exibiu uma CIM de 4 pg/mL
(Figura 10A); e a cepa CA 106, proveniente do Ndcleo Nordeste (UFRN), testada com
tebuconazol, também apresentou resultados similares (Figura 10B).
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Figura 10. Concentra¢cdes minimas de farmaco para inibigdo de 50% no crescimento de C. parapsilosis a 30°C.
A CIMs para Fluconazol. B CIMs para Tebuconazol. O MIC90 refere-se a concentragdo minima na qual houve

inibicdo do crescimento de 90% dos isolados.

Nos ensaios realizados a 37°C, as amostras CA109 e CA117, ambas de origem
ambiental hospitalar, exibiram suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol, com uma CIM
de 4 pg/mL (Figura 11A). A cepa CA106, tanto a 30°C quanto a 37°C, apresentou resisténcia
dose-dependente a tebuconazol, com CIM de 4 pg/mL (Figuras 10B e 11B). Adicionalmente,
uma cepa do Nucleo Nordeste, identificada como U574 (amostra clinica), mostrou resisténcia
a tebuconazol com uma CIM de 64 pg/mL para este agroquimico (Figura 11B).

Entre os isolados de C. parapsilosis testados, nenhum demonstrou resisténcia
simultanea aos dois azolicos; foi observada resisténcia em um unico isolado sob condicGes

experimentais especificas.
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Figura 11. Concentra¢des minimas de farmaco para inibi¢do de 50% no crescimento de C. parapsilosis a 37°C.
A CIMs para Fluconazol. B CIMs para Tebuconazol. O MIC90 refere-se a concentra¢cdo minima na qual houve

inibicdo do crescimento de 90% dos isolados.

5.3 CIMs pe C. troricaLis A 30° e 37°

Nos ensaios realizados a 30°C com fluconazol em isolados de C. tropicalis,
observou-se uma maior ocorréncia de isolados resistentes. No Nucleo Sudeste, o isolado de
origem suina A3-48, coletado pela UFMG, apresentou uma CIM para inibir 50% das células
(MIC50) de 16 pg/mL, sendo o unico classificado como resistente dentre os coletados na
regido. No Nucleo Nordeste, os isolados CA100 e CA101, ambos de pacientes e coletados
pela UFRN, exibiram resisténcia dose-dependente. O isolado U497, também de paciente, foi
caracterizado como resistente com uma CIM de 64 pug/mL. Na UFC, foram identificados oito
isolados resistentes, incluindo as cepas suinas C122 e P7P1A com CIM de 64 pg/mL, além
das cepas PH13, PH3, PH6, PH17, PH24 e PH27, todas de amostras clinicas e com resisténcia
elevada (64 pg/mL). No Ndcleo Centro-Oeste, as cepas 33/22, 53/22 e 54/22, de pacientes,
mostraram alta resisténcia com uma MIC50 de 64 pg/mL (Figura 12A).

Para tebuconazol, testado a 30°C, no Nucleo Sudeste as cepas suinas A3-31 e
A3-32 apresentaram uma CIM de 64 pg/mL. No Nucleo Nordeste, oito cepas ndo sensiveis
foram identificadas, todas de pacientes: na UFRN, as cepas H1449 e U497 com CIMs de 8

pg/mL e 64 pg/mL, respectivamente, e na UFC, trés cepas mostraram resisténcia

30



dose-dependente (PH5, PH17 e PH24), enquanto PH13, PH3 e PH27 apresentaram elevadas
CIMs de 16 pg/mL, 8 pg/mL e 8 pg/mL, respectivamente. No Nucleo Centro-Oeste, o isolado
33/22 mostrou resisténcia ao agroquimico com uma CIM de 8 pg/mL, enquanto 91/23 foi

caracterizado como dose-dependente (Figura 12B).
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Figura 12. ConcentragBes minimas de farmaco para inibi¢do de 50% no crescimento de C. tropicalis a 30°C. A
ClIMs para Fluconazol. B CIMs para Tebuconazol. O MIC90 refere-se a concentragdo minima na qual houve
inibicdo do crescimento de 90% dos isolados.

Nos ensaios conduzidos a 37°C com fluconazol, os isolados C121, C348 e
P7P1A (de origem suina), PH3, PH5, PH6, PH13, PH17, PH24 e PH27 foram classificados
como resistentes no Nucleo Nordeste. No Ndcleo Centro-Oeste, as cepas 33/22, 34/22, 47/22
e 53/22 apresentaram uma CIM de 64 pg/mL, sendo identificadas como resistentes (Figura
13A).

Para tebuconazol, na mesma temperatura, quatro isolados ndo sensiveis da
UFRN, todos de origem clinica, foram identificados: U519, U659, U493 e U497. Os isolados
U519 e U659 mostraram resisténcia dose-dependente, enquanto U493 e U497 exibiram CIMs
de 8 pg/mL e 64 pg/mL, respectivamente. Entre os isolados da UFC: P7P1A, PH3, PH13,

PH17 e PH27 mantiveram o perfil de resisténcia para tebuconazol similar ao observado para o
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azol clinico, enquanto PH5 foi caracterizado como resistente dose-dependente ao azol
agroquimico. No Ndcleo Centro-Oeste, os isolados 47/22 e 80/23, ambos coletados de
pacientes, foram classificados respectivamente como resistentes (64 pug/mL) e com resisténcia
dose-dependente (4 pg/mL) (Figura 13B).
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Figura 13. Concentracdes minimas de fArmaco para inibi¢do de 50% no crescimento de C. tropicalis a 37°C. A
ClIMs para Fluconazol. B CIMs para Tebuconazol. O MIC90 refere-se a concentragdo minima na qual houve

inibicdo do crescimento de 90% dos isolados.

5.4 OCORRENCIA DE CEPAS MULTIRRESISTENTES

Observou-se que algumas cepas de C. parapsilosis, exibiram resisténcia a
ambos os farmacos em mais de uma temperatura: No Ndcleo Centro-Oeste, as cepas 33/22 e
47122 apresentaram resisténcia tanto a tebuconazol quanto a fluconazol, sendo a primeira
resistente quando exposta a 30°C e a segunda a 37°C (Figuras 12 e 13). No Nucleo Nordeste,
as cepas P7P1A e PH17 foram resistentes a ambos os azéis a 37°C, engquanto as cepas PH13,
PH3 e PH27 mostraram resisténcia a ambos o0s azOis em todas as temperaturas testadas
(Figuras 12 e 13). Além disso, o0 isolado U497 demonstrou resisténcia aos antifingicos
az6licos a 30°C (Figura 12A, B). E relevante mencionar que, com excecio da cepa P7P1A, de
origem suina, todos os isolados resistentes aos dois azéis testados foram coletados de
pacientes.
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Como pode ser constatado, dentre os 72 isolados coletados de C. parapsilosis,
oito apresentaram perfil multirresistente, o que representa uma incidéncia de 11,11% de cepas
multirresistentes da espécie no presente estudo. A resisténcia tanto a um azol clinico quanto a
um agroquimico por essas cepas indica o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia

cruzada.
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6. DISCUSSAO

De acordo com Hof (2001), existem trés formas principais pelas quais um paciente
pode se contaminar por fungos resistentes: (1) inicialmente, a cepa infectante é sensivel ao
antifangico, mas a medida que sofre mutagdes, desenvolve resisténcia; (2) o individuo pode
abrigar uma populacdo heterogénea da cepa infectante, o que faz com que a cepa resistente
seja selecionada durante o tratamento antifngico ao longo do tempo; ou (3) o individuo pode
adquirir cepas resistentes do ambiente externo. A terceira via corresponde a uma problematica
cada vez mais frequente e com implicacdes perigosas, uma vez que a populacdo mundial
segue em crescimento, sujeitando-a cada vez mais a agricultura, que se tornou uma origem
comum para a proliferacdo de patdgenos que representam grande ameaca a salde humana.

A agricultura moderna tem sido cada vez mais dependente da aplicacdo de fungicidas
para mitigar as perdas de culturas relacionadas a fungos e garantir alimentos suficientes e de
alta qualidade. Inibidores da biossintese de esteroides tém sido a classe predominante de
fungicidas no controle de doengas fungicas e na garantia de rendimento por muitas décadas
(Jorgensen & Lise Nistrup, 2021a). Dentro deste grupo, inibidores de 14a-demetilase
mostraram-se particularmente eficazes contra uma ampla gama de patégenos fungicos. No
entanto, com o crescimento da resisténcia fngica decorrente do uso extensivo destes mesmos
agroquimicos, enfrentamos uma problematica multifacetada que abrange desafios clinicos,
econdmicos e sociais significativos (Jargensen & Lise Nistrup, 2021b). A resisténcia fungica
é¢ um fendmeno complexo, e a selecdo de cepas fungicas resistentes a azois, classe de
antifangicos de primeira linha no combate a espécies do género Candida, € um indicador
preocupante de um problema que carece de atencdo adequada em ambito global e nacional.

Considerando o aspecto geoepidemioldgico deste trabalho, nota-se uma maior
incidéncia de isolados resistentes no Nucleo Nordeste, com destaque para isolados da
Universidade Federal do Ceara: para fluconazol, mais da metade dos isolados de C. tropicalis
da UFC apresentaram resisténcia em ambas as temperaturas; houve uma alternancia entre 0s
perfis de suscetibilidade dos isolados suinos, com as cepas C121 e C122 apresentando CIMs
elevadas em temperaturas distintas, enquanto que dentre as cepas clinicas do estado, exceto
PH4 e PH5, todas apresentaram perfil de resisténcia para o farmaco nas duas temperaturas.
Ainda considerando essas mesmas cepas clinicas, quatro delas (PH3, PH13, PH17 e PH27)
também apresentaram elevadas CIMs para tebuconazol, o que abre uma discussdo sobre a

origem dessa resisténcia, tornando possivel o cenario em que esses isolados, apresentando
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mutacBes de resisténcia, tenham sido selecionados no ambiente devido & exposicdo a
agroquimicos azélicos, tendo posteriormente se proliferado e infectado hospedeiros humanos.
Essa presenca de cepas multirresistentes levanta preocupac6es sobre 0s mecanismos genéticos
subjacentes e a possivel transferéncia horizontal de genes de resisténcia nesse processo.

Para tebuconazol, houve uma menor incidéncia de isolados resistentes comparando-se
com fluconazol, novamente com a maioria deles se concentrando no Nucleo Nordeste,
especialmente isolados da UFC. Também deve ser observada a mudanca no perfil de
suscetibilidade de acordo com a temperatura, havendo uma maior incidéncia de CIM >
8ug/mL dentre os isolados da UFC em testes realizados a 37°C, enguanto que com 0S
isolados A3-31 e A3-32, ambos da UFMG, CIMs extremamente elevados foram observados
em testes conduzidos a 30°C, o que ndo se repetiu a 37°C. Esses resultados podem indicar
mutacdes genéticas do microrganismo relacionadas a sua capacidade de induzir resisténcia em
resposta a temperatura, sendo esta uma caracteristica ja observada em espécies de
Cryptococcus (Bastos et al., 2019).

Quanto aos resultados dos testes com C. parapsilosis, € de se notar que para o
agroguimico testado, somente no Nucleo Nordeste, mais especificamente na regido do Rio
Grande do Norte, foram observados isolados com perfil ndo sensivel (CIM > 4ug/mL), o que
levanta questbes importantes sobre a possivel origem e disseminacdo dessa resisténcia na
regido: existe alguma diferenca na aplicacdo de protocolos de controle para fitopatdgenos na
regido que estariam gerando uma pressao seletiva para agroguimicos azélicos. Ou talvez, de
que forma as caracteristicas ambientais do estado estariam influenciando no desenvolvimento
de mecanismos de resisténcia a agroquimicos azolicos.

Essa maior incidéncia de perfis ndo sensiveis também se refletiu, em menor medida,
para testes realizados com fluconazol, principalmente considerando que o nimero de isolados
do Rio Grande do Norte correspondia a pouco mais da metade dos isolados do Mato Grosso
do Sul, mas apresentaram o dobro de isolados com perfil de suscetibilidade dose-dependente.
Outra questdo a ser debatida a partir desses dados € como as praticas de controle de infeccéo
nos hospitais do Nucleo Nordeste estariam influenciando esse indice, visto que todas as cepas
de C. parapsilosis fora do perfil suscetivel sdo clinicas ou ambientais hospitalares; fatores
como a higienizagdo das méos, o uso de EPIs, a limpeza e desinfeccdo dos ambientes
hospitalares e a gestdo de antimicrobianos podem estar influenciando a disseminagdo de
microrganismos resistentes.

Dentro do género Candida, C. tropicalis e C. parapsilosis se destacam como espécies

ndo-albicans de maior relevancia clinica e epidemioldgica. Ambas sdo frequentemente
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classificadas como o segundo e terceiros agentes etiologicos mais comuns de candidemia,
alternando-se nessas posic¢des de frequéncia conforme a regido geogréfica e a faixa etaria dos
pacientes (Zuza-Alves et al., 2017b; Daneshnia et al., 2023c). C. tropicalis, além da sua
presenca no organismo de diversos animais, também € prevalente em solos enriquecidos
organicamente e em ambientes aquéaticos (Vogel et al., 2007). Apresenta como fatores de
viruléncia a forte produgdo de biofilme, a mais eficiente dentre os isolados sanguineos de
espécies nao-albicans (Pannanusorn et al., 2013), extrema aderéncia a células epiteliais e
endoteliais (Marcos-Zambrano et al., 2014) e a capacidade de formacdo de hifas verdadeiras e
pseudohifas. C. parapsilosis, por sua vez, é um tipo de fungo comumente encontrado na pele,
mucosas e trato gastrointestinal, além de uma variedade de locais no ambiente externo, seja
no ar ou em superficies (Sabino et al., 2011). A espécie apresenta uma alta capacidade de
proliferacdo, especialmente em ambientes hospitalares. Os surtos causados pela espécie, cada
vez mais frequentes desde 2018, sdo causados principalmente por solucdes intravenosas
contaminadas ou pela transmissdo horizontal do ambiente para as méos dos profissionais de
salide e, em seguida, para os pacientes (Qi et al., 2018).

Embora o desenvolvimento de resisténcia seja um processo intrincado que demanda
tempo para se concretizar, dados extensivos revelaram que os azois exercem uma forte
pressao seletiva sobre a populacdo fungica na selecdo de cepas resistentes. De acordo com
dados do Programa de Vigilancia Antifingica SENTRY, a resisténcia de C. tropicalis ao
fluconazol varia de 2,5% a 4,9% em todo o mundo, com taxas mais altas relatadas na regido
Asia-Pacifico (9,2%), enquanto a ocorréncia de isolados resistentes de C. parapsilosis se deu
com maior frequéncia no continente europeu (4,9%) (Pfaller et al., 2019). Considerando a
relacdo entre o uso de azdis clinicos e agroquimicos na resisténcia flngica, essas regides, de
modo ndo surpreendente, também lideram o consumo de fungicidas azélicos no mundo,
adquirindo 71% de todo o volume global de azois utilizados na agricultura (Jargensen & Lise
Nistrup, 2021c). Similarmente aos dados do SENTRY, os resultados deste estudo atual
corroboram a expectativa de maior incidéncia de perfis de resisténcia em C. tropicalis, ja
relatada em estudos anteriores, como o de Pfaller et al. (2010b), que confirmaram uma maior
tendéncia ao desenvolvimento dessa caracteristica quando comparada a outras espécies de
Candida.

Além dos crescentes registros de infeccdo, a resisténcia em C. tropicalis e C.
parapsilosis tem ganhado cada vez mais relevancia, uma vez que cepas resistentes dessas
espécies tém sido implicadas em infecgdes persistentes ou recorrentes (Alvarez-Pérez et al.,

2016b; Shin et al., 2001), assim como em infec¢des avancadas (Chong et al., 2012b; Kabbara
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et al.,, 2008). As infeccGes causadas por ambas as espécies ocorrem principalmente em
pacientes internados em unidades de terapia intensiva e em populacbes especificas, como
neonatos, individuos transplantados, pacientes HIV positivo, imunocomprometidos e pessoas
com COVID-19 (Pienthong et al., 2023).

Embora os patdgenos resistentes a medicamentos geralmente apresentem mutacfes em
genes envolvidos em processos celulares essenciais, isolados resistentes nem sempre incorrem
em um custo de adaptacdo. Em outras palavras, as transformacfes fisio-metabolicas
decorrentes do desenvolvimento de mecanismos de resisténcia ndo comprometem
necessariamente a capacidade de proliferacdo do fungo. Por vezes, isolados resistentes ao
fluconazol podem ter uma aptiddo similar ou até superior a de seus equivalentes suscetiveis
(Daneshnia et al., 2023d).

Vandeputte et al. (2005) investigaram 0s mecanismos envolvidos na resisténcia aos
azois em uma cepa clinica de C. tropicalis (CIM para fluconazol >256 pg/mL) ¢ relataram
que a resisténcia estava associada a superexpressao e mutacdo do gene ERG11, gerando a
substitui¢do de tirosina por fenilalanina (Y 132F) na enzima lanosterol 14a-demetilase, o que
reduz a afinidade entre azoéis e seu alvo. Cepas de C. parapsilosis portadoras da mutacéao
ERG11Y132F, além da prevista resisténcia aos azois ja relatada em C. tropicalis, também
apresentam taxas de mortalidade de seus hospedeiros significativamente mais altas do que as
de individuos infectados por outras cepas (Choi et al., 2018; Arastehfar et al., 2020a;
Arastehfar et al., 2021a). Também cabe mencionar que a maioria dos isolados de C.
parapsilosis resistentes ao fluconazol sdo recuperados de pacientes ndo expostos a azois
(Arastehfar et al., 2020b; Arastehfar et al., 2021b). Essas observacfes sugerem que cepas
resistentes ao fluconazol podem prosperar na auséncia de exposi¢do a azoéis. Portanto, a
restricdo do uso de azdis pode ndo ser suficiente para minimizar a disseminacdo de cepas
resistentes ao fluconazol em ambientes de saude. Isso eleva a necessidade de compreensao do
desenvolvimento dos mecanismos de resisténcia em fungos e a determinacdo da
reversibilidade das mutacdes associadas a essa resisténcia, principalmente levando em conta
gue a resisténcia a uma variedade de antifingicos depende de multiplos fatores, como as
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas do composto, area de atividade e seu

modo de a¢do no organismo (Kaur et al., 2021).
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7. CONCLUSAO

O presente estudo identificou isolados de C. parapsilosis e C. tropicalis com
perfis de resisténcia tanto ao fluconazol (um azol de uso clinico) quanto ao tebuconazol (um
defensivo agricola), sendo ambas consideradas duas das espécies de Candida néo-albicans
mais frequentes em quadros de infeccdo fungica pelo género. O tema abordado ganha
relevancia devido a ampla utilizagdo desses agentes, considerados eficazes contra espécies de
Candida e tidos como primeira linha de defesa contra tais agentes oportunistas.

A andlise das amostras evidenciou que algumas cepas das espécies abordadas
apresentaram resisténcia ao fluconazol, outras ao tebuconazol, e, no caso de algumas cepas de
C. tropicalis, a ambas os antifingicos, o que sugere resisténcia-cruzada, um dado preocupante
visto ser um elemento comprometedor para eficicia dos tratamentos e opc¢des terapéuticas
disponiveis.

Os resultados deste estudo enfatizam a necessidade continua de vigilancia da
resisténcia antifungica, bem como a importancia da pesquisa e do desenvolvimento de novos
agentes antifngicos ou combinagdes terapéuticas que possam superar 0S mecanismos de

resisténcia emergentes, garantindo assim melhores resultados clinicos para 0s pacientes.
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