
D R A . M A R C I A  D E  S O U Z A  C A R V A L H O  M E L H E M

F a r m a c ê u t i c a - B i o q u í m i c a

P e s q u i s a d o r a  C i e n t í f i c a  V I  d o  I n s t i t u t o  A d o l f o  L u t z

D o c e n t e  d o  P r o g r a m a  d e  P ó s  G r a d u a ç ã o  e m  C i ë n c i a s d a  S c r e t a r i a E s t a d u a l  d a  S a ú d e

< m e l h e m m r @ u o l . c o m . b r >

O meio ambiente como dispersor de resistência 

fúngica



Apresentação

 Fungos

 Antifúngicos

 Resistência a antifúngicos e outros compostos

 Fungos em meio ambiente

 Biofilmes por fungos

 Resistência fúngica ambiental e impacto na saúde 

 Conclusões e perspectivas



Colonias com aspecto

veludo, penugem, algodão, 

couro, poeira 

cor única ou múltipla

Fungos Filamentosos = 

bolores = mofos

Fungos: 2 grandes grupos



Esporos

filamentos

Esporos e Filamentos 

Lupa (x100)

Microscópio Eletrônico  (x8000)



Aspergillus spp. 

Filamentosos mais comuns em meio 
ambiente

Fusarium spp. Penicillium spp. 



Textura/cor das colônias:

pasta, creme, gel ou muco/

branca, bege, salmão, rosa,

laranja ou vermelho 

Leveduras

Mais comum: Candida spp



ANTIFÚNGICOS PRINCIPAIS

A -Posaconazol (2009 no Br)

B- Itraconazol (1990)

C- Voriconazol (2008 no Br)

D- Fluconazol (1990) 

Ravuconazol

Isavuconazol



Ação dos azóis: impedir multiplicação dos fungos 

 Como agem os 
medicamentos azólicos?

-Impedindo a formação do 
ergosterol.

A célula perde a 
capacidade de se 
reproduzir  sem 
ergosterol.

Após um tempo ocorre 
morte celular.

Ergosterol 
(lipídeo)

(~ colesterol
célula humana)



Como se forma o ergosterol?

ERG11

Lipídeos precursores  
do ergosterol



Mecanismo de ação dos azóis



Como os fungos 
conseguem resistir 
à ação dos azóis?



ERG11

Célula tem mutação no gene Erg11 e produz

enzima com estrutura diferente

Produzem enzima que não se acopla nos azóis



Produzem enzima em excesso 



Aumentam atividade e produção de proteínas 
que expulsam os fármacos 

(bombas de expulsão) 



Hormonios

esteroides, 

Substâncias tóxicas

Metais pesados

etc...

Aumentam atividade e produção de proteínas 
que expulsam fármacos e outras substancias 

estranhas (bombas de expulsão) 



Enzima modificada por mutação do gene G11

FCZ

FCZ

FCZ

FCZ

Todos os mecanismos de resistência podem 
coexistir (super resistência)



Antifúngico

Fungo 

Microbiologistas 

Concentração Inibitória Mínima

(MIC, minimum inhibitory 

Como descobrir se um fungo 
é resistente?



Teste de microdiluição (IAL)

 Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, EUA, 
2012)- normas para avaliar atividade de antifúngicos

Resultado:

Aspergillus ambiental = MIC de 5 mg/L para itraconazol

(normal é <2 mg/L)



Fungos em meio ambiente: decompositores 



Animais selecionam os fungos mais 
resistentes e os devolvem ao meio ambiente



Recolocam os fungos (e outros germes) no solo



Há uma seleção e multiplicação dos fungos mais resistentes
a produtos tóxicos do solo (fungicidas e poluentes químicos)



Fungos em atmosfera 



Poeira de chuva e atmosférica

Tempestades carreiam partículas de poeira por km ao redor do globo e 
com elas….esporos de fungos

(mais resistentes quando em ambientes poluidos)



Correntes de ar e pássaros 

Disseminam  esporos fúngicos e os 

depositam, diretamente, em 

ambientes aquáticos  ou em pedras e 

solo adjacente a cursos d’água



Biteen et al., ACS Nano 2016, 10, 6-37.

Coleta de amostras de rio (A) para isolamento de fungos. (B) para busca de 
DNA fúngico (mais abrangente)

Fungos em rios, lagos e reservatórios: 
vindos do solo ou nativos da água 



Fungos em sistema de distribuição de água 

Ana B. Gonçalves, , R. Russell M. Paterson, ,
Nelson LimaSurvey and significance of
filamentous fungi from tap
water International Journal of Hygiene and
Environmental Health, 2006

Tothova L.Occurrence of microscopic fungi in
the Slovak section
of the Danube River. Biologia, 1999.

Contém  fungos saprófitas  (degradam mat.orgânica) 

e podem produzir:

 micotoxinas 

 pigmentação

 odor  na água (Servais et al., 1992)

 E fungos, potencialmente, patogênicos (Rosas et al., 1992; 

Kinsey et al. , 1999; Garnett et al., 2000; Petrucio et al., 2005) 
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Água de sistema hospitalar

Os esporos de qualquer espécie de fungo podem:

 contaminar alimentos e mãos enfermeiros/médicos

 infectar pacientes hospitalizados durante o banho 

(aerosois) ou lavagem de rosto (mucosa nasal) 

 principalmente pacientes com falha no sistema 

imunológico 

Aspergillus (mais comum 90%) e Fusarium (seria o 

mais comum no Br ???)



Laurence et al. High levels of diversity in 
Fusarium oxysporum from non-cultivated
ecosystems in Australia Original Research 

Article Fungal Biology, 2012

 Fusarium é encontrado em bacias e sistema de 
distribuição

 F. oxysporum é primariamente fitopatógeno (melão, 
tomates, etc), se adapta a qualquer solo.

 F. acuminatum (podridão caule do milho, cevada, 
rabanetes, tomates, melão, trigo, cevada, aspargos)

 Micoses de unhas, córnea e disseminada (sangue)

 R a vários azóis

Palmero et al.Species of
Fusarium isolated from river and sea

water of southeastern Spain and
pathogenicity on four plant species. Plant

Dis.2009.

Guarro J. Fusariosis, a complex infection
caused by a high diversity
of fungal species refractory to treatment. Eur J
Clin Microbiol Infect Dis. 2013



Leveduras em água tratada 

Espécies mais comuns: Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata (Arvanitidou et al., 1999)

Fonte: José Antônio G.Ferreira, UFMG, 2009

BIOFILME 

Apesar da extensa ocorrência, pouca importância é dada à presença e significância

de leveduras e filamentosos (Souza et al., 2003)



Fungos formam biofilmes 

 Santuários de micro-organismos

 Resistência física e química a stress

 Esporos do biofilme são mais resistentes do que os 

esporos planctônicos (livres) 

 Estimativas 80% de todos 

os micro-organismos 

vivam no meio ambiente como 

comunidades de biofilmes 



Fungos formam biofilmes 

Temperatura

Resíduo de 
desinfetantes 

Nutrientes

Regime 
hidráulico 

Características da 
superfície inerte 

Problemas no sistema de distribuição de água 

 Proporcionam alta [de fungos] 

 Protegem fungos da desinfecção 

 Promovem disseminação de esporos



HEMODIÁLISE

 Formação de biofilme na tubulação da máquina de hemodiálise

 Pacientes estão imunodeprimidos pela doença renal

 Sistemas de desinfecção podem ser ineficazes 

 Análise bacteriológica de rotina da água usada nos procedimentos de 

hemodiálise não inclui a pesquisa e/ou identificação de fungos e, aos 

pouco, surgem estudos que têm relatado o encontro de várias espécies na 

água usada para hemodiálise.



Problema relacionado  à água usada em hemodiálise

MEMBRANA DE DIÁLISE

Pode haver rompimento  da integridade da 

membrana, com o reuso (para o mesmo 

paciente) após enxágüe para retirada do 

sangue restante, seguido de limpeza química 

e desinfecção  contaminação do sangue. 



Outros problemas com fungos em água

 Existem fungos aquáticos (Oomycota e Chytridiomycota) que por 

irrigação em cultivos podem ser fitopatógenos (Shearer et al., 2007; Raja et al., 2009).

 Por ex.: batatas importadas da América do Sul, continham  fungo 

(Phytophthora infestans) que quase devastou a colheita nacional da 

Irlanda  (1846–1847), pois as batatas não tinham habilidade para 

resistir ao fungo desconhecido no país. 

 Outro fungo aquático das Américas (Plasmopara viticol ) quase 

exterminou os vinhedos franceses e a industria do vinho na Franca 

(1870s). A infestação levou ao uso do primeiro fungicida,  sulfato de 

cobre, protectante (filme na superfície da planta).

 E hoje, como está o uso de fungicidas agrícolas?



AGROTÓXICOS NO BRASIL



Uso de agrotóxicos fungicidas no Brasil

Hortaliças usam 8x-16x mais agrotóxicos do que monoculturas 

Aumento de 190% no consumo de agrotóxicos (2010)

Legislação 
Brasileira

Decreto 5981/2006

Lei Federal 
9974/2000 

Lei Federal 
7802/1989

Agrotóxicos específicos  para fungos 
agem, diretamente, na célula fúngica

Triazólicos

Impacto  fungos  ambientais 
Uso aumento  produção de 

alimentos

17 tipos de fungicidas triazólicos

Fungicidas : 14% do mercado nacional



Compostos azólicos

Azóis

14 α-demetilase
Lanosterol Ergosterol

gene ERG11

Instabilidade da 
membrana celular

Fungicidas ambientais = antifúngicos clínicos = mesmo tipo de ação

Quando aspergidos sobre plantações 

agem sobre os fungos de solo,

ar e água (lixiviação).

Selecionam fungos resistentes (R) ?  

Esses fungos seriam (R) aos fármacos ?



Adaptado de Lin e Heitman, 2012

Dispersão de resistência e impacto no homem

Meningite 
fúngica

Ingestão de fungos resistentes
Contaminação da pele e unhas



Dispersão de resistência e impacto no homem



Transplante de órgãos sólidos e medula óssea

quimioterapia
Nutrição parenteral 

Procedimentos invasivos

Antibióticos de largo espectro

UTIs Aids

http://www.animationlibrary.com/a-l/?n=image.php3&image_id=12804
http://www.animationlibrary.com/a-l/?n=image.php3&image_id=12803
http://www.animationlibrary.com/a-l/?n=image.php3&image_id=12812


Mortalidade por fungos



Aspergillus em pneumonias 

 24% eram R a azóis

 88% de mortes

 Registros : 9 países (incluindo Colombia)

 Em pacientes virgens de tratamento !

 Sem contato entre eles !

 Como esses Aspergillus tinham a R ?????

Probabilidade grande:  Aspergillus R inalados do meio
ambiente !



Aspergillus de pneumonias 

Mutação (TR34/L98H) no DNA 
igual à descrita na 
literatura em

fungo fitopatógeno

multiresistente a fungicida

(Mycosphaerella 
graminicola)  

contra o qual se usa 
APENAS azóis !!!

trigo Mycosphaerella graminicola

Emerg.nfecti Dis 2016



Estudo global para busca desse tipo de R em 
pacientes com infecções resistentes

Emerging Infectious Diseases • www.cdc.gov/eid • Vol. 21, No. 6, June 2015



Conclusões e Perspectivas

Lixiviação 

Uso fungicidas azólicos em hortas na nossa região 

Disseminação, em bacias da nossa região, de fungos R a fungicidas azólicos? 
Biofilmes na rede de distribuição?Aumento da R ?

Espécies R também a antifúngicos usados na prática médica, como 
fluconazol, itraconazol, cetoconazol

(uso em micoses de pele, unhas, pneumonias e disseminadas)

Impacto para pacientes  com micoses? Recidivas e insucesso no tratamento?

•A R a azóis é um problema emergente (até o momento em Aspergillus).
•Disseminada na Europa
•Seleção de R no meio ambiente contribui para ocorrência de doença R tratamento



Respostas somente na próxima década!

Obrigada pela atenção!



Material e métodos

Horta A – uso de 
fungicidas

Horta B – sem uso 
de fungicidas

Água de lavagem Água de irrigação Água de lavagemÁgua de irrigação

Doutorado de Juliana Possato Fernandes Takahashi, 2016 

Rio Claro, SP

Coleta de Janeiro de 2012 a Setembro de 2014
12 dias de coleta = solo + água de lavagem + água de irrigação



Material e métodos

Método de STAIB 
(1929)

Solo coletado ~ 15 cm 
de profundidade

3 pontos diferentes

Solução de penicilina  (1.200.000 UI –
4,5mg/mL)  e estreptomicina 
(10mg/mL)

5 placas
Mycosel

DRBCm

Fotos: Arquivo pessoal

35°C ± 2°C/ 7d

12d x 2 hortas x 3 

pontos x 5 placas = 

360 placas



Fotos: Arquivo pessoal



Resultados

12 coletas (2012-2014)

72 amostras de solo
36 amostras de água

9 isolados de Exophiala spp. 16 isolados de Cryptococcus spp.

Fotos: Arquivo pessoal



C.flavescens C.magnus C.albidus

C.terrestris C.laurentii C.neoformans



Distribuição das espécies - tipo de horta



Concentração inibitória mínima (mg/L) de antifúngicos de uso clínico 
e fungicidas ambientais frente a cepas de Cryptococcus spp.



Distribuição de espécies – tipo de horta



Concentração inibitória mínima (mg/L) de antifúngicos de uso clínico 
e fungicidas ambientais frente a cepas de leveduras negras



Cromatografia



Análise das amostras ambientais para ciproconazol e 
difenoconazol em HPLC e cromatografia gasosa



Conclusões

Uso de 
fungicidas 

azólicos em 
outros países

Solo

Água de lavagem

Água de irrigação

Cromatografia líquida 
(HPLC) e cromatografia 

gasosa

Lixiviação? 
Níveis residuais abaixo limite detecção?

Aprimoramento de métodos
Detecção multiresidual
Outras alternativas




