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AGUA DO ARROIO DILUVIO DE PORTO ALEGRE. !
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RESUMO

O Arroio Diluvio € um dos principais cursos d’agua de Porto Alegre possuindo
17.605m de extensdo com a sua nascente localizada na cidade de Viaméao e o
seu desague junto ao Lago Guaiba. Ao longo do seu percurso o Arroio Diluvio
recebe diversos dejetos oriundos de esgoto pluvial, doméstico e hospitalar,
favorecendo o crescimento de uma popula¢do microbiana diversificada, com a
possivel presenca de microrganismos resistentes a antimicrobianos que podem
comprometer a qualidade de vida da populacédo. O objetivo do presente estudo
foi avaliar a presenca de leveduras oportunistas em amostras de agua
coletadas proximo a hospitais localizados ao longo do Arroio Dilavio, buscando
verificar a presenca de fatores de viruléncia e resisténcia aos antifangicos
comumente utilizados nos tratamentos de micoses. As coletas ocorreram em
trés pontos em duas estacdes do ano. As amostras coletadas foram isoladas e
semeadas em diferentes meios de cultura seletivos para leveduras. Para a
verificacdo dos fatores de viruléncia foram realizados métodos de crescimento
a 37°C e meios de cultura para atividade de fosfolipase e proteinase. Para a
caracterizacdo de resisténcia, foram realizados métodos de fungigrama e
concentracgdo inibitéria minima (CIM) utilizando diferentes antifingicos. Apos os
ensaios preliminares foi observado a predominancia de leveduras pertencente
ao filo Ascomycota. Aproximadamente 25% dos isolados inicialmente
selecionados apresentaram um potencial de leveduras oportunista. No ensaio
de fungigrama foi observado resisténcia dos isolados ao fluconazol e
voriconazol, enquanto que no CIM ao fluconazol e itraconazol. Somente trés
isolados apresentaram resisténcia ao fluconazol em ambos os ensaios.

Dissertacdo de Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente Microbiologia do
Ambiente, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brasil. (82 p.) Marcgo, 2014.



OCCURRENCE OF OPPORTUNISTIC YEASTS IN WATER SAMPLES FROM
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ABSTRACT

The Diluvio Stream is one of the main watercourses in Porto Alegre, with
17.605m large with its headwaters located in the Viamao city and the outlet in
the Guaiba lake. Throughout its course the Dilivio Stream receives a high
concentration of waste that comes with the rain, household and hospital
sewage, promoting in this way the microbial growth of a diverse population, with
the possible presence of microorganisms resistant that can compromise the
quality of population life. The aim of this study was to evaluate the presence of
opportunistic yeast in water samples collected near hospitals located along the
Diluvio Stream, to verify the presence of virulence factors and resistance to
antifungal drugs commonly used in the treatment of fungal infections. Sampling
occurred at three points in winter and summer time. The samples were isolated
on different selective culture media for yeasts. To verify the virulence factors,
the growth at 37°C and activity for phospholipase and proteinase were
performed. To characterize the resistance, two methods were performed, the
fungigrama and minimum inhibitory concentration (MIC) for different antifungal
agents. After preliminary tests the prevalence of yeasts belonging to the phylum
Ascomycota was observed. Approximately 25% of the initially selected isolates
presented a potential to be opportunistic yeasts. In the fungigrama test was
observed a resistance to fluconazole and voriconazole, while in the MIC against
fluconazole and itraconazole. Only tree isolates were resistant to fluconazole in
both trials.

"Master of Science dissertation in Environmental, Instituto de Ciéncias Basicas da
Saude, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, RS, Brazil. (82 p.)
March, 2014.
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1- INTRODUCAO

A agua é um recurso natural essencial a vida humana na terra. A
importancia deste recurso aumenta com o passar dos anos, atraves do
crescimento gradativo do consumo e disponibilidade da &gua, que estd cada
vez mais ameacada. Apenas 3% da agua disponivel no mundo é doce, e

somente uma pequena parte € destinada as atividades humanas.

A contaminacdo das aguas disponiveis para consumo representa um
risco para a saude publica, uma vez que a veiculacdo de doencas por utilizacdo
destas aguas contaminadas é uma das grandes causas de internacdes
hospitalares. A falta de saneamento basico e a propagacdo de poluentes em
lagos, rios e arroios, sdo o0s principais fatores que contribuem para a
propagacdo de micro-organismos oportunistas e patogénicos que podem ser

um risco a saude da populacdo. A presenca de bactérias altamente resistentes,



virus capazes de causar gastrenterites severas e leveduras oportunistas

demonstram a propagacao destes microrganismos em ambientes aquaticos.

As leveduras sdo um grupo grande, diverso e amplamente
distribuido no ambiente. S&o consideradas em sua grande maioria comensais,
e estdo presentes no ambiente, na microbiota de humanos e animais. Algumas
destas leveduras sao consideradas oportunistas, pois sdo capazes de
ocasionar micoses, alergias e outras complicagcbes a saude dos seres
humanos. As leveduras pertencentes ao género Candida sdo em sua grande
maioria comensais, porém algumas espécies sdo consideradas oportunistas e
encontradas facilmente no ambiente. Atualmente, ha uma preocupacédo
crescente na veiculacdo de Candida sp., pelo aumento significativo de doencas
relacionadas a estes organismos e pelo aumento de resisténcia aos

medicamentos hoje utilizados nos tratamentos na clinica humana.

7

O Arroio Dilavio, localizado na cidade de Porto Alegre, é um dos
principais efluentes desta regido. Ao longo do seu trajeto entra em contato com
diversos tipos de residuos de origem industrial, doméstica e agricola.
Anualmente cerca de 50 mil metros cubicos de lixo e terra sdo depositados no
Arroio Dilavio, comprometendo a qualidade da agua do arroio. Com isso, a
populagdo microbiana presente nas &aguas do Arroio Dildvio pode ser
determinante para o desenvolvimento da populagdo. A presenca de bactérias
patogénicas resistentes no Arroio Dilivio ja foi previamente descrita em
diferentes trabalhos, sendo assim comprovada a importancia dos estudos que

avaliem a microbiota local no que se refere as leveduras.
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No ambiente aquatico, a maioria das investigacbes sobre
resisténcia a antimicrobianos € destinada a presenca de bactérias por estas
serem as maiores causadoras de surtos de doencas de veiculacdo hidrica.
Portanto, este trabalho se justifica pela importancia social e econdmica do
Arroio Dilavio para a populacdo de Porto Alegre, sendo importante a
identificacdo de leveduras oportunistas e resistentes que possam estar

presentes nestes locais.

1.1 Objetivo Geral
Avaliar a presengca de leveduras oportunistas presentes em

amostras de agua coletadas ao longo percurso do Arroio Dilavio.

1.2 Objetivos Especificos
a) Isolar leveduras presentes em amostras de agua coletadas em

diferentes pontos do Arroio Dilivio, em dois periodos distintos do ano.

b) Determinar a presenca de leveduras pertencentes ao filo

Ascomycota,

c) Avaliar a capacidade de termotolerancia a 37°C e verificar a
presenca de fatores de viruléncia pela atividade das enzimas hidroliticas,

fosfolipase e proteinase nos isolados.

c) Verificar o padrdo de suscetibilidade das leveduras por

fungigrama e concentracéo inibitéria minima frente a diferentes antifungicos.



2- REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Agua

A agua existente na terra € heterogénea e constante variando a
forma de armazenamento e o estado em que é encontrada. Segundo a
Organizacao das Nacbes Unidas (2014), 97,5% da agua encontrada no mundo
estd nos oceanos na forma de agua salgada, enquanto que somente 2,5% da
agua mundial € doce. A maior parte de agua doce esta armazenada em
geleiras e lencois subterraneos, e somente uma pequena quantidade é de facil

acesso e disponivel na forma de rios e lagos (Oki & Kanae, 2006).

A agua é de importancia vital para o desenvolvimento populacional e
ambiental e, portanto a preservacao, qualidade e disponibilidade deste recurso
natural € indispensavel. Segundo Bertoldo et al. (2004), a quantidade e a
qualidade da agua disponivel para diversos usos sdo fundamentais para o
desenvolvimento econdémico e social de uma cidade. Entretanto, o impacto da

urbanizacdo é um fator determinante na perda da qualidade e degradacéo dos
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recursos hidricos disponiveis nos grandes centros urbanos (Vieira et al., 2006;

Silveira, 2000).

Na distribuicdo mundial de agua o Brasil € considerado um dos
paises com a mais extensa area de agua doce, com 12% da agua doce
disponivel no planeta e o maior fluxo interno de recursos hidricos do mundo

(Jordéao et al., 2007; Noronha et al., 2006; Tundisi, 2008;).

Devido ao aumento de diferentes fontes contaminantes despejadas
em recursos hidricos se faz necessario o monitoramento constante das fontes
naturais de agua. Sendo assim, para que se possa garantir a qualidade da
agua e prevenir danos que comprometam o equilibrio dos ambientes aquéticos

e vida dos seres vivos (Jordao et al., 2007; Theron & Cloete, 2002).

2.2 Qualidade da Agua

O rapido desenvolvimento humano, industrial e agricola produzem
diversos residuos que comprometem a qualidade e aceleram a contaminacao
dos recursos hidricos disponiveis originando um dos principais problemas
ambientais enfrentados atualmente (Vieira et al., 2006; Medeiros et al., 2012;
Schwarzenbach, et al., 2006; UNWATER, 2010). A escassez das fontes de
agua doce projetado aos desafios urbanos determinam a necessidade de
propor medidas ambientais e socioeducativas que auxiliem na melhoria dos
mananciais hidricos superficiais e subterraneos (Nascimento & Naime, 2009).
Segundo Blume et al. (2010), a qualidade de vida da populagdo esta
diretamente relacionada com a disponibilidade e qualidade da agua oferecida.

Com isso, o desafio de fornecer agua de qualidade, sem a presenca de

5



contaminantes para as areas urbanas toma uma proporcao global, que desafia
constantemente as redes de distribuicdo hidrica dos grandes centros urbanos

(McDonald, et al., 2011; Meisen et al., 2011).

Os ecossistemas e a populagédo em geral, séo ambos dependentes
da agua de rios e lagos, que além de ser escassa, estd sendo ameacada por
descarte imprudente de residuos industriais e de esgoto domeéstico (Jordao et
al., 2007). Essas praticas dificultam a recuperacao da qualidade da agua para a
reutilizacdo nas necessidades ambientais e humanas (Pontara et al., 2011,

Jordao et al., 2007).

Segundo a Organizacdo das Nacdes Unidas (2010), a cada dez
pessoas no mundo, uma ndo possui acesso a agua potavel, além disso, cerca
de 2.5 bilhdes de habitantes ndo possuem acesso ao saneamento basico.
Cerca de 80% do esgoto gerado em paises em desenvolvimento sdo
depositados diretamente em corpos d’agua, expondo a populacdo a doencas

de veiculacdo hidrica (UNWATER, 2014; Pereira et al., 2009).

As infeccdes que podem ser transmitidas resultantes da
contaminagcdo de recursos hidricos colocam comunidades inteiras em risco
sendo as gastroenterites as doencas microbianas mais comuns associadas a
transmissao por veiculacao hidrica (Theron & Cloete, 2002). Cerca de 88% das
mortes causadas por diarreia no mundo, afetando principalmente as criangas
de até 5 anos, sdo consequéncia da falta de saneamento basico e ma

distribuicdo de agua doce (UNWATER, 2014).



No Brasil, estima-se que 87% da populacao brasileira morem em
areas urbanas e, destas, aproximadamente 13% n&o possuem acesso a
saneamento basico. Nas areas rurais, somente 44% da populacdo possui
acesso a saneamento basico. Além disso, 52% dos brasileiros ndo possuem
coleta de esgoto e somente 38% do esgoto que é coletado é tratado
corretamente (ONUBR, 2014). A falta de saneamento basico ocasiona um
elevado custo para a saude publica no Brasil e gerou no ano de 2011

aproximadamente 400 mil casos de diarreia em todo o pais (ONUBR, 2014).

A constante poluicdo dos recursos hidricos faz com que o sistema
de abastecimento e distribuicdo de agua potavel tenha que garantir a auséncia
de patdgenos capazes de comprometer a saude da populacao (Pereira et al.,
2009). Para isso, sédo utilizados métodos de avaliacdo da qualidade microbiana

da agua, padronizados pela de American Public Health Association — (APHA).

Na analise microbioldgica, os indicadores de qualidade da agua mais
utilizados mundialmente sdo baseados na presenca de coliformes totais e
fecais, que indicam a presenca de poluicao fecal oriundas de fezes humanas e
de outros animais de sangue quente (Vasconcellos, 2006). A determinacao da
presenca e da origem da contaminacdo fecal € um fator determinante no
manejo e controle de qualidade das fontes de agua, possibilitando a
identificacdo das fontes poluidoras das &guas superficiais (Vilanova et al.,

2002).

Devido a importancia que a agua exerce sobre o desenvolvimento

humano, econémico e ambiental, o0 monitoramento e fiscalizacdo da presenca
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de contaminantes nas aguas superficiais se faz necessario, visando a
prevencado de futuras doencas e evitando assim, a degradacdo dos recursos

ambientais existentes (Oki & Kanae, 2005; Schwarzenbach, et al., 2006).

2.3 Arroio Diluvio

A bacia hidrogréafica do Arroio Diluvio é a mais importante da regido
metropolitana de Porto Alegre devido a sua contribuicdo econdmica e social a
cidade (Moreira, 2008). Em Porto Alegre sdo delimitadas 27 sub-bacias
hidrograficas, sendo o Arroio Dilavio o curso fluvial responsavel por escoar as

aguas de uma vasta area.

O curso principal do Arroio DilGvio possui 17.605 m de extenséo e
sua nascente encontra-se no interior do Parque Saint’ Hilaire, localizado na
divisa dos municipios de Porto Alegre e Viamao (Basso et al., 2011). O Arroio
recebe varios afluentes como os arroios Mato Grosso, Moinho, Cascatinha,
Aguas Mortas entre outros afluentes que acabaram desaparecendo sob a
cidade (DEP, 2013). Além disso, o Arroio abastece a Barragem Lomba do
Sabao, com seu desague junto ao Lago Guaiba, entre os parques Marinha do

Brasil e Mauricio Sirotsky Sobrinho (Harmonia) (Menegat, 2006).

Ao longo da sua histéria, o Arroio Dilvio, antes chamado de Arroio
Jacarei, devido a presenca de jacarés na enseada da Rua Praia de Belas,
sofreu diversas modificagcdes quanto ao seu curso, entorno e manejo (Pereira,
1995; Brandao & Kindel, 2010). Antigamente, o Arroio Dilavio desaguava na

Ponta da Cadeia, ao lado da Usina do Gasémetro, passando antes sob a Ponte



de Pedra, que ligava os bairros a zona sul, e esta localizada no atual Largo dos

Acorianos (DEP, 2014; Devos et al., 2010).

Na primeira metade do século XX, iniciou-se a canaliza¢do do Arroio
Dilavio e alteracé@o da sua foz, com o objetivo de evitar as constantes cheias no
periodo de chuvas, comprometendo diversas areas da cidade de Porto Alegre
(Devos et al, 2010). Atualmente a area canalizada do Arroio é de
aproximadamente 12 km, com 17 pontes ao longo do seu percurso percorrendo

10 bairros altamente urbanizados (Moreira, 2008; DEP, 2014).

Segundo o Departamento de Esgotos Pluviais (2014) de Porto
Alegre, o Arroio Dilivio recebe anualmente cerca de 50.000 m? de terra e lixo
em suas aguas ao longo do seu curso na Avenida Ipiranga, além de carregar o
esgoto cloacal de trés bairros para o lago Guaiba. Isso implica na necessidade
de limpeza e dragagem constante do Arroio. Sendo assim, desde outubro de
2006 a dragagem permanente do Arroio Dilavio é realizada, e cerca de 300,5
mil toneladas de material e entulho ja foram retirados do leito e da foz do Arroio

(DEP, 2014).

Segundo Campana & Tucci (2001), o Arroio Dilavio € um exemplo de
curso d'agua, pois devido a sua largura e pequena profundidade, durante a
estiagem, h&a a deposicao de sedimentos no canal de toda a bacia, o que reduz
a capacidade de escoamento durante as enchentes. Sendo assim, quando
ocorre uma grande precipitacdo, o Arroio Dilavio fica mais suscetivel a

alagamentos e inundagfes nas areas do seu entorno (Moreira, 2008).



A deterioracdo das aguas do Arroio Diluvio, seja pela presenca de
sedimentos, lixo e outros contaminantes prejudica gravemente a biota local
influenciando uma vasta area ambiental e comprometendo a qualidade da agua

do Arroio (Silveira, 2000; Moreira, 2008; Devos, et al., 2010).

2.4. Leveduras em Agua Doce

A maior preocupacédo para os consumidores de agua doce refere-se
a gqualidade da &gua que esta sendo distribuida para consumo, quanto a
contaminagcdo de microrganismos patogénicos (Hageskal et al., 2009). A
possivel transmissdo de infeccbes que podem ser oriundas da agua
contaminada colocam comunidades inteiras em risco e ressaltam o alerta para
o tratamento adequado desta (Pereira et al., 2009; Theron & Cloete, 2002;

Yamaguchi et al., 2007).

O monitoramento da qualidade da agua é feita pelos indicadores
coliformes totais e fecais. Entretanto, esses indicadores estdo comec¢ando a se
mostrar ineficientes, pois alguns microrganismos potencialmente prejudiciais a

saude ndo séo detectados (Theron & Cloete, 2002).

Segundo Hagler (2006), uma alternativa que pode ser utilizada para
assegurar a qualidade da agua é a utilizacédo de leveduras associadas a fezes
de animais de sangue quente que indicam a contaminacdo por esgoto
doméstico, e podem ser um complemento aos ensaios de coliformes totais e
fecais. Ainda segundo o autor, é surpreendente como pouco uso foi feito das
leveduras como indicadores ambientais de qualidade, uma vez que apresentam

uma vasta distribui¢cdo, sdo de facil cultivo e a quantidade de leveduras que ja
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foi estudada no ambiente. Outro fator importante € que as leveduras podem ser
mais resistentes a fatores abidticos e biéticos em agua doce, e juntamente com
os coliformes auxiliariam para indicar a qualidade ambiental de ecossistemas

aguaticos (Brandao et al., 2010).

As leveduras sdo amplamente distribuidas no ambiente, porém néo
uniformemente e diferentes habitats tendem a abrigar comunidades de
leveduras distintas. Portanto, é possivel evidenciar diferenca na presenca de
leveduras em agua doce livre de poluicdo e aguas contaminadas (Medeiros et
al., 2008). Segundo Woollet & Hedrick (1970), aguas poluidas possuem um
aumento nas comunidades de leveduras. Sendo assim, quando ha a
contaminacdo oriunda de dejetos humanos, hd a presenca de leveduras
associadas a animais de sangue quente, que em sua maioria incluem espécies

de leveduras fermentativas (Hagler, 2006).

Alguns estudos avaliaram a presenca de leveduras em amostras de
agua coletadas em rios e lagos e associaram a capacidade de crescimento a
37°C com a presenca de indicadores fecais. Além disso, foi possivel verificar
uma correlacdo entre os parametros utilizados com a presenca de poluicao
fecal, provavelmente de origem doméstica e urbana, comprovando assim a
possivel utilizacdo de leveduras como indicadores de qualidade da agua
(Coelho et al., 2010; de Almeida et al., 2005; Brand&o et al., 2010). Entretanto,
Pontara et. al (2011), evidenciou a auséncia de coliformes totais e fecais e a
presenca de leveduras e fungos filamentosos oportunistas em amostras de
agua mineral coletadas no estado de S&o Paulo. Segundo o autor, €
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necessaria uma reavaliacdo do critério utilizado para analisar a microbiota
presente na agua mineral, pois nem sempre os indicadores de coliformes séo
capazes de demonstrar a auséncia de microrganismos potencialmente
prejudiciais. Além disso, estas aguas podem ser consideradas como possiveis
vias de transmissao de fungos filamentosos e leveduras, e podem constituir um
potencial risco para a saude da populacédo, principalmente para os individuos

com imunidade comprometida (Yamaguchi et al., 2007).

Diversos estudos ja evidenciaram a ocorréncia e identificacdo de
leveduras em agua potavel, &gua mineral engarrafada, 4gua de torneira, agua
de rios e lagos e em sistemas de distribuicdo de agua e ressaltam a
importéncia de se conhecer a diversidade ambiental desses microrganismos
(Kanzler et al., 2008; Medeiros et al., 2008; Brandéao et al., 2010; Yang, et al.,
2011; Pontara et al.,, 2011; Coelho et al.,, 2010; Ishida et al.,, 2013). A
capacidade de adaptacdo demonstrada por leveduras permitiram sua presenca
em todos os habitats aquaticos, com diferencas nas comunidades impostas
pelas condicdes fisicas e quimicas de cada ambiente (Boguslawska-was &

Dabrowski, 2001).

No Brasil, trabalhos analisaram amostras de agua oriundas de rios,
lagos, garrafas de agua mineral e de agua de torneira, e evidenciaram a
crescente contaminacdo de origem industrial, doméstica e agricola das fontes
analisadas, com o isolamento de leveduras oportunistas, em alguns casos com
resisténcia a antifungicos (Medeiros et al., 2008; Brandao et al., 2010; Medeiros

et al.,, 2012; Yamaguchi et al., 2007; Pontara et al., 2011). Além disso,
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enfatizam a importancia do conhecimento da microbiota dos ambientes
aguaticos, a diversidade de leveduras encontradas e a preocupacdo com a
veiculagcdo de microrganismos potencialmente patogénicos (Medeiros et al.,
2012; Yamaguchi et al., 2007; Pontara et al., 2011). Segundo Hageskal (2009),
€ importante conhecer a diversidade de fungos e leveduras presentes nas
diferentes fontes de agua disponiveis, pois esses microrganismos podem
auxiliar na deteccdo da qualidade da agua. Portanto, estes microrganismos
podem ser capazes de comprometer a saude da populacao, alterar o odor e 0
gosto das aguas de consumo, além da capacidade de formar biofilme que

resulta em uma aderéncia e resisténcia aos tratamentos de agua utilizados.

O aumento de individuos com a imunidade comprometida facilita a
disseminacdo e o aumento do niumero de doencas de origem fungica. Com
Isso, diversos estudos realizados vem avaliando a presencga de microrganismos
oportunistas em diferentes ambientes como banheiros publicos, em diferentes
tipos de solos, em diferentes fontes de agua doce, em ambientes marinhos etc.
(Pires-Goncalves et al., 2008; Medeiros et al., 2008; Maciel et al.,, 2013;
Gerhardts et al.,, 2012). Para os trabalhos que observaram a presenca de
leveduras oportunistas em amostras de &agua doce, foi constatado uma
crescente resisténcia aos antifGngicos comumente utilizados na pratica clinica.
(Medeiros et al., 2008; Medeiros et al., 2012; Pontara et al., 2011). Segundo
Hagler (2006), leveduras do género Candida, especialmente Candida albicans,

estdo associadas a contaminacdo com o0s ambientes aquaticos, sendo C.
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parapsilosis isolada frequentemente de aguas com altos indices de polui¢éo

fecal.

Embora ndo seja um problema epidemiolégico grave se comparado
a presenca de bactérias, virus e parasitas em amostras de 4gua, a presenca de
possiveis leveduras oportunistas, juntamente com a capacidade de resisténcia
a antifingicos e sobrevivéncia em habitats aquaticos deve ser monitorada pois

podem comprometer a salude da populacéo.

2.4.1 Género Candida

O género Candida pertence ao Reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Saccharomycetes e ordem Saccharomycetales (NCBI Taxonomy, 2011). Este
género compreende mais de 150 espécies, entretanto uma pequena minoria €
causadora de candidiase em humanos (Silva et al.,, 2012; Lim et al., 2012;

Bondaryk et al., 2013).

As leveduras do género Candida estéo distribuidas amplamente em
diversos ecossistemas, sendo isolados de solos, rios, mares, alimentos e
vivendo como comensais na pele, trato gastrointestinal e urinaria de humanos
(Miceli et al., 2011; Lim et al., 2012). O género Candida € composto por um
grupo heterogéneo de organismos, e mais de 17 espécies diferentes sao
conhecidas por causarem infeccées em humanos (Sardi et al., 2013). Destas
as principais espécies de interesse clinico sdo Candida albicans, Candida
glabrata, Candida parapsilosis, Candida krusei e Candida tropicalis (Silva et al.,

2012; Barbedo & Sgarbi, 2010).

14



As espécies de interesse clinico sdo consideradas comensais,
entretanto podem ser consideradas patdégenos oportunistas, que possuem a
habilidade de causar infeccbes superficiais e sistémicas devido a presenca de
fatores proprios de viruléncia e fatores predisponentes do hospedeiro (Huang &
Kao, 2012; Miceli et al., 2011). Em ordem de estabelecer infeccdo no
hospedeiro, as leveduras oportunistas do género Candida dependem de fatores
de viruléncia tais como: a aderéncia as células do hospedeiro pela presenca de
adesinas, formacéo de biofilme no tecido alvo, a capacidade de crescimento a
37°C, formacédo de hifas e pseudohifas dificultando a fagocitose e facilitando a
fixacdo nos epitélios, e a producdo de enzimas hidroliticas capazes de causar

danos teciduais ao hospedeiro (Silva et al., 2012; Sardi et al., 2013).

As principais enzimas hidroliticas encontradas em Candida séo as
fosfolipases e proteinases. As fosfolipases sédo capazes de hidrolizar os
fosfoglicerideos provocando danos no tecido do hospedeiro, ruptura das
membranas das células epiteliais, promovendo a lise celular. As proteinases
degradam as substancias presentes na pele e mucosa (coladgeno, queratina e
mucina) do hospedeiro, bem como o0s componentes imunes (citocinas,
anticorpos e complemento) favorecendo a penetracdo tecidual (Mohan &Ballal,

2008; Ballal & Vinitha, 2009; Mattei et al., 2013).

Candida albicans é a espécie de interesse clinico mais isolada,
sendo comensal e patdogeno causando doenca em humanos (Silva et al., 2012;
Bondaryk et al., 2013). Entretanto, nos ultimos anos, o numero de infecgbes
ocasionadas por espécies de Candida néo-albicans estdo se tornando mais
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frenquentes (Negri et al., 2012; Krcmery & Barnes, 2002). A prevaléncia de
espécies nao-albicans ocasionando candidiase em pacientes hospitalares vem
sendo descrita por diversos autores (Antunes et al., 2004; Furlaneto et al.,
2011; Hinrichsen et al., 2009; Pfaller et al., 2001). No estudo realizado por
Hinrichsen et al. (2009), em dois hospitais da cidade de Recife, os autores
observaram a prevaléncia no nimero de espécies ndo-albicans isoladas de
pacientes com candidiase, sendo C. tropicalis, C. parapsilosis, C. glabrata, C.

krusei e C. guillermondii as espécies encontradas.

Segundo Silva et al. (2012), o aumento do envolvimento de espécies
nao-albicans em candidiase pode estar relacionado com o avanco nos métodos
diagnoésticos, como a utlizagdo de meios de cultura especificos para
diferenciacdo das espécies, bem como com o0 avan¢o nas técnicas moleculares
para identificacdo do diagndstico de rotina das infec¢des fungicas. Entretanto, o
aumento da incidéncia de leveduras nao-albicans pode estar relacionado com o
surgimento de resisténcia a certos medicamentos antifungicos que séo
sensiveis para C. albicans, com a versatilidade de adaptacdo em diferentes
habitats e a variacdo das espécies isoladas dependendo da regido geografica e

o grupo de pacientes coletados (Miceli et al., 2011; Silva et al., 2012).

Sendo assim, 0 monitoramento constante do comportamento das
espécies de Candida em diferentes ambientes é relevante para o sucesso no
uso terapéutico e na prevencado de novos casos de candidemias, garantindo o
controle e diminuindo a disseminacdo das doencas causadas por esses

microrganismos oportunistas.
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2.5 Resisténcia aos Antifungicos

A descoberta e utilizacdo de agentes antimicrobianos é um dos
maiores avanc¢os na medicina moderna. Entretanto, a utilizacdo descontrolada
desses farmacos resultou em um aumento da incidéncia de microrganismos
resistentes entre uma populacédo previamente suscetivel (Huang & Kao, 2012).
Além disso, a resisténcia antimicrobiana tem sido um fator determinante no

sucesso da terapia antifungica.

Com a vasta utilizagcdo de medicamentos eficazes para o tratamento
de doencas e complicacdes ocasionadas por leveduras, atualmente ha uma
preocupacao crescente perante os relatos de leveduras apresentando
resisténcia a antifingicos utilizados pela populacdo (Medeiros et al., 2008).
Segundo Spampinato & Leonardi (2013), embora as drogas antifiUngicas
usadas nos tratamentos clinicos possam ser diversas apenas alguns agentes
antifangicos sao utilizadas de fato para as infec¢cdes causadas por leveduras,
especialmente as originadas por Candida spp. O desenvolvimento de novos
agentes antifingicos é limitado devido a varios fatores incluindo problemas de
identificacdo de um agente efetivo que atue em células eucaridticas fungicas
sem ser toxica para as células do hospedeiro (Silva et al., 2012). Sendo assim,
a limitacdo na utilizacdo de novos antifungicos auxilia no desenvolvimento da

resisténcia por leveduras.

A resisténcia antifungica pode ser definida como microbiologica e
clinica. Microbiolégica quando o crescimento do agente patogénico é inibido

por uma concentracdo de antimicrobiano superior ao intervalo observado em

17



cepas selvagens, e clinica quando o agente patogénico € inibido por uma
concentracdo antimicrobiana que é maior do que a dose normal utilizada com
seguranca (Pfaller, 2012). Os mecanismos de resisténcia podem ser de origem
primaria ou secundaria. Resistencia primaria, ou intrinseca, é encontrada
naturalmente entre certos fungos e leveduras, sem que haja uma primeira
exposicdo a droga, como a resisténcia de Candida krusei ao fluconazol. A
resisténcia secundaria, ou adquirida, € desenvolvida entre isolados
previamente suscetiveis apdés a exposicdo ao agente antifungico, e
normalmente é dependente da expressdo de genes alterados (Kanafani &
Perfect, 2008; Sanglard & Odds, 2002; Pfaller et al., 2012). A resisténcia de

Candida albicans ao fluconazol é um exemplo de resisténcia adquirida.

Os fungos podem tornar-se resistentes a cada uma das drogas
antifingicas por mecanismos especificos, dependendo do modo de ac¢do de
cada farmaco. O alvo dos polienos nas células € o ergosterol, onde o
antifangico liga-se no ergosterol localizado na membrana celular fangica
levando a formacédo de poros, aumentando a permeabilidade da membrana, o
dano oxidativo e levando a perda de conteudo celular (Bondaryk et al., 2013).
O mecanismo de resisténcia a esses farmacos é pela diminuicdo do teor do
ergosterol na membrana, reduzindo a suscetibilidade aos polienos. Essa
diminuicdo esta associada a mutacbes nos genes erg3 e ergb que codificam
algumas enzimas envolvidas na biossintese do ergosterol (Spampinato &

Leonardi, 2013). As equinocandinas sdo responsaveis por inibir a 1,3 B-D

glicano sintase, enzima que forma os polimeros de glicano da parede celular
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fungicas, levando a ruptura das células e lise osmotica (Denning, 2003).
Mutacbes no gene fksl que codifica uma subunidade do complexo 1,3 B-D
glicano sintase, diminuem a suscetibilidade dos fungos a estes farmacos

(Perlin, 2007).

Os antifungicos da classe dos azois atuam inibindo a enzima
lanosterol 14o-desmetilase do citocromo P450 dos fungos, alterando a
membrana celular fuangica (Pfaller, 2012). Esta enzima é responsavel pela
biossintese de esteréis, na conversdo de lanosterol em ergosterol. A
resisténcia aos azlis € mediada por mecanismos distintos, tais como:
mutacBes ou superexpressdo do gene ergll, causando a substituicdo de
aminoacidos resultando em alternacbes da enzima esterol 14a-desmetilase e
diminuindo a afinidade dos azois por esta enzima (Bondaryk et al., 2013). A
reducdo do acumulo dos azodis dentro da célula fangicas ocorre através de dois
tipos de bombas de efluxo, como os transportadores da Superfamilia dos
Facilitadores Maioritarios (MFS) que utilizam gradiente de protons como fonte
de energia, e os transportadores ABC que utilizam ATP para transportar as
substancias da droga para fora da célula.; mutagcbes no gene erg3, que
resultam em membranas celulares fungicas desprovidas de ergosterol,
contendo outros tipos de esterdis e diminuindo assim a suscetibilidade a estes

farmacos.

Diversos mecanismos séo utilizados pelos fungos para resistirem
aos farmacos disponiveis, impondo um desafio constante na busca e

renovagdo de alternativas que possam auxiliar no tratamento de doencas
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fungicas (Kanafani & Perfect, 208). A capacidade de adaptacdo, conjunta com
a resisténcia originada por fatores ambientais pela substituicdo de espécies
suscetiveis por resistentes, permanece um desafio para a medicina moderna
(Bondaryk et al., 2013; Pfaller, 2012). Portanto, € necessario que haja um
monitoramento da presenca de microrganismos com resisténcia nos diversos
ambientes, para que se possa acompanhar e desenvolver alternativas no

manejo e controle dos patdégenos oportunistas.
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3- MATERIAIS E METODOS

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Micologia
Ambiental do Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude (ICBS), da Universidade Federal do Rio

Grande do Sul.

3.1. Local e coleta das amostras:

As amostras de 4gua foram coletadas em dois periodos distintos, no
més de setembro de 2012 (coleta 1- inverno) e més de fevereiro de 2013
(coleta 2- verdo). Os pontos de coleta foram selecionados devido a presenca
de hospitais localizados ao longo do Arroio Dilavio. Foi realizado coleta em 3

pontos distintos, com triplicata por cada ponto (Figura 1):
1. Cruzamento da Av. Ipiranga proximo com a Av. Erico Verissimo;
2. Cruzamento entre as Rua Santana e Av. Ipiranga;

3. Av. Ipiranga préximo a Rua Nelson Duarte Brochado.
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Figura 1- Mapa da localizacdo dos trés pontos coletados ao longo do Arroio
Dilavio em Porto Alegre/RS. Fonte: Google Maps.

Foram coletados aproximadamente 500mL de agua em cada um dos
locais selecionados. As amostras foram mantidas sob refrigeracdo e
encaminhadas para o Laboratério de Micologia Ambiental para analise
microbiolégica, e para o Laboratorio Toxilab para avaliacdo dos paréametros

fisico-quimicos.

3.2 Isolamento das leveduras

Logo apOs as coletas, as amostras sofreram diluices seriadas de
até 103. Aliquotas de 100uL da Agua bruta e de todas as diluicGes foram
semeadas, pelo método de espalhamento em superficie, em placas de Petri,
em dois meios de cultura enriquecidos: agar Sabouraud e agar malte extrato de
levedura (YMA), ambos acrescidos com 0,2% de cloranfenicol, para inibicdo do
crescimento bacteriano. As placas foram mantidas a temperatura ambiente por

cinco dias. Os ensaios foram realizados em triplicata por ponto (Figura 2)
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Figura 2- Amostras coletadas em triplicata (A, B, C) em cada ponto ao
longo do Arroio Dilavio. Fonte: Acervo pessoal.

ApoOs o periodo de incubagéo, as colbnias crescidas nas placas
foram visualizadas em um microscépio estereoscopico e cinco leveduras
morfologicamente distintas foram selecionadas por placa. Cada colbnia
selecionada foi isolada novamente pela técnica de esgotamento em placas
contendo 0os mesmos meios de cultura descritos anteriormente. Apés
crescimento, as leveduras foram confirmadas quanto a sua pureza pela
visualizacdo em laminas a fresco em microscopio 6tico com aumento de 400X.
Uma vez confirmada a pureza da cultura, os isolados foram armazenados em
glicerol 20% e mantidos em freezer a -20°C. Uma aliquota dos isolados foi
semeada em placas contendo meio agar Sabouraud e armazenadas sob

refrigeracdo para posterior manipulacao.
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3.3 Analises Fisico-Quimica

Para analise fisico-quimica, foram utilizadas aliquotas de agua de
todos os pontos coletados. As amostras foram encaminhadas para o
Laboratério de Analises Toxilab em Porto Alegre. Os parametros analisados
foram: Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), Demanda Quimica de

Oxigénio (DQO) e a presenca de Nitrogénio Total.

3.4 Identificacdo das Leveduras
A identificagdo das leveduras foi baseada em testes que avaliam

caracteristicas morfologicas e fisiologicas descritas por Yarrow (1998).

3.4.1 Teste de Urease e Diazonio Azul B (DBB)

Para a realizacdo do ensaio de urease, foi utilizado meio sélido em
tubo inclinado contendo uréia. Para o preparo do ensaio, foi adicionado 2,25
mL de meio base em tubos de vidro que foram autoclavados. Apds a
esterilizagc&o, foi adicionado em cada tubo 0,25 mL de solugéo de uréia a 10%
previamente filtrada, homogeneizou-se e inclinou-se os tubos deixando
solidificar. O in6culo foi adicionado e os tubos foram mantidos a 25°C por trés
dias sendo as leituras realizadas diariamente. Quando a enzima urease
encontrava-se presente, ocorria alcalinizacdo do meio de cultura pela utilizacao
da uréia adicionada ao meio. Essa modificacdo de pH do meio acaba
interferindo na coloracdo do meio, que passava de rosa para branco pela
adicao do indicador de pH (fucsina acida) presente no meio de cultura (Page et

al., 2006).
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Apos analise do teste de urease, 0s mesmos tubos foram incubados
a 60°C por 18 horas para realizacdo do teste Diazoénio Azul B (DBB) com o
objetivo de separar as leveduras pertencentes ao filo Ascomycota e
Basidiomycota através da observacdo da coloragdo da colénia. Quando
retirados os tubos de incubacéo, foi adicionado 1 mL de solugdo contendo o
corante DBB e Tris-HCL 1M pH 7,0 sobre o in6culo. As culturas que
apresentaram uma coloracdo avermelhada ap0s o contato com a solucdo
foram consideradas positivas, enquanto que aquelas que ndo modificaram sua

coloragéo foram consideradas negativas (Yarrow, 1998).

3.4.2 Capacidade de Crescimento a 37°C

O teste de crescimento a 37°C foi realizado em placa de Petri com a
utilizacdo do meio de cultura agar glicose peptona extrato de leveduras (GPY)
conforme descrito por Yarrow (1998). Os isolados foram inoculados no meio de
cultura e incubados a 37°C por quatro dias. A avaliacdo de crescimento foi
realizada considerando positivos 0s isolados que apresentaram crescimento no

meio de cultura.

3.5 Fatores de Viruléncia

Para determinacdo da presenca de fatores de viruléncia, foram
realizados os testes para verificar a atividade da fosfolipase e proteinase. Estes
ensaios foram realizados para todos os isolados que apresentaram a
capacidade de crescimento a 37°C, pela técnica de picada (Mohan & Ballal,

2008).
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3.5.1 Determinacéo da Atividade da Fosfolipase

A capacidade de apresentar fosfolipase foi realizada através da
utilizacdo do meio contendo gema de ovo. O meio base foi autoclavado e apés
atingir a temperatura de 50°C foi adicionado 20 mL de solucédo de gema de ovo
(10 mL de gema de ovo e 10 mL de &gua destilada estéril). Os isolados foram
inoculados pela técnica de picada. Quando o isolado era capaz de utilizar a
fosfolipase, produzia uma zona de precipitacdo ao redor da colonia,
caracterizando um resultado positivo. A falta de precipitacdo ao redor da

coldnia era interpretada como um resultado negativo.

3.5.2 Determinacdo da Atividade da Proteinase

Para identificar a atividade de proteinase, o meio de cultura utilizado
foi baseado conforme descrito por Mohan & Ballal (2008). Inicialmente, o meio
base foi preparado e esterilizado sem a adicdo de albumina sérica bovina
(BSA). Apds o meio de cultura atingir a temperatura de aproximadamente 50°C
foi adicionado uma solucédo de BSA (20 mL de agua destilada em 2 g de BSA)
previamente filtrada com membrana 0,22um. Os isolados foram inoculados tela
técnica de picada, em placas de Petri e mantidos a 37°C por 6 dias. ApGs o
periodo de incubacéo, foi adicionada a placa uma solucédo contendo o corante
amido preto e em seguida descorada com solucdo contendo acido acético e
dgua. Os isolados capazes de utilizar esta enzima produziam um halo
transparente ao redor da colbnia, sendo interpretados como positivo. A
auséncia de halo foi considerada como resultado negativo para o teste

realizado.
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3.7 Teste de Suscetibilidade aos Antifungicos
As leveduras foram testadas quanto a suscetibilidade aos

antifangicos, pelo método de fungigrama e concentracao inibitéria minima.

3.7.1 Fungigrama

Para avaliar a suscetibilidade dos isolados ambientais a agentes
antifangicos, foi realizado o ensaio de disco-difusdo em agar. Foram utilizados
discos de antifiingicos (BIO-RAD) de fluconazol, voriconazol, anfotericina B e
nistatina. O ensaio foi realizado sempre em duplicata e seguindo as normas
preconizadas pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, M44-A2).
Foram utilizadas placas contendo o meio agar Mueller-Hinton com 2% de
glicose e azul de metileno, onde foi inoculada uma suspencédo de células na
concentracdo 0,5 na escala de McFarland. Os discos foram adicionados no
meio de cultura e as placas foram incubadas a 35°C por 48 horas. A leitura das
placas foram realizadas pela medicédo do halo de inibicdo com o auxilio de um
paquimetro. Os resultados foram expressos em suscetivel (S), suscetibilidade
dose-dependente (SDD) e resistente (R). Os critérios de interpretacdo para
fluconazol e voriconazol foram baseados no documento M44-S3 (2012) do
CLSI. Para os demais antifingicos, os critérios de interpretacédo foram baseado

nas recomendacdes do fabricante (Tabela 1).
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Tabela 1- Classificacdo de suscetibilidade para o teste de fungigrama de
acordo com a interpretacdo do didmetro da zona de inibicdo dos antifingicos
selecionados.

Diametro da Zona de Inibicdo (mm)

Antifungicos . Suscetibilidade Dose- _
Suscetivel Resistente
Dependente
Anfotericina B* >10 - <10
Nistatina* >10 - < 10
Voriconazol >17 14-16 <13
Fluconazol > 19 15-18 <14

*Recomendacdes do fabricante (Bio-Rad).

3.7.2 Ensaio da Concentracdao Inibitéria Minima (CIM)

A deteccéo da CIM foi realizada segundo a norma M27-A3 do CLSI
(2008). Foram utilizadas microplacas estéreis de 96 pocos com fundo em “U”.
O ensaio foi realizado para os antifungicos fluconazol, anfotericina B,
voriconazol, cetoconazol e itraconazol. Os antifungicos anfotericina B,
voriconazol, cetoconazol e itraconazol foram preparados separadamente por
solubilizacdo do farmaco em dimetilsulféxido (DMSO) para obter-se uma
concentracdo de 1600ug/mL. Para a preparacdo da solucdo-estoque do
fluconazol, o antifungico foi diluido em agua destilada estérii em uma

concentracdo de 6400 pug/mL.

As solucdes-estoque dos antifingicos utilizados foram diluidos em
RPMI 1640 tamponado (pH 7.0), com o tampdo MOPS (0,165 M). Para

anfotericina B, cetoconazol, voriconazol e itraconazol as concentragdes finais
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variaram de 0,0313 a 16 pg/mL e para o fluconazol a concentracao final variou

de 0,125 a 64 pg/mL.

Foram distribuidos 100 uL de meio RPMI-1640, previamente filtrado,
nas microplacas a serem testadas. Em seguida foi pipetado 100 uL dos

antifiingicos, ajustados na concentracao preconizada pela CLSI M27-A3 (2008)

e feita a diluicdo seriada.

A preparacdo do in6culo foi realizada com colbnias crescidas em
agar Sabouraud por 24 horas. Uma solucao salina 0,85% foi preparada e a ela
adicionou-se o0 in6culo, originando uma suspensao de células ajustadas na
escala 0,5 de McFarland, em uma concentracdo equivalente de 1x10% a 5x10°
cel/mL. Em seguida, a suspensao foi diluida em meio RPMI-1640, 1:50 e 1:20
originando uma concentracéo final de 2,5 x 102 cel/mL. Em cada um dos pocos,
nas microplacas, foi adicionando 100 uL desta suspensdo. Como controle de
qualidade da atividade antifingica dos farmacos utilizados, foram adicionadas
em cada ensaio Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC
6258. As microplacas foram incubadas a 35°C por 48 horas e apés foram
realizadas as leituras do ensaio. Os pontos de corte para a interpretacdo dos

resultados foi baseado no documento M27-S4 (2012) do CLSI (Tabela 2).
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Tabela 2- Classificacdo de suscetibilidade para o teste de concentracéo
inibitéria minima de acordo com os pontos de corte do CLSI, para os cinco
antifangicos testados.

Suscetivel Suscetibilidade Dose-Dependente  Resistente
Antifungicos

(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Anfotericina B <1,0 - 220
Cetoconazol <8,0 - =>16,0
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 21,0
Voriconazol <0,125 0,25-0,5 21,0
Fluconazol <20 4 28,0

3.8 Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos nas coletas foram analisados
pelo teste de Tukey com probabilidade de 90%. Nos ensaios referentes a
urease, DBB, crescimento a 37°C, fosfolipase e proteinase foi feita analise por

ANOVA, fator duplo sem repeticéo, com probabilidade de 95%.
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4-RESULTADOS

4.1 Isolamento das leveduras

Das amostras de agua coletadas foram isoladas 193 leveduras,
destas 77 pertencentes as amostras coletadas no periodo de inverno e 116 do
verdo. O numero de isolados selecionados em cada ponto de coleta pode ser
observado na Tabela 3.

A partir dos dados obtidos nas coletas, foi realizada a média do
namero de isolados coletados em cada ponto nas estacdes do ano e o teste de
Tukey, onde foi possivel observar a variagcdo entre as estacées do ano e 0s
pontos de coletados (Figura 3). No ponto 1 obteve-se 0o menor namero de
isolados (6/77) no inverno diferindo dos demais, no entanto observou-se um
aumento no namero de leveduras isoladas (28/116) na estacao verao.

Quando analisado o ponto 2, observou-se 0 mesmo numero de
isolados em ambas as coletas, sendo este o local onde foi obtido o maior
namero tanto na coleta de inverno (46/77), quanto na coleta de verdo (46/116).

Com relagcéo ao ponto 3, embora visualizada diferenga entre as estacdes do
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ano com aumento na coleta de verao, estatisticamente esta diferenca nao foi

significativa (Figura 3).

Tabela 3- Numero total de leveduras selecionadas por ponto coletado, nas
diferentes estacdes do ano.

Estacdes do Ano

Locais das Coletas Inverno Verao
Ponto 1 6 28
Ponto 2 46 46
Ponto 3 25 42
Numero Total de Isolados 77 116
30
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Figura 3- Numero médio de isolados obtidos nos pontos coletados nas estacdes
do ano de inverno e verdo realizados no Arroio Dillvio. Médias seguidas de
mesma letra ndo diferem entre si, pelo teste de Tukey ( «>0,1).
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3.3 Analise Fisico-Quimica

Os resultados obtidos da analise fisico-quimica referente a DBO,
DQO e nitrogénio total das amostras de agua do Arroio Dilivio encontra-se
Tabela 4. E possivel observar as diferencas entre os parametros analisados
guando comparadas as coletas nas diferentes estacdes do ano. Com relacdo
aos pontos coletados no mesmo periodo, ndo ha diferencas entre os dados
obtidos.

Tabela 4- Andlises fisico-quimica das aguas do Arroio Diluvio referente aos
pontos das coletas realizadas nos periodos de inverno e verao.

Inverno Verao

P1 P2 P3 P1 P2 P3

DBO mg O2/L 46,5 46,5 465 <0,1 <0,1 <01
DQO mg O2/L 154,9 154,9 154,9 <3 <3 <3

Nitrogénio Total mg/L 13,7 154 149 845 9,20 8,53

Pontos de coleta: P1- av. Erico Verissimo; P2- Rua Santana; P3- Rua Nelson Duarte
Brochado. Andlise realizada pelo laboratério TOXILAB.

Os resultados obtidos para a DBO no presente trabalho mostraram
valores mais elevados na coleta de inverno (46,5mg/L), valor este observado
para todos os pontos coletados neste periodo. Os dados de DBO referentes a
estacdo verdo, ndo foram detectados pelo teste realizado, com valores
inferiores a 0,1mg/L, resultado este que também se manteve em todos 0s
pontos coletados neste periodo.

A DQO na coleta do inverno apresentou valores elevados assim

como a DBO se mantendo em todos os pontos. Os dados obtidos quanto a
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presenca de nitrogénio total mostram um aumento na coleta de inverno, sendo
observado o maior indice no ponto de coleta 2 (15,4mg/L) (Tabela 4).

3.4 ldentificacdo das Leveduras

Para uma triagem inicial na identificacdo preliminar das leveduras
isoladas foram realizados os testes de urease e diazdnio azul B (DBB)
juntamente com a avaliacédo de crescimento a 37°C.

O perfil dos isolados para os testes de urease, DBB e crescimento a
37°C estdo descritos na Tabela 5 para a coleta de inverno e Tabela 6 para a

coleta realizada no verao.

Tabela 5-Resultados dos testes bioquimicos e de temperatura realizados para
os isolados coletados no periodo de inverno do Arroio Diltvio.

3 ) 3 o
o a m O o ) o0 O
j= ® ) o © o
S ) o N i O o N~
= (@) ™ o) — 0o ™

2 > 1% -
11B2 - - - 12B16 + - +
12A4 - - - 12B17 + - +
I2A6 - - - 12B18 + - +
12A11 - - - 12B19 + - +
[2A13 - - - 12B21 + - +
12C1 - - - 12C5 + - +
12C4 - - - I3B1 + - +
12C6 - - - I3A3 + - +
12C7 - - - 13C4 + - +
12C17 - - - I3C5 + - +
12C28 - - - I13C7 + - +
I3A5 - - - 13C11 + - +
I3A10 - - - 11C1 + - -
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Tabela 5: Continuacdo — Resultados dos testes bioquimicos e de temperatura
realizados para os isolados coletados no periodo de inverno do Arroio Diltvio.

13B2 - - - 12A1 + - -
13B7 - - - 12A3 + - -
13C2 - - - 12A7 + - -
13C13 - - - I2A10 + - -
11B3 - - + 12B5 + - -
12A8 - - + 12B6 + - -
12C12 - - + 12B7 + - -
I3A9 - - + 12B15 + - -
I3A11 - - + 12C24 + - -
I3B5 - - + I13C6 + - -
13C1 - - + I13C12 + - -
13C3 - - + 13C14 + - -
13C9 - - + 11C2 + + -
13C10 - - + 11C5 + + -
11B1 + - + 12C2 + + -
12A2 + - + 12C8 + + -
I12A9 + - + 12C23 + + -
12A12 + - + I2A5 + + +
12A14 + - + 12B1 + + +
12A15 + - + 12C3 + + +
12B4 + - + 12C25 + + +
12B9 + - + I3A4 + + +
12B10 + - + 13C8 + + +
12B11 + - + I3C15 + + +
12B12 + - +

12B13 + - +

12B14 + - +
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Tabela 6- Resultados dos testes bioquimicos e de temperatura realizados para
os isolados coletados no periodo de verao do Arroio DilGvio.

3 o 3 Q 4 )

T § &8 2B 8§ 3¢ ¥ OE B %
5 5 © ®° g 5 68 8 3 5 898
V1Al - - - V3B10 - - - V2B2 + . +
V1A2 - - - V3C2 - - - V2C9 + - +
V1A3 - - - V3C5 - - - VvV2C11 + - +
V1A4 - - - V3C7 - - - V2C14 + - +
V1C3 - - - V3C8 - - - VA1 + - +
V1C5 - - - V1A5 - - + V3A4 + - +
V1C6 - - - V1A9 - - + V3A7 + - +
V1C9 - - - V1Al - - + V3A8 + - +
V2Al1 - - - V1B1 - - + V3A10 + - +
V2A3 - - - V1B2 - - + V3A21 + - +
V2A4 - - - ViCl1 - - +  y3B3 + ) +
V2A6 - - - V1C2 - - + V3B4 + - +
V2A7 - - - V1C4 - - + V3Ci1 + - +
V2A9 - - - V1C7 - - + V3C6 + - +
V2A11 - - - V1C8 - - + V3C9 + - +
V2A12 - - - V2A5 - - + V1A6 + - -
V2B1 - - - V2A8 - - + V1A7 + - -
V2B4 - - - V2B3 - - + VIA8 + - -
V2B6 - - - V2B5 - - + V1A10 + - -
V2B7 - - - V2B10 - - + V1A13 + - -
V2B8 - - - V2B14 - - + V1A14 + - -
V2B9 - - - V2B15 - - + V1AL + - -
V2B11 - - - V2B16 - - + V2A10 + - -
V2B12 - - - V2B17 - - + V2A13 + - -
V2B13 - - - V2C4 - - + V2C13 + - -



Tabela 6: Continuagdo - Resultados dos testes bioquimicos e de temperatura
realizados para os isolados coletados no periodo de verdo do Arroio DilGvio.

V2B18 - - - V2C7 - - 4+ V3A2 o+ - -
V2B19 - - - V3A5 - - 4+ V3B12 + - -
v2cl - - - V3A6 - - + VIB4 + + -
V2C2 - - - V3Al2 - -+ V2A2 o+ o+ -
V2C3 - - - V3Al6 - - + V3A9 + + -
vV2c6 - - - V3Al7 - - 4+ V3A13 + + -
vV2c8 - - - V3Al8 - - + V3Al4 + + -
V2C10 - - - V3A19 - - + V3B1l + o+ -
V2C15 - - - V3A20 - - + V2C5 + o+ +
V3A3 - - - V3A23 - -+ V3A24 + + +
V3All - - - V3B8 - - 4+ V3B7 + + +
V3AlL5 - - - VB9 - - 4+

V3A22 - - - V3C3 - -+

V3B5 - - - VIAI2 + -+

V3B6 - - - VIB3 o+ - o+

Dos 193 isolados obtidos em ambas as coletas, 105 apresentaram
resultado negativo para o teste da urease e para a reacdo ao DBB, enquanto
que 21 isolados somente foram positivos para ambos os testes. Para as 77
leveduras isoladas no inverno, 35% (n=27) foram negativas tanto para urease
quanto DBB (Figura 4), 49% (n=38) apresentaram resultado positivo para
urease e negativo para DBB e somente 16% (n=12) foram positivos para
ambos os testes (Figura 4). Com relacdo a coleta realizada no veréo, das 116
leveduras coletadas, 78 isolados (67%) apresentaram resultado negativo para
urease e DBB, 29 (28%) foram urease positiva e DBB negativo e 9 (8%)

isolados apenas foram positivos para urease e DBB (Figura 4).
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Figura 4 - Diferentes perfis observados nas leveduras testadas para urease e
DBB com relacdo as estagbes do ano inverno e verdo. *Coleta com resultado
estatistico significativo pelo teste de Anova fator duplo sem repeti¢édo ( >0,05).

Com relagdo ao ensaio de termotolerdncia a 37°C, numero de
leveduras positivas para este teste foi elevado (n=97), quando comparado ao
namero total de isolados (n=193) (Tabela 7). A coleta do verdo apresentou
maior numero de isolados positivos em relacdo a coleta de inverno quando
observado o numero total de isolados. Destes isolados positivos, 42 (n=193)
foram coletados no inverno e 55 (n=193) no verao (Tabela 7). Para este ensaio
houve diferenca estatisticamente significativa entre as estacées do ano.

A distribuicdo de isolados positivos para o ensaio de termotolerancia
a 37°C de cada local coletado pode ser observada na Figura 5. Foi possivel
observar que o ponto 3 apresentou um maior numero de isolados com
crescimento a 37°C em ambas as coletas, 64% na coleta de inverno (16/25) e

60% (25/42) no veréao (Figura 5).
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Tabela 7- Numero total de isolados obtidos nas coletas realizadas e no ensaio
de termotolerancia a 3701C.

Coletas Isolados Crescimento a 37°C
Inverno 77 42
Veréao* 116 55
Total 193 97

*Coleta com resultado estatistico significativo pelo teste de Anova fator duplo sem
repeticdo (a>0,05).

Dos trés locais de coleta no periodo de inverno, no ponto 1 obteve-se o
menor numero de isolados com capacidade de crescimento a 37°C (2/6),
enquanto que no verdo 46% (13/28) das leveduras encontradas neste ponto
foram positivas para este ensaio (Figura 5). Entretanto, no ponto 2 a presenca
de leveduras positivas na coleta de inverno foi maior que na de verdo, com
52% (24/46) e 39% (18/46) respectivamente. Os isolados positivos para este

ensaio foram selecionados para os testes de fatores de viruléncia.
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Figura 5- Porcentagem de leveduras positivas para crescimento a 37°C em
relacdo ao numero total de isolados por ponto coletado no inverno e no verao.
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3.5 Fatores de Viruléncia

Os ensaios para fosfolipase e proteinase foram realizados em placas
de Petri contendo os meios especificos para ambas. Pela importancia da
presenca dos fatores de viruléncia em leveduras com potencial oportunista,
este ensaio foi realizado com o objetivo de verificar a presenca de isolados
potencialmente virulentos e oportunistas.

A atividade da fosfolipase foi determinada pela zona de precipitacéo
ao redor da coldnia (Figura 6A), enquanto que para a proteinase a atividade foi
determinada pelo halo opaco formado ao redor da colénia que ndo foram
corados apoOs a coloracdo, sendo resultado da degradacdo da proteina
presente no meio (Figura 6B).

Das leveduras testadas correspondente ao periodo de inverno
(n=42), 19% foram positivas pra fosfolipase, 19% para proteinase, e 10% foram
positivas para ambas as enzimas (Tabela 8). O numero de isolados positivos
na coleta de verdo foi superior ao observado no inverno, onde 31% (17/55)
foram positivos para fosfolipase, 24% (13/55) positivos para proteinase e 16%

(9/55) foram positivos para ambos os fatores de viruléncia testados (Tabela 8).
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Figura 6- Fatores de viruléncia testados. (A) Halo formado pelo isolado
V2B10 no ensaio de fosfolipase (superior esquerdo); (B) Halo formado pelo

isolado V2B10 (superior direito) e pelo isolado V2B17 (inferior direito) no
ensaio de proteinase.

Tabela 8- Resultados positivos obtidos dos ensaios para fosfolipase e
proteinase das leveduras testadas.

Inverno Veréao
Isolados % Isolados %
Fosfolipase e Proteinase + 4 10 9 16
Fosfolipase + 8 19 17 31
Proteinase + 8 19 13 24
N° total de isolados testados 42 55

Para os préoximos ensaios somente foram selecionadas as leveduras
que apresentaram resultados positivos para fosfolipase, proteinase ou para
ambas. Os isolados com perfis negativos foram descartados.

Com os resultados obtidos nos ensaios de urease, DBB,
termotolerancia a 37°C, fosfolipase e proteinase, foram selecionados 50

isolados que apresentaram relagdo aos ascomicetos, com potencial oportunista
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e capacidade de apresentar fatores de viruléncia com o intuito de analisar a
suscetibilidade destes isolados através dos ensaios de CIM e fungigrama.

3.7 Testes de Resisténcia aos Antifungicos

A partir dos ensaios de triagem iniciais, urease, DBB, crescimento a
37°C e fatores de viruléncia, foram selecionadas 50 leveduras para serem
submetidos os ensaios de suscetibilidade aos antifiungicos escolhidos através
da técnica de fungigrama e concentracdo inibitéria minima. Das coletas
realizadas no inverno e verdo, 17 e 33 isolados respectivamente foram
selecionados para os testes de sensibilidade aos antifingicos.

No ensaio de fungigrama observou-se que dos 17 isolados
referentes a coleta de inverno testados, 18% (3/17) apresentaram resisténcia
ao voriconazol e 23% (4/17) ao fluconazol. Para os antifingicos anfotericina B
e nistatina, todas as leveduras testadas foram sensiveis (Tabela 9).

Dos 33 isolados pertencentes a coleta do verdo, 6% (2/33) foram
resistentes ao voriconazol e ao fluconazol, 6% apresentaram sensibilidade
dose dependente ao fluconazol e anfotericina B. Para os demais isolados,

todos foram sensiveis a anfotericina B e nistatina (Tabela 10).
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Tabela 9- - Resultados obtidos no fungigrama dos isolados da coleta de inverno
no Arroio Dilavio.

Locais Coletados Isolados Anfotericina B Voriconazol Fluconazol Nistatina

11B1 R R
11B3

(0)]
(0]

Ponto 1

I12A8
12A9
12B4
12B10
Ponto 2 12B11
12B12
12B18
12B21
12C5

I3A9
I3A11
13B1
I3B5
13C4
13C9 S S

Ponto 3

w nu nu n n nonononuonunununuonou

w O n n n nnu nunonuonunuonuonuao
nuw nu T un n n n g nnuonunuonuonuao
w nu nun no no no nnononunununuononon

S = suscetivel; SDD= suscetibilidade dose-dependente; R = resistente.
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Tabela 10- Resultados obtidos no ensaio de fungigrama dos isolados
referentes a coleta de veréo do Arroio Dilavio.

Isolados  Anfotericina B  Voriconazol Fluconazol Nistatina

V1A5 S S S S
V1A9 S S S S
V1ALl S S S S
Ponto 1 /112 S S S S
V1B2 S S S S
VIC2 SDD S S S
V2A8 S S S S
V2B5 SDD S s s
V2B10 S R R s
V2B14 S R R s
V2B15 S S s s
V2B16 s S s s
V2B17 S S s s
PONtO 2 \ocq S S S S
V2C6 S S SDD s
V2C7 s S s s
V2C8 S S s s
V2C9 S S s s
V2C11 S S SDD S
V2C14 S S s s
V3A1 S S S S
V3A5 S S s s
V3A6 S S S S
V3A7 S S s s
V3A8 S S S S
V3A18 S S s s
Ponto 3 V3A21 S S S S
V3A23 S S S S
V3B3 S S S S
V3B4 S S s s
V3C1 S S S S
V3C6 S S s s
V3C9 S S s s

S = suscetivel, SDD= suscetibilidade dose-dependente; R = resistente.
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Para o teste de CIM, o perfil de sensibilidade das leveduras foi
realizado conforme ensaio de microdiluicdo em caldo segundo o CLSI (2008).
O teste foi realizado para os 50 isolados (17 coleta de inverno e 33 verédo), com
cinco antifungicos comercialmente disponiveis.

As leveduras no ensaio de CIM, em sua grande maioria, foram
sensiveis aos antifungicos testados, e somente foi observado resisténcia ao
fluconazol e itraconazol. Dos 50 isolados testados, 15 foram resistentes ao
fluconazol e 15 resistentes ao itraconazol (Tabela 11 e 12).

Para a anfotericina B e o cetoconazol, todas as leveduras testadas
apresentaram sensibilidade a estes farmacos. Resultados semelhantes foram
observados para o voriconazol, para o qual 82% dos isolados se mostraram
sensiveis e nenhum caso de resisténcia foi observado. Entretanto, 18% dos
isolados apresentaram sensibilidade dose-dependente para o voriconazol.

Nos dados obtidos referente a coleta de inverno, observou-se que
41% (7/17) dos isolados foram resistentes ao fluconazol e itraconazol,
enquanto que coleta de verdo 24% (8/33) foram resistentes para ambos os
antifangicos. O isolado V1A12, obtido da coleta realizada no verao, foi o Unico
encontrado com alto grau de resisténcia ao fluconazol (CIM = 64ug/mL),
apresentando resisténcia também ao itraconazol e sensibilidade dose-
dependente ao voriconazol (Tabela 13).

N&o foram observados isolados resistentes ao voriconazol.
Entretanto, os isolados que apresentaram sensibilidade dose-dependente a
este farmaco, foram resistentes ao fluconazol e itraconazol. A excecéo foi o

isolado I3C9 que nao apresentou resisténcia ao fluconazol.
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Através dos resultados obtidos no fungigrama e no CIM, somente
para o fluconazol foi observado perfil de resisténcia semelhante para 3 isolados
em ambos os testes. Os isolados 12B21 e I13B5 da coleta de inverno foram
resistentes tanto no fungigrama quanto no CIM para este antifingico. Ja para
os isolados da coleta no periodo do verdo, o isolado V2B14 foi o Unico que

apresentou resisténcia ao fluconazol no fungigrama e CIM.

Tabela 11- Perfis de susceptibilidade obtidos no ensaio de concentracéo
inibitéria minima (CIM) para as leveduras isoladas no inverno frente aos
antifangicos testados.

Locais Isolados Antifangicos
Coletados ANFO CET ITR VOR FLU
11B1 S S S S S
Ponto 1 11B3 S S SDD S R
12A8 S S S S S
12A9 S S S S SDD
12B4 S S S S S
12B10 S S S S SDD
Ponto 2 12B11 S S S S S
12B12 S S S S S
12B18 S S R SDD R
12B21 S S R SDD R
12C5 S S R SDD R
I3A9 S S S S S
I3A11 S S R S R
13B1 S S R S R
Ponto 3 1385 S S R s R
13C4 S S S S SDD
13C9 S S R SDD SDD

ANF=anfotericina B; CET=cetoconazol; ITR=itraconazol, VOR=voriconazol; FLU = fluconazol.
Perfil de susceptibilidade estabelecido de acordo com o CLSI: S = suscetivel; SDD =
suscetibilidade dose-dependente; R = resistente.
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Tabela 12- - Perfis de suscetibilidade obtidos no ensaio de concentragcao
inibitéria minima (CIM) para as leveduras isoladas no verao frente aos
antifangicos testados.

Local Isolados Antifangicos

Coletado ANFO CET ITR VOR FLU
V1A5 S S S S SDD
V1A9 S S S S SDD

Ponto 1 V1A11 S S S S S
V1A12 S S R SDD R
V1iB2 S S S S S
ViC2 S S R S R
V2A8 S S S S S
V2B5 S S S S S
V2B10 S S SDD S SDD
V2B14 S S R S R
V2B15 S S SDD S SDD
V2B16 S S R SDD R

PONtO 2 V2B17 S S S S SDD
V2C4 S S S S S
V2C6 S S R SDD R
V2C7 S S S S S
V2C8 S S R SDD R
V2C9 S S R SDD R
V2C11 S S S S SDD
V2C14 S S S S S
V3Al S S S S S
V3A5 S S S S S
V3A6 S S S S S
V3A7 S S SDD S SDD
V3A8 S S S S S
V3A18 S S S S S

Ponto 3 V3A21 S S S S S
V3A23 S S S S S
V3B3 S S R S R
V3B4 S S S S S
V3C1 S S S S S
V3C6 S S S S S
V3C9 S S S S S

ANF=anfotericina B; CET=cetoconazol; ITR=itraconazol; VOR=voriconazol; FLU = fluconazol.
Perfil de susceptibilidade estabelecido de acordo com o CLSI: S = suscetibilidade; SDD =
suscetibilidade dose-dependente; R = resistente.
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Tabela 13- Valores das concentragdes inibiotiras minimas (CIM - [1g/mL) para

os 50 isolados testados frente aos antifungicos.

Isolado ANFO CET ITR VOR FLU
11B1 0.125 0.0625 0.125 0.125 4
11B3 0.125 0.0625 0.5 0.125 16
12A8 0.125 0.125 0.0625 0.0625 4
12A9 0.125 0.0625 0.125 0.125 4
12B4 0.0313 0.0625 0.0625 0.125 2

12B10 0.0625 0.0313 0.0625 0.125 4
12B11 0.0313 0.0313 0.0313 0.0313 0.5
12B12 0.0625 0.0313 0.125 0.0625 1
12B18 0.0313 0.0625 1 0.25 8
12B21 0.125 0.5 1 0.25 32
12C5 0.5 0.125 2 0.25 8
I3A9 0.25 0.0313 0.125 0.0313 1
I3A11 0.5 0.0625 1 0.125 8
13B1 0.25 0.0625 1 0.125 8
I3B5 0.125 0.0625 1 0.125 8
13C4 0.5 0.0625 0.125 0.125 4
13C9 0.5 0.0625 1 0.25 4
V1A5 0.5 0.125 0.125 0.125 4
V1A9 0.0313 0.0625 0.125 0.125 4
V1A11l 0.0313 0.0313 0.125 0,06 1
V1A12 0.25 0.25 1 0.5 64
V1B2 0.25 0.0313 0.0313 0.0313 1
V1C2 0.0313 0.0313 1 0.0625 8
V2A8 0.0313 0.0313 0.0625 0.0313 0.5
V2B5 0.5 0.0313 0.125 0.0313 0.5

V2B10 0.0625 0.125 0.125 0.25 4

V2B14 0.0313 0.0625 2 0.125 8

V2B15 0.125 0.0313 0.25 0.0625 4

V2B16 0.0625 0.25 1 0.25 32

V2B17 0.5 0.0313 0.125 0.0313 4

V2C4 0.25 0.0313 0.125 0.0313 0.5
V2C6 0.25 0.25 2 0.5 16
V2C7 0.125 0.0313 0.125 0.0313 0.5
V2C8 0.125 0.25 1 0.5 32
V2C9 0.125 0.25 1 0.25 16
V2C11 0.0625 0.0625 0.125 0.125 4
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V2C14 0.5 0.0313 0.125 0.0625 2
V3Al 0.0313 0.0625 0.125 0.0313 0.25
V3AS5 0.25 0.0313 0.0625 0.0313 1
V3A6 0.125 0.0313 0.0625 0.0313 0.25
V3A7 0.5 0.0313 0.25 0.0313 4
V3A8 0.25 0.0313 0.125 0.0313 0.5

V3A18 0.25 0.0313 0.125 0.0313 1

V3A21 0.25 0.0313 0.125 0.0313 1

V3A23 0.25 0.0313 0.125 0.0313 0.5
V3B3 0.0313 0.0625 2 0.0625 8
V3B4 0.5 0.0625 0.125 0.0313 0.5
V3C1 0.25 0.0313 0.0625 0.125 1
V3C6 0.125 0.0313 0.0625 0.125 0.5
V3C9 0.0625 0.0313 0.0625 0.0313 0.125

ANFO=anfotericina B; CET=cetoconazol; ITR=itraconazol; VOR=voriconazol; FLU=fluconazol
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5- DISCUSSAO

O Arroio Dilavio sofre constantemente com todo o tipo de residuo
nele é despejado. Oliveira et al., (2012) mostraram através da caracterizacao
microbioldgica das aguas a contaminacdo das aguas do Arroio Dilavio em toda
a sua extensdo com excec¢do da sua nascente, onde a 4gua encontra-se mais
preservada, dentro do Parque Saint’ Hilaire. A poluicdo do arroio contribui para
gue haja um aumento na diversidade da populacdo microbiana presente nestas
aguas.

No presente trabalho foram isoladas 193 leveduras onde a coleta
realizada no periodo do inverno observou-se o menor nimero de isolados.
Estes resultados podem ser justificados pelo aumento da precipitacdo
pluviométrica no periodo de inverno (Tabela 14). O aumento das chuvas
observado no més de setembro pode ter influenciado para que ocorresse uma
diluicdo das aguas do Diluvio, e observou-se uma reducdo na concentracdo de
leveduras isoladas. Medeiros et al. (2012) analisou a presenca de leveduras

em amostras de agua do Rio Doce em Minas Gerais e observou o aumento de
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isolados no periodo de seca, correlacionando a diminuicdo de leveduras
encontradas com o aumento nos niveis de chuva nos periodos das coletas.
Segundo Boguslawska-was & Dabrowski (2001), a diferenca no isolamento de
leveduras entre as estacfes do ano pode estar relacionada com a quantidade
de matéria organica disponivel para os fungos, a falta de competidores e a

transferéncia passiva de microbiota da terra para a agua.

Tabela 14- Precipitacéo pluviométrica dos meses de 2012 e 2013.

Més Julho Agosto Setembro? Outubro
2012
I.P 144.9 93,5 273,7 121,3
Més Janeiro Fevereiro? Marco Abril
2013
I.P 106,2 112,7 66,5 108,9

I.P: indice Pluviométrico (mm); 'coleta 1 (inverno); ?coleta 2 (verao).
Fonte: 8° Distrito de Meteorologia — Instituto Nacional de Meteorologia (Inmet).

Além da variacdo no numero de isolados coletados entre as
estacdes, observou-se também uma variacdo entre os locais de coleta (Figura
3). Nos pontos 1 e 3 0 numero de leveduras isoladas foi distinto nas duas
estacbes do ano, enquanto que no ponto dois esse numero se manteve
constante em ambos os periodos de coleta. Segundo Medeiros et al. (2012), os
diferentes graus de qualidade da agua encontrados nos ambientes aquaticos
ocasionados pelo recebimento de diversos poluentes na forma de esgoto
doméstico, efluentes industriais e agricolas, pode influenciar diretamente na
variabilidade da populagdo microbiana, podendo assim ter influenciado nos

resultados obtidos entre os locais de coleta no presente estudo.
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Os parametros fisico-quimicos analisados das coletas do Arroio
Dilivio, demonstraram diferencas nos resultados entre as estacdes do ano
(Tabela 2). A DBO determina a quantidade de oxigénio necessaria para oxidar
a matéria organica presente na agua, sendo indispensavel para monitorar os
niveis de poluentes nas amostras de agua (Agéncia Nacional Aguas - ANA,
2014). No presente estudo foi observado uma DBO aumentada (46,5 mg/L) na
coleta referente ao periodo de inverno, resultados semelhantes foram
encontrados por Oliveira et al. (2012), que evidenciaram um aumento no valor
da DBO (35 mg/L) na coleta realizada em setembro de 2009 no Arroio DilGvio.
Entretanto, Bertoldo et al. (2004) avaliando a qualidade da agua do Arroio
Cadena em Santa Maria/RS, observaram um aumento de 30,5% na DBO na
estacao verdo (11,8 mg/L) com relacédo ao inverno (8,2 mg/L). Segundo o autor,
as estacdes do ano podem interferir na qualidade da agua, devido a mudancas
no clima e variagcbes na vazdo dos poluentes nos recursos hidricos,
ocasionando assim variacfes entre os parametros fisico-quimicos.

Blume et al. (2010) avaliou a qualidade da agua do Rio dos Sinos e
observou um aumento da DBO nos pontos coletados com maior densidade
populacional, indicando locais criticos para a contaminacdo devido aos
despejos de esgotos ndo tratados nas aguas do rio. Nascimento & Naime
(2009), monitoraram as &guas do arroio Pampa localizado em Novo
Hamburgo/RS quanto ao parametro da DBO, e observaram uma variagdo nos
valores obtidos permanecendo uma média de 50,3mg/L. Os autores
constataram que em alguns pontos o valor observado de DBO eram

comparaveis a esgoto doméstico, ressaltando a preocupac¢do com a qualidade
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das aguas do arroio pois seu desague localiza-se no Rio dos Sinos de onde &
captada a agua para abastecimento da regido. Os dados obtidos no Arroio
Diltvio referentes a coleta de inverno ficaram proximos a média observada por
Nascimento & Naime (2009), visto que tanto o Arroio Dilavio quanto o Arroio
Pampa sofrem com a constante poluicdo devido a passagem por entre bairros
e cidades da regido metropolitana.

Na coleta realizada no veréo, foi observado o menor valor de DBO
(<0,1mg/L). Este resultado pode ser devido a presenca de grandes
guantidades de sedimentos e diminuicdo dos volumes de agua observados no
dia da realizacdo da coleta. Segundo Tucci et al. (1995), devido a largura e
profundidade, durante os periodos de estiagem, o Arroio Dildvio tem
depositado no seu canal a producdo de sedimentos da bacia. Sateles et al.
(2006), sugerem que a quantidade e a natureza de sedimento influencia
diretamente nos niveis de DBO, onde a presenca de carga organica elevada
impede a existéncia de oxigénio dissolvido no meio liquido, favorecendo a
degradacdo da matéria organica por anaerobiose e diminuindo a DBO

A Demanda Quimica de Oxigénio (DQO) determina a quantidade de
matéria organica suscetivel a oxidacdo por meios quimicos em uma amostra
liquida. No Arroio Dilavio a coleta realizada no verdo obteve os menores
indices de DQO observados (<3mg/L), enquanto que no inverno obteve-se os
maiores valores (154,9mg/L). De acordo com a Portaria N° 05/89 da Secretaria
da Saude e do Meio Ambiente (SSMA) do Rio Grande do Sul, os limites
maximos estabelecidos para DQO, estao entre < 450 a < 160mg/L dependendo

do volume de vazéao do efluente poluidor. Dessa forma, embora o valor obtido
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de DQO esteja alto (154,9mg/L), ainda esta dentro dos valores estabelecidos
pela SSMA. Entretanto, no estudo realizado por Oliveira et al. (2012), o
resultado mais elevado de DBO obtido foi de 60mg/L, diferindo dos resultados
obtidos no presente estudo, evidenciando que pode ter ocorrido uma
contaminacdo maior do Arroio Diluvio no periodo de coleta desse trabalho.
Quanto mais proximos estiverem os valores de DBO e DQO, mais facil sera a
biodegradacdo. Entretanto, observou-se elevada diferenca entre os valores
destes parametros na coleta de inverno. Segundo Sateles et al. (2006), o
aumento da DQO pode estar relacionado a toxicidade do ambiente aquatico,
ocasionada por microrganismos como bactérias que possuem toxinas naturais.
Outro fator que pode contribuir para o aumento da DQO segundo o autor, € a
morte de grande quantidade de algas.

Nos corpos d’agua o nitrogénio pode ocorrer nas formas de
nitrogénio organico, amoniacal, nitrito e nitrato (ANA, 2014). Os compostos de
nitrogénio sdo nutrientes importantes nos processos biolégicos, e o langamento
em grandes quantidades de nitrogénio nos recursos hidricos, pode causar
eutrofizacdo, prejudicando o abastecimento publico e a qualidade da agua.
Segundo a Agéncia Nacional Aguas (2014), as principais fontes de nitrogénio
nos corpos d’agua sao os esgotos sanitarios, efluentes industriais e agricolas.
No Rio Grande do Sul o nivel maximo estabelecido pela SSMA é de 10mgl/L,
sendo os resultados obtidos na coleta de inverno para os trés pontos coletados
superiores ao valor maximo estabelecido no estado. Jorddo et al. (2007),
observaram valores elevados de nitrogénio total (50mg/L) em determinados

pontos coletados ao longo do rio Turvo Limpo em Minas Gerais. Os autores
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sugerem que a variacdo nos valores de nitrogénio total esta ligada com os
diferentes tipos de poluentes que o rio recebe. Bertoldo et al. (2004) sugerem
que o aumento do nitrogénio total é diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo de esgoto bruto, onde valores de nitrogénio total elevados podem
influenciar diretamente na qualidade das aguas, bem como na populacdo
microbiana presente.

Nos resultados obtidos do presente estudo para os testes de triagem
iniciais, observou-se um elevado numero de isolados urease e DBB negativos
(Figura 4), sugerindo a prevaléncia de leveduras com relacédo aos ascomicetos.
Resultado semelhante foi observado por De Almeida (2005) avaliando a
comunidade de leveduras no estuario do Rio Tangus em Portugal, onde o autor
constatou que a maioria das leveduras isoladas pertenciam ao Filo
Ascomycota. Segundo o autor, ndo houve correlacdo entre as estacées do ano
e a prevaléncia da presenca de leveduras com relacdo aos ascomicetos.

As leveduras que apresentaram termotolerancia a 37°C isoladas do
Arroio Dilavio foi elevada, com diferenca significativa entre as estacdes do ano,
sendo o maior numero de isolados positivos obtido no periodo do verdo (Figura
5). Brandao et al. (2010), em estudo analisando a presenca de leveduras
oportunistas em fontes de agua doce, através do ensaio de termotolerancia a
37°C, observaram numero elevado de leveduras com capacidade de
crescimento nesta temperatura identificando como grupo prevalente as
leveduras do género Candida, e associando a presenca de leveduras
oportunistas com a presenca de coliformes fecais. Essa correlagdo também foi

descrita por Coelho et al. (2010) que constataram a presenca de leveduras que
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crescem a 37°C com poluicdo fecal, e sugerindo que a principal fonte de
contaminagcdo por esses microrganismos seja do esgoto doméstico despejado
em efluentes. Segundo Hagler (2006), as leveduras associadas com animais
de sangue quente incluem varias espécies de leveduras fermentativas e ha um
aumento na propor¢cdo dessas em aguas poluidas, indicando assim a origem
da poluicdo e justificando a presenca de leveduras com capacidade de
crescimento a 37°C. Arvanitidou et al. (2005) analisando amostras de 4gua de
rios na Grécia, sugerem que a populacédo e o numero de leveduras isoladas é
influenciado pela temperatura, pois ha um aumento da concentracdo de
leveduras em climas tropicais quando comparado com climas temperados.
Diversos sdo os fatores que podem influenciar na populacéo de leveduras em
um mesmo ambiente, incluindo a possivel migracdo e adaptacao de leveduras
consideradas de ambientes terrestres e restritos a humanos, para ambientes
aguaticos (Coelho et al., 2010; Brandao et al., 2010).

Para selecionar as leveduras oportunistas, além dos ensaios
descritos acima foi realizado ensaio para verificar presenca de fatores de
viruléncia, pela atividade das enzimas hidroliticas fosfolipase e proteinase em
todos os isolados que cresceram a 37°C. Diversos estudos analisaram a
presenca de enzimas hidroliticas em isolados clinicos, pois facilitam a
capacidade de estabelecer doenca no hospedeiro, conferindo assim um
determinado grau de viruléncia as leveduras (Ballal & Vinitha, 2009; Costa et
al., 2010; Mattei et al., 2013; Mohan & Ballal, 2008). Entretanto, ndo ha
investigacbes quanto a atividade de fosfolipase e proteinase de leveduras

oportunistas isoladas de ambientes aquéticos. A presenca de fosfolipase e
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proteinase sdo consideradas importantes fatores de viruléncia para leveduras
do género Candida, possibilitando assim uma triagem para selecionar isolados
oportunistas.

Mattei et al. (2013) analisando isolados clinicos de Candida spp.
observaram que 73% dos isolados apresentaram atividade tanto para
proteinase quanto para fosfolipase, diferentemente dos resultados obtidos no
presente estudo, onde somente 13 isolados (n=97) foram positivos para ambas
as enzimas. Além disso, poucos isolados foram capazes de apresentar
atividade para fosfolipase ou para proteinase separadamente. Estes resultados
sugerem gue as leveduras ambientais potencialmente oportunistas podem ter
uma diminuicdo da expressdo dessas enzimas, sendo menos virulentas que
isolados clinicos devido ao ambiente em que foram isoladas. Entretanto,
Mohan & Ballal (2008) sugerem que a viruléncia de leveduras oportunistas nao
€ atribuida somente a um fator, mas sim a uma combinacdo de varios fatores,
como proteinase, fosfolipase, formacéo de biofilme, termotolerancia, etc. Sendo
assim, outros fatores de viruléncia podem estar atuando nos isolados obtidos
do Arroio Dilavio.

Dos 193 isolados iniciais encontrados nas coletas do Arroio Dilavio,
somente 50 apresentaram resultados satisfatorios nos ensaios anteriores,
sendo assim estas leveduras foram testadas frente a antifiUngicos pelo ensaio
de fungigrama e concentracdo inibitéria minima (CIM). Embora a técnica de
disco difusdo para fungigrama seja descrita pela CLSI, a técnica de
microdiluicdo em caldo continua sendo preconizada para verificar perfil de

suscetibilidade aos antifingicos, uma vez que os valores padronizados no teste
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de disco difusdo sdo somente para caspofungina, fluconazol e voriconazol.
Neste estudo foram incluidos outros antifingicos usados na pratica clinica, e
utilizado os valores de halo sugeridos pelo fabricante.

No presente trabalho, foi observado de um modo geral, para o
ensaio de disco difusdo, um perfil de sensibilidade para anfotericina B e
nistatina. Entretanto, foram verificados perfis de resisténcia nos isolados para
os antifungicos voriconazol e fluconazol, 18% e 23% referente aos isolados da
coleta de inverno respectivamente, e 6% para ambos os farmacos da coleta de
verdo. Em um estudo realizado por Demitto et al. (2012) verificando o perfil de
resisténcia entre isolados clinicos de Candida spp., 0os autores observaram que
a anfotericina B apresentou os melhores resultados com sensibilidade elevada
entre as leveduras testas. Porém para o fluconazol e o voriconazol os autores
evidenciaram uma sensibilidade reduzida, dados estes similares aos obtidos
neste estudo. Segundo Pfaller et al. (2003), podem ocorrer erros na técnica de
disco difusdo na avaliacdo entre os perfils de sensibilidade, sendo assim o
autor sugere que os isolados confirmados com resisténcia por esta técnica
devem ser confirmados pelo teste de microdiluicho em caldo para evitar
isolados falso resistentes.

Com relacao ao ensaio de concentracao inibitoria minima (CIM), dos
50 isolados testados, 15 foram resistentes ao fluconazol e 15 resistentes ao
itraconazol. Para os demais antifingicos testados, cetoconazol, anfotericina B e
voriconazol, ndo foram observados perfis de resisténcia. Medeiros et al. (2008)
verificaram a presenca de leveduras oportunistas presentes em amostras de

agua do Rio Doce em Minas Gerais, onde os isolados obtidos pelos autores
58



demonstraram perfil de suscetibilidade ao fluconazol e anfotericina, porém
aproximadamente 50% dos isolados apresentaram resisténcia para o
itraconazol. Estes dados diferem do presente estudo onde observou-se
resisténcia para fluconazol em ambas as coletas realizadas. Entretanto, os
resultados obtidos para o itraconazol sdo similares aos dados descritos por
Medeiros et al (2008). Outro estudo realizado por Brandao et al. (2010)
analisando o perfil de suscetibilidade de leveduras isoladas do Rio Turvo Limpo
em Minas gerais, observaram isolados mais resistentes a anfotericina B e
itraconazol, entretanto com perfil de suscetibilidade elevada ao fluconazol.
Diferentemente do que foi observado por Brandéo et al., os isolados do arroio
diluvio apresentaram perfil de suscetibilidade elevado para anfotericina B, e
resisténcia aumentada ao fluconazol e itraconazol. Segundo Silva et al. (2012),
as variacOes observadas nos perfis de suscetibilidade aos antifungicos pode
estar relacionada com a regido geografica e a populacao, diferindo de um local
para outro.

Dos isolados testados neste trabalho, somente trés apresentaram
resisténcia ao mesmo antifingico em ambas as técnicas realizadas. Destas
leveduras, duas pertencem a coleta de inverno (I12B21 e I3B5) e um a coleta de
verdo (V2B14), ambos resistentes ao fluconazol no fungigrama e CIM. Junior et
al. (2012), comparou as duas técnicas em isolados clinicos de Candida spp.
isoladas de pacientes de um hospital do Ceard, e observou isolados resistente
ao fluconazol pela técnica de disco difusdo que ndo obtiveram o mesmo
resultado para o CIM. Outro estudo comparando as duas técnicas foi realizado

por Demitto et al. (2012), que observou 100% de correlacao entre os resultados
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obtidos pelo CIM e disco difusédo para fluconazol. Entretanto, o autor ressalta a
importancia da técnica de disco difusdo para triagem em um laboratério, sendo

necessaria a confirmacao por CIM.
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6- CONCLUSAO

Dos 193 isolados obtidos nas coletas realizadas ao longo do Arroio
Diltvio, aproximadamente 170 apresentaram relacdo aos ascomicetos. Destas
leveduras, 50 isolados apresentaram capacidade de crescimento a 37°C e
atividade para as enzimas fosfolipase e proteinase consideradas fatores de

viruléncia, sugerindo a presenca de leveduras oportunistas.

Foi observado perfil de resisténcia para o fluconazol e voriconazol no
ensaio de fungigrama. Entretanto para os ensaios de concentracdo inibitéria

minima observou-se resisténcia ao fluconazol e itraconazol.

Somente trés isolados no presente estudo apresentaram perfil de

resisténcia em ambos 0s ensaios realizados.

Estes dados demonstram a variabilidade do perfil de resisténcia e
sensibilidade das leveduras encontradas em amostras de agua, corroborando
assim para que se efetuem mais estudos sobre o potencial da presenca de

microrganismos resistentes em amostras de agua doce.
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7- PERSPECTIVAS

-Sequenciamento dos isolados resistentes encontrados no

fungrigrama e concentracao inibitéria minima.

-ldentificacdo em nivel de espécie das leveduras visando encontrar

isolados pertencentes ao género Candida.
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9- ANEXOS

Meio YMA+CL (Yeast Malt Agar)
1% de glicose

0,5% de peptona

0,3% de extrato de malte

0,3% de extrato de levedura

2% de Agar

0,2% de Cloranfenicol

Meio para Urease

1,17% de YCB (Yeast Carbon Base)
2% agar

Fucsina Acida

1% de Uréia
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Teste DBB:
15ml de tampéo 0,1M Tris HCI pH 7,0.

15mg Fast Blue B.

Meio Fosfolipase
6,5% Sabouraud
5,73% NaCl
0,055% CaCl:

4% Gema de Ovo

Meio Proteinase

1,17% Yeast Carbon Base
0,01% Extrato de Levedura
1,6% Agar

0,2% BSA

Solucéo de Coloracao para Proteinase
0,1% amido black

20mL acido acético

Solucéo Descorante para Proteinase
0,1% acido aceético
99,9 mL agua destilada.

71



