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Fungos

Antifingicos

Resisténcia a antifingicos e outros compostos
Fungos em meio ambiente

Biofilmes por fungos

Resisténcia fungica ambiental e impacto na satde

Conclusoes e perspectivas



Fungos: 2 grandes grupos

O

Colonias com aspecto

veludo, penugem, algodéao,
couro, poeira

cor unica ou multipla

Fungos Filamentosos =
bolores = mofos




Microscopio Eletrénico (x8000)

Lupa (x100)



Filamentosos mais comuns em meio
ambiente

{€) Fungi-Rem

Fusarium spp. Penicillium

woy-1bung

spp.




Textura/cor das coldnias:
pasta, creme, gel ou muco/

branca, bege, salméo, rosa,

laranja ou vermelho

Mais comum: Candida spp



ANTIFUNGICOS PRINCIPAIS
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Como agem 0s

= medicamentos azolicos?
PAREDE -Impedindo a formacao do
ergosterol.
MEMBRANA

A célula perde a

Ergosterol capacidade de se
(lipideo) reproduzir sem
(~ colesterol
ergosterol.

CTELTIMELE))
ApOs um tempo ocorre
/ morte celular.



Como se forma o ergosterol?
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Mecanismo de acao dos azois
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Como os fungos
conseguem resistir
a acdo dos azois?




Produzem enzima que nao se acopla nos azois

SYERGOSTEROL




Produzem enzima em excesso

ERGOSTEROL




Aumentam atividade e producao de proteinas
que expulsam os farmacos
(bombas de expulsao)




Aumentam atividade e producao de proteinas
que expulsam farmacos e outras substancias
estranhas (bombas de expulsao)

ERGOSTEROL




Todos os mecanismos de resisténcia podem
coexistir (super resisténcia)

> 22 20STEROL

inziima modificada pc e G11
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Como descobrir se um fungo
¢ resistente?

Antifungico

Microbiologistas

Concentracao Inibitéria Minima

(MIC, minimum inhibitory



Teste de microdiluicao (IAL)

O

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




Fungos em meio ambiente: decompositores




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

Microbial Invasions:
The Process, Patterns, and Mechanisms

Cyrus A. Mallon, Jan Dirk van Elsas and Joana Falcao Salles
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Fungal microbiota from rain water and pathogenicity of

Fusarium species isolated from atmospheric dust and
rainfall dust

Tempestades carreiam particulas de poeira por km ao redor do globo e
com elas....esporos de fungos
(mais resistentes quando em ambientes poluidos)
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Disseminam esporos fingicos e os
depositam, diretamente, em
ambientes aquaticos ou em pedras e

solo adjacente a cursos d’agua




Fungos em rios, lagos e reservatorios:
vindos do solo ou nativos da agua

< G Pubicatons

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

Coleta de amostras de rio (A) para isolamento de fungos. (B) para busca de

DNA fﬁnﬁ'co (mais abraniente)
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Contém fungos saproéfitas (degradam mat.organica)

e podem produzir:
micotoxinas
pigmentacao
odor na agua (servais et al., 1992)
E fungos, potencialmente, patogénicos (rosas et al., 1992;

Kinsey et al. , 1999; Garnett et al., 2000; Petrucio et al., 2005)




T 1996

Fungos sistema de distribui¢cdo de agua otavel

groundwater

Country, Place, Period of time Type of Main isolation Most frequent Refs.
Year water method fungal isolates

. United Kingdom,  Autumn and  Surface water and Membrane Aspergillus, Cladosporium, [4]

Spring network filtration, Direct  Epicoccum, Penicillium and
plating and Bating Trichoderma
Greece, One collection Tap water Membrane Penicillium, Aspergillus and [14]
Thessaloniki, (126 samples) (hospital and filtration Acremonium
1998 community)
Greece, 85 One collection  Municipal water Membrane Penicillium and Aspergillus [15]
haemodialysis (255 samples) supplies of filtration
units, 1998 haemodialysis
centres

Germany, North 12 months Drinking water Pour-plating Acremonium, Exophiala, [5]
Rhine-Westphalia, Penicillium and Phialophora
1998/9
Norway, December, Drinking water Membrane Penicillium, Trichoderma [9.10]
14 networks, June and (surface and filtration and Aspergillus
2002/3 September groundwater) B
Portugal, Braga, 12 months Tap water Membrane Penicillium and [8]
2003/4 filtration Acremonium
Pakistan, Karachi, = One collection Water Direct plating Aspergillus niger and [16]
2007 (30 samples) (and fruit juice) A. clavatus
Australia, 18 months  Municipal water Membrane Cladosporium, Penicillium, [13]
Queensland, 2007/8 filtration Aspergillus and Fusarium
Brazil, Recife, 5 months Water treatment Membrane Penicillium, Aspergillus [17]
2009/10 plant; tap water filtration and Phoma
Portugal, Lisbon, 4 months surface water; Membrane Aspergillus, Cladosporium, [18,19]
2010 spring water; filtration Penicillium




Os esporos de qualquer espécie de fungo podem:
contaminar alimentos e maos enfermeiros/médicos

infectar pacientes hospitalizados durante o banho

(aerosois) ou lavagem de rosto (mucosa nasal)
principalmente pacientes com falha no sistema
imunologico

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

mais comum no Br ???)



Fusarium é encontrado em bacias e sistema de
distribuicao

F. oxysporum é primariamente fitopatéogeno (melao,
tomates, etc), se adapta a qualquer solo.

F. acuminatum (podridao caule do milho, cevada,
rabanetes, tomates, melao, trigo, cevada, aspargos)

Micoses de unhas, cornea e disseminada (sangue)
R a varios azois

Fusariosis, a complex infection caused by a high diversity
of fungal species refractory to treatment




Leveduras em agua tratada

O

Espécies mais comuns: Candida albicans, C. parapsilosis, C. glabrata (awanitdou etal., 1999)

Apesar da extensa ocorréncia, pouca importancia é dada a presenca e significancia

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

BIOFILME
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Fonte: José Antonio G.Ferreira, UFMG, 2009




m Cold Spring

larbor
e Perspectives in Medicine

ngal Biofilms, Drug Resistance, and Recurrent Infection
Jigar V. Desai, Aaron P. Mitchell and David R. Andes

Santuarios de micro-organismos

Resisténcia fisica e quimica a stress

Esporos do biofilme sao mais resistentes do que os

esporos planctonicos (livres)
Estimativas 80% de todos

0S micro-organismos

vivam no meio ambiente como

comunidades de biofilmes
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Fungos formam biofilmes

sssss

Fungal Biofilms and Drug
Resistance

Mary Ann Jsbra Rizks Willam A Falkisr* and Timathy F. Maillisrs

Problemas no sistema de distribuicao de agua

» Proporcionam alta [de fungos]
» Protegem fungos da desinfeccao

» Promovem disseminacao de esporos

Temperatura

Nutrientes

Caracteristicas da
superficie inerte Residuo de
4 desinfetante

Regime
hidraulico

1




informa

Filamentous fungi recovered from the water distribution
system of a Belgian university hospital

Formacao de biofilme na tubulacao da maquina de hemodialise
Pacientes estao imunodeprimidos pela doenca renal
Sistemas de desinfeccao podem ser ineficazes

Analise bacteriologica de rotina da agua usada nos procedimentos de
hemodialise nao inclui a pesquisa e/ou identificacao de fungos e, aos
pouco, surgem estudos que tém relatado o encontro de varias espécies na

agua usada para hemodialise.



Inside the Dialyzer

Bilood from your body 1.
enters the machine . i
and flows past one :

side of a membrane. S
The membraneisa — |
barrier that keeps
blood and dialysate
from mixing, but lets
waste through.

Dialysate is a special ——
fluid that pulls waste pe
from blood. It flows past

the other side of the =
_/ &
1 ‘. )
into the dialysate,

membrane.

Waste, extra fluid,

Clean, filtered blood — |
goes back to your body.

MEMBRANA DE DIALISE

Pode haver rompimento da integridade da
membrana, com 0 reuso (para 0 mesmo
paciente) apos enxague para retirada do
sangue restante, seguido de limpeza quimica

e desinfecgdo — contaminacéo do sangue.




Existem fungos aquaticos (Oomycota e Chytridiomycota) que por

irrigacao em cultivos podem ser fitopatOdgenos (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 nao tinham habilidade para

resistir ao fungo desconhecido no pais.

Outro fungo aquatico das Américas (Plasmopara viticol ) quase
exterminou os vinhedos franceses e a industria do vinho na Franca
(1870s). A infestacao levou ao uso do primeiro fungicida, sulfato de

cobre, protectante (filme na superficie da planta).

E hoje, como esta o uso de fungicidas agricolas?



AGROTOXICO

AGROTOXICOS NO BRASIL
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Uso de agrotoxicos fungicidas no Brasil

O

Aumento de 190% no consumo de agrotoxicos (2010)

Hortalicas usam 8x-16x mais agrotoxicos do que monoculturas

Uso— aumento producaiode ——

: Impacto — fungos ambientais
alimentos =

Agrotoxicos especificos para fungos
agem, diretamente, na célula fiungica

.. . Decreto 5981/2006
Fungicidas : 14% do mercado nacional .
Lei Federal
9974/2000
. . . . e Lei Federal
17 tipos de fungicidas triazolicos -802/1989




Compostos azolicos

14 a'd”ﬂase Instabilidade da
—> Lanosterol > Fr rol —»

gene ERG11 membrana celular

Fungicidas ambientais = antifingicos clinicos = mesmo tipo de acao

Az01s

Y r .

Quando aspergidos sobre plantagoes
agem sobre os fungos de solo,
ar e agua (lixiviacao).
Selecionam fungos resistentes (R) ?

Esses fungos seriam (R) aos farmacos ?




Dispersao de resisténcia e impacto no homem

Carreadores para dspersio

1 FONTES
\ AMBIENTAIS
Infeccio ammal

w5

Hospederos Inverebrados

Disseminacdo
Infecclo hematogénice
pulmonar

Meningite
fangica

Ingestao de fungos resistentes

interacho de Micro-organismos. ¢° Contaminacao da pele e unhas
.O

®
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Procedimentos invasivos
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Azole Resistance of N
Aspergilius fumigatus in BAAC
Immunocompromised

e Aspergillus em pneumonias

Rlarandre Alanio. Blandire Denis,

Saria Hamars, Emmsanuesl Raffous.
Regis Peflaut de Lotow Jean bleocss
Sandy Amaorim. Sophie Tourster

Anne Bergeron. Sieghane Bretagne

e 24% eram R a az0is

o 88% de mortes

» Registros : 9 paises (incluindo Colombia)
» Em pacientes virgens de tratamento !

» Sem contato entre eles !

Probabilidade grande: Aspergillus R inalados do meio
ambiente !




Azole Resistance of
Aspergillus fumigatus in
Immunocompromised
Patients with Invasive

R Aspergillus de pneumonias

Amarim_ Lophis Tourstier,
Hm &m-:'m
_________ Emerg.nfecii Dis 2016

Mutac;ﬁio (TR34/L98H) no DNA
igual a descrita na
literatura em

Mycosphaerella graminicola




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

O

Emerging Infectious Diseases « www.cdec.gov/eid « Vol. 21, No. 6, June 2015

Prospective Multicenter
International Surveillance of
Azole Resistance in Aspergillus fumigatus

J.W.M. van der Linden, M.C. Arendrup, contributes to >90% of resistance mechanisms in azole-re-
A.Warris, K. Lagrou, H. Pelloux, P.M. Hauser,  sistant asperpillus diseases (1.3). Azole resistance has been
E. Chryssanthou, E. Mellado, $.E. Kidd, observed in patients with no recent history of azole therapy,
A.M. Tortorano, E. Dannaoui, P. Gaustad, and the mortality rate for patients with azole-resistant inva-

J.W. Baddley, A. Uekdtter, C. Lass-Florl, sive aspergillosis was 88% (3).

N. Klimko, C.B. Moore, D.W. Denning,
A.C. Pasqualotto, C. Kibbler, S. Arikan-Akdagli,  The Study

D. Andes, J. Meletiadis, L. Naumiuk, Our objective was to investipate the prevalence of azole
M. Nucci, W.J.G. Melchers, P.E. Verweij resistance in clinical Aspergillus 1solates. A multicenter in-

i A i i i d4° 1 i /m "4




*A R a azobis é um problema emergente (até o momento em Aspergillus).
*Disseminada na Europa
*Selecao de R no meio ambiente contribui para ocorréncia de doenca R tratamento

Uso fungicidas azolicos em hortas na nossa regiao

Lixiviacao

!

Disseminacao, em bacias da nossa regiao, de fungos R a fungicidas azolicos?
Biofilmes na rede de distribuicio?Aumento da R ?

Espécies R também a antifingicos usados na pratica médica, como
fluconazol, itraconazol, cetoconazol
(uso em micoses de pele, unhas, pneumonias e disseminadas)

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




Obrigada pela atencgao!




Material e métodos

@ —u—
Rio Claro, SP

Horta A — uso de Horta B — sem uso
fungicidas j de fungicidas

Agua de lavagem Agua de irrigacio Agua deirrigacio  Agua de lavagem

Coleta de Janeiro de 2012 a Setembro de 2014
12 dias de coleta = solo + 4gua de lavagem + agua de irrigacao




Material e métodos

O

Solo coletado ~ 15 cm
de profundidade

|

3 pontos diferentes

Método de STAIB
(1929)

Solucao de penicilina (1.200.000 UI —
4,5mg/mL) e estreptomicina

35°C + 2°C/ 7d -
| (lomg/mL)

Mycosel
5 placas

DRBCm

12d x 2 hortas x 3
pontos x 5 placas =
360 placas







Resultados

O

12 coletas (2012-2014)

!

72 amostras de solo
36 amostras de agua

/ \

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




C.albidus
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C.terrestris C.laurentii C.neoformans




Distribuicao das espécies - tipo de horta

O

Horta com fungicida Horta organica
B C. albidus
mm n C. flavescens B C. albidus
m u C. laurentii B C. flavescens
10% u C.magnus u C. laurentii
m B C. neoformans 1 C.magnus
20% ® C.ferrestris 1 Cryptococcus spp

m Cryptococcus spp




Concentracao inibitoria minima (mg/L) de antifangicos de uso clinico
e fungicidas ambientais frente a cepas de Cryptococcus spp.
)
=] = = = o = 5
2 8 3 8 8 S g
& = £ s & 5 3
e a O o
C. neoformans (JPTO1) 32 0.12 0,03 0.12 0.086 0.03
C. terrestris (JPTO8) 16 0.5 0.5 2 0.12
C. albidus (JPT10) 0.5 0.015 0,03 0.02 0.015 0.015
C. albidus (JPT18) 8 0.25 0,12 8 0.25 0.12
C. albidus (JPT17) < 0.25 0.25 8 1 0.086
C. laurantii (JPTO4) a8 0.25 0.25 1 0.5 0.25
C. laurentii (JPT23) 3 0.5 0.015 1 0,06 0.25
C. laurentii (JPT32) 0.5 0.5 0,12 1 0,015 0.5
C.laurentii (JPT153) 2 0.5 0.25 2 1 0.25
C.flavescens (JPT114) 8 0.25 0.25 1 0.5 0.015
C.flavescens (JPT112) sSC
C.magnus (JPT115) sSC
C.magnus (JPT117) sSC
C.magnus (JPT119) sC
Cryptococcus spp. (JPT116) MNR MNR MR NR MNR MNR
Cryptococcus spp-. (JPT118) MNR MR MR MR MNR MNR
SC. sem crescimento; NR. néo realizado




Distribuicao de espécies — tipo de horta

O

Horta com fungicida Horta organica

u Cladosporium
ciado.%mﬁoides

m m B Aureo
13%
2%

asidium pullulans

1 Exaphiala spinifera
® Aureobasidium

25% u Aureobasidium leucospermi pulluians

1 Cladophialophora arxii

§ Exaphiala phaeomuriformis




Concentracao inibitéria minima (mg/L) de antifingicos de uso clinico
e fungicidas ambientais frente a cepas de leveduras negras
()
=] — —
_ T § § § § ¢
s 2 g £ 5§ g g B
2 3 g § 5 £ £ 3
w = TH = ] (] (& o
Cladosporium cladosporioides
complexo (JPTAIT) MR
Aurecbasidium pullulans
complexo (JPTAIZ) 4 0.015 0,03 0,015 0.5 0,015
Aureobasidium pullulans
complexo (JPTAI3) MR
Exophiala spinifera (JPTAL4) MR
Aurecbasidium leucospermi
(JPTALS5) NR
Aureocbasidium pullulans
complexo (JPTSE) 4 0,03 0,12 0,015 0.5 0,015
Cladophialophora arxii (JPTST) >64 0.25 4 8 8 0.015
Exophiala spinifera (JPTS8) 32 0.03 0,25 0.25 1 0.06
Exophiala phaeomuriformis
(JPTS9) 2 0,03 0,015 0.03 0.015 0,015




Cromatografia




Analise das amostras ambientais para ciproconazol e
difenoconazol em HPLC e cromatografia gasosa
(N
Identificagao Ciproconazol Difenoconazol
(mg kg-1) (mg kg-1)

Agua de irrigacdo Horta Botacin 2 ND ND
Agua de Irrigacdo Horta Botacin 3 ND ND
Agua de Irrigacdo Horta Organica 2 ND ND
Agua de Irrigacdo Horta Organica 3 ND ND
Agua de Lavagem Horta Botacin 2 ND ND
Agua de Lavagem Horta Botacin 3 ND ND
Agua de Lavagem Horta Orgéanica Nabo 2 ND ND
Agua de Lavagem Horta Orgéanica Nabo 3 ND ND
Solo Horta Botacin Cebolinha Sem ND ND
Agrotoxico

Solo Horta Botacin Cebolinha 1 ND ND
Solo Horta Botacin Cebolinha 2 ND ND
Solo Horta Botacin Cebolinha 3 ND ND
Solo Horta Organica Cebolinha 1 ND ND
Solo Horta Organica Cebolinha 2 ND ND
Solo Horta Orgénica Cebolinha 3 ND ND
Solo Horta Orgénica Betarraba ND ND

_ ND = N&o detectado _




Conclusoes

O

— I

Agua de lavagem
fu[r{S(i)c?deas Cromatografia liquida
NS T Solo — (HPLC) e cromatografia
azolicos em 15032
outros paises Agua de irrigacio 8 |
Lixiviacao?

Niveis residuais abaixo limite deteccao?

l

Aprimoramento de métodos
Deteccao multiresidual
Outras alternativas




Ministério da Saide
Gabinete do Ministro

PORTARIA N° 2.914, DE 12 DE DEZEMBRO DE 2011

Dispée sobre os procedimentos de controle e de vigildncia da
qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de
potabilidade.

O MINISTRO DE ESTADO DA SAUDE, no uso das atribuigdes que Ihe conferem os incisos | e Il do paragrafo unico do art. 87 da
Constituigdo, e

Considerando a Lei n® 6.437, de 20 de agosto de 1977, que configura infragdes a legislagdo sanitaria federal e estabelece as
sangdes respectivas;




