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RESUMO 
 

Cepas fúngicas ambientais estão sujeitas, continuamente, à grande diversidade 
de ações antrópicas, como a exposição a f u n g i c i d a, o que poderia induzir à 
resistência adquirida a fármacos antifúngicos com estrutura química e 
mecanismo de ação semelhante. A resistência adquirida a fármacos azólicos 
(fluconazol, itraconazol, v o r i c o n a z o l, etc.) tem importante implicação clínica. 
O objetivo deste estudo foi isolar e caracterizar leveduras melanizadas de 
origem ambiental, do gênero Cryptococcus e do grupo Black Yeast Fungi (BYF), 
e determinar seu perfil de sensibilidade a fármacos e fungicidas azólicos. As 
cepas foram isoladas (solo e água) de 2 hortas, representando ambientes 
contaminado  e não contaminado com fungicidas azólicos. As cepas foram 
analisadas por características morfológicas, bioquímicas, análise por Matrix 
Assisted Laser Desoption Ionization-Time of Flight (MALDI-TOF) e 
sequenciamento da Internal Transcription Sequency (ITS), regiões D1-D2. A 
sensibilidade foi determinada pelo método de referência (CLSI). De ambas as 
hortas foram isoladas leveduras melanizadas, totalizando 16 cepas de 
Cryptococcus englobando 6 espécies (incluindo C. neoformans) e 9 cepas de 
BYF, incluindo Exophiala, Cladosporium, Cladophialophora e Aureobasidium. A 
concentração inibitória mínima (CIM) de fluconazol foi alta para C. neoformans; 
de outro modo, para a maioria das cepas de outras espécies a sensibilidade foi 
alta para todos os triazóis, com exceção de C. terrestris. Correlação positiva 
entre CIMs dos fungicidas e, de maior interesse entre CIM de ciproconazol e 
CIM voriconazol, foi verificada, indicando possível resistência exposicional 
ambiental adquirida. Dentre cepas de BYF, Cladophialophora arxii (obtida de 
horta com fungicida) foi pouco sensível, com CIMs altas de fungicidas azólicos 
e, também, de todos os fármacos. Os maiores valores de CIM (>8mg/L) de 
fluconazol foram encontrados frente a 4 cepas, sendo 3 delas (C. neoformans, 
C. terrestris, C. flavescens) expostas a fungicidas. Conclui-se que diversas 
espécies com potencial de resistência ocorrem em amostras ambientais sob 
uso de fungicida e, futuros estudos com maior número de cepas poderá 
confirmar resistência adquirida ao fármaco, após uso de fungicidas. Além disso, 
verificou-se que a exposição ambiental a ciproconazol em cepas de 
Cryptococcus predispos a menor sensibilidade in vitro ao voriconazol, fato que 
pode ter relevância clinica. 

 
Palavras-chave: agrotóxicos, Cryptococcus, fungicida, levedura negra, triazóis, 
resistência cruzada. 



ABSTRACT 
 
 

Environmental fungal strains are subject continuously to the wide range of human 
activities, such as exposure to fungicide, which could lead to acquired resistance 
to antifungal drugs with similar chemical structure and mechanism of action. The 
acquired resistance to azole drugs (fluconazole, itraconazole, voriconazole, etc.) 
has important clinical implications. The aim of this study was to isolate and 
characterize melanized yeast environmental origin, gender Cryptococcus and 
Black Yeast Fungi group (BYF), and determine its susceptibility profile to drugs 
and azole fungicides. The strains were isolated (soil and water) 2 gardens, 
representing environment contaminated and uncontaminated with azole 
fungicides. The strains were analyzed by morphological, biochemical, Matrix 
Assisted Laser analysis Desoption Ionization-Time of Flight (MALDI-TOF) and 
sequencing of Internal Transcription Sequency (ITS), D1-D2 regions.  The 
sensibility was determined by the reference method (CLSI). Both gardens were 
isolated melanized yeast, a total of 16 strains of Cryptococcus covering 6 species 
(including C. neoformans) and 9 strains of BYF, including Exophiala, 
Cladosporium, Cladophialophora and Aureobasidium. The minimum inhibitory 
concentration (MIC) of fluconazole was high for C. neoformans; otherwise, for for 
most strains of other species the susceptibility was high for all triazoles, except 
for C. terrestris. Positive correlation between MICs of fungicides and, of most 
interest among MICs of cyproconazole and voriconazole was verified, indicating 
possible environmental exposicional acquired resistance. Among strains of BYF, 
Cladophialophora arxii (fungicide exposed plantation) was poorly susceptible with 
high MICs of azole fungicides and also MIC of remain tested drugs. The higher 
MIC values (> 8mg/L) of fluconazole were found for 4 strains, being 3 of them (C. 
neoformans, C. terrestris, C. flavescens) exposed to fungicides. We concluded 
that several species with potential for drug-resistance occur in environmental 
samples under use of fungicide and future studies with larger numbers of strains 
can confirm the drug acquired resistance after use of fungicides. Furthermore, it 
was found that environmental exposure to the cyproconazol predisposed to in 
vitro low susceptibility to voriconazole, in Cryptococcus strains, which could have 
clinical relevance. 

 
Key words: pesticides, Cryptococcus, fungicide, black yeast, triazoles, cross-
resistance. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
 

A melanina é um componente ubíquo encontrado em muitos micro- 

organismos e animais. A melanina está presente na parede de muitos fungos, 

denominados fungos melanizados, ou demáceos, definidos como sapróbios que 

habitam vegetais em decomposição e solo (Prenafeta-Boldu et al., 2006; 

Vicente et al., 2008). Apesar de, apenas, a minoria desses fungos ser 

patogênica, muitos são invasivos, em particular, espécies de Cryptococcus e as 

do grupo denominado Black Yeast Fungi - BYF. BYF que são leveduras negras 

descritas no final do século 19 capazes de se reproduzir em cultura por 

brotamentos unicelulares (células yeast-like) (Rippon, 1982; Matsumoto et al., 

1987; de Hoog, 1993). A melanina fúngica, nestas últimas é derivada, 

primariamente, de dihidroxidofenilalanina (L-DOPA) ou dihidroxinaftaleno 

(DHN), sendo os fungos negros contemplados apenas com DHN.  A melanina 

das leveduras negras é diferente da estrutura produzida pelo gênero C. 

neoformans que sintetiza 3,4-dihidroxifenilalanina via tirosinase, com a 

polimerização do dopacromo nas últimas etapas da síntese (Langfelder et al., 

2003). 

A melanização e outras características particulares do gênero de 

Cryptococcus spp., como cápsula, crescimento a 37°C e produção de urease e 

lacases, são importantes para identificação laboratorial das espécies de 

Cryptococcus. Quando cultivados em meio contendo substratos, como: 

polifenóis e fenóis, cepas de Cryptococcus formam melanina. A enzima lacase 

atua nos substratos fenólicos produzindo quinonas que passam por um 

processo de autopolimerização e se transformam em melanina. Algumas 

substâncias presentes em sementes, como as de girassol (Helianthus annus), 

alpiste (Phalaris canariensis) e niger (Guizotia abyssinica) (Pedroso et al., 2007; 

Menezes et al., 2011), permitem a comprovação da produção in vitro de 

melanina,  na  identificação de Cryptococcus. 

A melanina tem funções variadas atribuídas à característica de alta 

estabilidade de sua estrutura química, o que torna sua molécula resistente à 

grande variedade de processos físicos e químicos
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 (Bloomfield e Alexander, 1967; Butler e Day, 1998; Hamilton e Gomez, 2002). Tal 

substância, depositada na parede celular fúngica, tem importante papel na 

virulência e na patogenicidade, porém, não é essencial no crescimento e 

desenvolvimento do fungo (Schnitzler et al., 1999; Polak, 1990; Dixon et al., 1991; 

Dixon et al., 1992;). Esse pigmento é, extremamente, resistente à variedade de 

agentes físico-químicos incluindo radicais livres, metais tóxicos, dessecação e 

radiação ionizante. Existem vários mecanismos propostos pelo qual a melanina 

pode atuar como fator de resistência (Franzen et al., 2008; Butler e Way, 1998; 

Hamilton e Gomez, 2002; Jacobson, 2000). Em sua composição, a melanina 

apresenta vários tipos de monômeros fenólicos constituídos de proteínas e 

carboidratos (Nosanchuk e Casadevall, 2006). O complexo de polímeros melhora 

a sobrevivência e a competitividade dos fungos em ambientes hostis (Dixon et al., 

1991).  

Acredita-se que a melanina contribua para capacidade do organismo de iludir o 

hospedeiro na resposta imune através do bloqueio dos efeitos de enzimas 

hidrolíticas sobre a parede celular e a eliminação de  radicais  livres, libertados 

pelas células fagocitárias do hospedeiro durante o burst oxidativo (Nosanchuk e 

Casadevall, 2006; Revankar e Sutton, 2010). A infecção por fungos melanizados, 

portanto, é mediada pela ação da melanina, dentre outros fatores. 

As infecções por membros do gênero Cryptococcus, criptococose, são 

reconhecidamente, graves e letais, enquanto aquelas produzidas por BYFs, ditas 

feo-hifomicoses, são responsáveis por ampla gama de quadros clínicos, podendo 

variar desde micoses superficiais até profundas; a infecção depende, 

primariamente, de três fatores: a resistência do hospedeiro, a quantidade do 

inóculo e a virulência do agente etiológico (Alviano et al., 2004; Esterre e Queiroz-

Teles, 2006). 

O controle desses quadros infecciosos depende, ainda, da resistência 

antifúngica da cepa infectante. A resistência pode ser definida em: microbiológica 

e clínica, ou uma junção de ambas. A resistência microbiológica ocorre quando o 

crescimento de uma cepa é inibido, apenas, em altas
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concentrações de determinado antifúngico, em relação àquelas necessárias 

para inibir cepas selvagens. Por sua vez, a resistência clínica pode ser definida 

como a manutenção do crescimento no sítio infeccioso, mesmo sob 

concentrações terapêuticas de determinado antifúngico (Turnidge e Paterson, 

2007; Pfaller, 2012). 

 
 
 
 

1.1 O gênero Cryptococcus 
 
 

A maior parte das espécies de Cryptococcus é considerada de vida livre 

e poucas delas apresentam importância em micologia clínica. As duas 

principais espécies, que causam doença no homem e em animais, são 

Cryptococcus neoformans e C. gattii.  Acredita-se que  os  genomas dessas 

duas espécies divergiram há 34 milhões de anos atrás, produzindo espécies 

com acentuadas diferenças, tanto patológicas, quanto ecológicas (Sharpton et 

al., 2008; D’Souza et al., 2011). Os pulmões representam o sítio primário de 

infecção, mas meningoencefalite é o quadro mais comumente diagnosticado 

em seres humanos (Lin e Heitman, 2006). C. neoformans infecta, 

principalmente, pacientes imunodeprimidos e está presente em todas as 

regiões do globo, sendo associada à excretas de aves, principalmente, de 

pombos (Columbia livia). A espécie C. gattii pode acometer indivíduos 

imunocompetentes e, originalmente, era descrita apenas em regiões tropicais e 

subtropicais, até que, no início desta década foi relacionada como causa de 

surto em região de clima  temperado,  na Ilha de Vancouver Canadá (Stephen 

et al., 2002; Hoang et al., 2004; Kidd  et al., 2004; Bicanic e Harrison, 2004; 

Levitz e Boekhout, 2006). 

Na literatura, os relatos de casos associados a outras espécies menos 

freqüentes são variados. São descritas, atualmente, mais de 70 espécies do 

gênero Cryptococcus, em seu estado anamorfo, mas, esse número tende a 

aumentar progressivamente, dada a contribuição das técnicas de 

sequenciamento de DNA para entendimento da biodiversidade
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fúngica (Fonseca et al., 2010; Kwon-Chung et al., 2010). Bernal-Martinez et al. 

(2010) sugerem que a espécie C. albidus é a segunda mais comum e que rota 

de entrada é, possivelmente, inalatória. Há relatos de C. albidus como agente 

de peritonite (Ragupathi et al., 2014), encefalite (Liu et al., 2014), fungemia em 

pacientes leucêmicos ou com linfomas (Gluck et al., 1987; Wells et al., 1998; 

Cheng et al., 2001; Ramchandren et al., 2004), úlcera escleral (Garelick et al., 

2004) e lesões cutâneas (Narayan et al., 2000). Encontram-se, ainda, 

observações de C. luteolus causando tenossinovite (Hunter-Ellul et al., 2014), 

C. laurentii causando fungemia em neonatos, pacientes com câncer (Averbuch 

et al., 2002; Johnson et al., 1998; Liu et al., 2014), infecções em orofaringe 

(Bauters et al., 2002), pneumonia com efusão pleural (Shankar et al., 2006 ) e 

infecção do SNC (Vlchkova-Lashkoska et al., 2004). De fato, as espécies C. 

albidus e C. laurentii são as mais representativas, causando cerca de 80% das  

infecções não C. neoformans e C. gattii, em seres humanos (Johnson et  al., 

1998; Khawcharoenporn et al., 2007). Outras espécies de menor incidência 

clínica são: C. unigutulatus, C. curvatus, C. adeliensis, C. humicola, C. luteolus. 

O crescente número de pacientes imunossuprimidos, aliado à melhor 

detecção laboratorial dos agentes etiológicos permitiu aumento gradual da 

descrição de infecções por essas outras espécies de Cryptococcus. Além disso, 

o amplo uso de antifúngicos na prática clínica é um dos fatores atribuídos, até o 

momento, ao aparecimento de espécies raras, selecionadas por serem mais 

resistentes aos fármacos (Khawcharoenporn et al., 2007; Bernal-Martinez et al., 

2010). 

Membros de Cryptococcus apresentam ampla distribuição na natureza, 

podendo ser isolado de diversas fontes, como: ar, água, solo contaminado com 

excretas de aves, flores e folhas de diversos vegetais, madeira em 

decomposição e, ainda, de mucosas e superfícies corpóreas de animais 

(Casadevall e Perfect, 1998; Kwon-Chung e Bennett, 1992). A infecção por 

Cryptococcus dá-se por meio de inalação de propágulos infectantes a partir de  

fontes  ambientais  e  o  ciclo  de  transmissão está ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Esquema do ciclo de infecção ambiental e clínico do gênero 
Cryptococcus. 

(Fonte: Adaptado de Lin e Heitman, 2012) 
 
 
 
 

A descrição da ecologia de Cryptococcus iniciou-se na década 50, com o 

isolamento de C.neoformans em amostras de solo por Emmons (1951).  Cinco 

anos depois, foi isolado Cryptococcus de fezes e ninhos de pombos, pelo 

mesmo pesquisador (Emmons, 1955). Muitos trabalhos foram realizados com 

material de solo, excretas de aves e outros animais, com ênfase para C. 

neoformans. No Brasil o primeiro relato de isolamento ambiental de C. 

neoformans foi realizado por Silva (1960), a partir de solo no estado da Bahia, 

seguindo-se importantes estudos que descreveram a presença das 2 

principais espécies (C. neoformans e C. gattii) em amostras ambientais como 

excretas de pombo, solo, poeira, ar atmosférico, material vegetal em várias 

partes do país (Melo et al., 1987; Machado et al., 1993; Passoni et al., 1998; 

Lazera et al., 2000; Montenegro e Paula, 2000;  Filiu  et al 2002; Raso et al., 

2004; Soares et al., 2005; Souza  et al., 2005;  Abegg et al., 2006; Baroni et 

al., 2006; Drummond et al., 2007; Lugarini et al., 2008; Ribeiro e 

Ngamskulrungroj, 2008; Pedroso et al., 2009; Faria et al., 2010; Andrada-Silva 

et al., 2013; Teodoro et al., 2013; Yamamura et al., 
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2013). 

A maior frequência de C. gattii em amostras ambientais é observada em 

amostras de folhas, partes ocas de tronco e madeira em decomposição de 

diversas árvores nativas de diversas espécies encontradas em regiões de clima 

tropical e subtropical (Sorrel, 2001; Randhawa et al., 2003). Relatos de 

ocorrência em vários países da Europa, como Espanha (Morera et al., 2014), 

da Ásia, como Coréia (Chee e Lee, 2005), Japão (Yamamoto et al., 1995) e 

China (Li et al., 1993; Ansheng et al.,  1993),     do  Oriente Médio, como 

Jordânia  (Hamasha  et al., 2004) e Irã (Khosravi  et al., 1997), da África, como 

Tunísia (Mseddi et al.,  2011)  e  das Américas, como Estados Unidos (Littman 

e Schneirson, 1959), Panamá (Rivas et al., 1999), Colômbia  (Granados  e  

Castaneda,  2005),  Porto  Rico (Loperena-Alvarez et al., 2010), México 

(Castanón-Olivares e López- Martinez, 1993; López-Martinez  e  Castanón-

Olivares,  1995).   

Um dos mais importantes estudos foi realizado por Kidd et al. (2007) no 

oeste do Canadá (Vancouver) e noroeste dos Estados Unidos, onde foram 

coletadas amostras de resíduos vegetais de árvores, folhas, solo e água para 

demonstração da presença C. gattii, associado ao surto já mencionado. Em 

particular, alguns estudos foram fundamentais para demonstrar C. gattii, além 

de C. neoformans em amostras de cascas e folhas de árvores, no Brasil 

(Lazera et al., 1993; Lazera et al., 1998; Fortes et  al.,  2001;  Horta  et al., 

2005; Kobayashi et  al.,  2005; Baltazar e  Ribeiro,  2008; Costa et  al., 2010; 

Castro e Silva, 2015), México (Licea et al., 1999), Colômbia (Callejas et al., 

1998; Escadon et al., 2005),  Argentina  (Davel  et  al.,  2003; Refojo et al., 

2009), Índia (Chakrabarti et al., 1997; Gugnani et al., 2005; Girish Kumar et al, 

2010), Egito (Mahmoud, 1999), Estados Unidos (Pfeiffer e Ellis, 1991;1992), 

Portugal (Ferreira et al., 2014), Espanha  (Colom et al., 2012) e Austrália 

(Krockenberger et al., 2002; Vilcins et al., 2002). 

Distintos fatores abióticos, como: umidade, pH do solo, luz solar e vento, 

parecem ter grande importância na distribuição ecológica das espécies  (Ruiz  

et  al.,  1981;  Wang  e  Casadevall,  1994;  Casadevall    e
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Perfect, 1998; Caicedo et al.,  1999;  Montenegro  e  Paula,  2000;  Kuroki  et 

al., 2004; Granados e Castaneda, 2005). Kidd et al. (2007) sugeriram  que C. 

gattii, bem como outras espécies de fungos colonizam, primariamente, os 

primeiros 15 centímetros do solo, devido à adequação da temperatura, umidade 

e componentes nutricionais; nessa camada de solo,  a capacidade de 

melanização protege os membros do gênero  Cryptococcus ao efeito deletério 

dos raios solares contendo luz ultravioleta. 

 
 
 
 

1.1.1 Identificação de espécies por métodos moleculares 
 
 

As diferenças genéticas, entre as espécies C. neoformans e C. gattii e em 

suas diferentes cepas, sejam clínicas ou ambientais, podem ser detectadas por 

métodos de tipagem molecular, como RFLP (Restriction Fragment Lenght 

Polymorfism), RAPD (Random Amplified Polimorfism DNA), AFLP (Amplified 

Fragment Lenght Polymorfism) e reação em cadeia da polimerase (PCR-

Fingerpriting). As técnicas baseadas em PCR são boas alternativas para 

identificação acurada desses agentes, mostrando-se sensíveis, específicas e 

rápidas e, ainda, sofrendo menos influência de fatores externos do que os 

métodos tradicionais baseados em aspectos fenotípicos (Meyer et al.,1993). As 

técnicas moleculares de tipagem permitiram agrupar os isolados de C. 

neoformans e de C. gattii em oito tipos moleculares: VN I (sorotipo A), VN II 

(sorotipo A), VN III (sorotipo AD) e VN IV (sorotipo D) e VG I, VG II, VG III e VG 

IV (sorotipos B e C). 

A distribuição desses tipos moleculares como agentes de criptococose é 

variada, sendo que VN I e VG II predominam no mundo todo, enquanto em 

paciente com AIDS, a maioria dos isolados é VN I e VN IV (Meyer et al., 

1999; 2003). A virulência da cepa pode depender da característica molecular, 

sendo descrito um subtipo hiper virulento (VGIIa) responsável pelo surto no 

oeste do Canadá e Estados Unidos (Kidd et al., 2004). Não há até o 

momento relação entre tipo molecular e resistência a antifúngicos, sendo 

desconhecida a influência da característica molecular na ocorrência de 

fenótipo resistente (Heitman et al., 2010). 
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1.1.2 Sensibilidade a compostos antifúngicos 
 

 
A criptococose tem seu gerenciamento farmacológico dependente do 

estado imunitário do paciente, mas consiste, em regra, em uma terapia primária 

com anfotericina B, com ou sem 5-fluorcitosina, seguida de terapia de 

consolidação e manutenção, ou longa terapia supressiva, com fármaco azólico, 

principalmente, com fluconazol (Saag et al., 2000). Nos casos de criptococose, 

são observadas altas taxas de resistência clínica, caracterizadas por 

persistência fúngica e frequência de recaídas; isso desencadeou grande 

preocupação entre clínicos sobre surgimento de resistência entre cepas de 

Cryptococcus expostas ao tratamento com terapia antifúngica (Berg et al., 

1998; Brandt et al., 2001). Testes de sensibilidade a antifúngicos indicam 

valores de CIM a fármacos azólicos maiores em isolados de C. gattii, quando 

comparados a C. neoformans (Espinel-Ingroff et al., 2012; Silva et al., 2012). 

Fatos que expliquem essa ocorrência ainda são inconclusivos (Heitman et al., 

2010). 

Na ausência de pontos de corte breakpoints clínicos para interpretar os 

valores de CIM são utilizados pontos de corte epidemiológicos (epidemiologic 

cutoffs values, ECVs) (Espinel-Ingroff et al., 2015). Os ECVs permitem a 

construção da curva normal de valores de CIM e classificam as cepas em duas 

categorias: selvagem “wild type” ou não selvagem “non wild type”, esta com 

provável mecanismo de resistência. O ECV é baseado em uma análise de 

dados de múltiplos laboratórios, servindo de indicação das alterações 

emergentes nos padrões de sensibilidade do micro-organismo frente a 

determinado fármaco (Espinel- Ingroff et al., 2015). Espinel-Ingroff e 

colaboradores (2012) realizaram um estudo para estabelecer os pontos de 

corte epidemiológicos (ECV) para os fármacos azólicos nos genótipos de C. 

neoformans e C. gattii, pois até o momento não existem pontos de corte para o 

gênero. Os ECVs para os fármacos azólicos dependem do tipo molecular das 

cepas e incluem os seguintes intervalos: fluconazol (8 mg/L a 32 mg/L), 

itraconazol (0,25 mg/L  a 1 mg/L), posaconazol (0,25 mg/L a 0,5 mg/L) e para 
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voriconazol (0,12 mg/L  a 0,25 mg/L). 

 

1.2 Leveduras negras – Black Yeast Fungi 
 
 

Esse grupo de leveduras pertence a um número limitado de espécies, 

filogeneticamente enquadradas em Ascomycete e ordem Chaetothyriales, que 

mostram adaptações variadas a condições ambientais extremas (de Hoog e 

McGinnis, 1987; Ruibal et al., 2009). Na ordem Chaetothyriales todos os 

representantes são produtores de melanina. Esses fungos são comuns no meio 

ambiente e, geralmente, são encontrados como contaminantes de laboratório, 

sendo apenas 10% deles de relevância clínica (Pritchard e Muir, 1987; Ben-Ami 

et al., 2009). Muitos agentes são encontrados em ambientes domésticos como 

sapróbios colonizando superfícies inertes ou habitando locais poluídos com 

metais pesados ou hidrocarbonetos (de Hoog, 1993). A maior parte das 

espécies de leveduras negras é causadora de micoses superficiais por 

inoculação traumática, mas a rota de infecção nos casos sistêmicos e 

disseminados, ainda, permanece um mistério (Revankar e Sutton, 2010; 

Seyedmousavi et al., 2014). 

As espécies clínicas mais relevantes da ordem Chaetothyriales estão 

localizadas na família Herpotrichiellaceae, em gêneros como Cladophialophora, 

Coniosporium, Fonsecaea, Phialophora, Rhinocladiella, Cyphellophora e 

Exophiala (Revankar e Sutton, 2010; Seyedmousavi et al., 2013). O gênero 

Exophiala é um dos mais representativos dentro das leveduras negras e tem 

sido relacionado à ampla variedade de infecções humanas invasivas em 

distintos países (de Hoog, 1999). As infecções originadas por leveduras negras 

do gênero Exophiala podem classificar-se em três categorias: feohifomicose, 

cromoblastomicose e micetoma eumicótico, sendo esta última está relacionada 

à espécie E. jeanselmei (Fader e McGinnis, 1988). Estas infecções ocorrem, 

especialmente, em pacientes transplantados ou imunocomprometidos por uso 

de corticoides, ou naqueles com AIDS ou outras doenças imunossupressoras, 

como diabetes; porém, esse agente causal é descrito, também, em indivíduos 

imunocompetentes com feo-hifomicoses (Sudduth et al., 1992; McCown e 

Sahn, 1997; Sartoris et al., 1999).
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No tratamento das infecções por BYFs, os azóis são os agentes de primeira 

escolha devido à sua excelente atividade in vitro, segurança no  uso em longo 

prazo, além da experiência clínica. O itraconazol é a droga mais estudada com 

descrições de sucesso medicamentoso, com taxa de cura de até 60% (Sharkey 

et al. 1990). O Comitê Europeu da Sociedade Européia de Microbiologia Clínica 

e de Doenças Infecciosas e a Confederação Européia de Micologia Médica 

para Diagnóstico e Manejo de feo-hifomicoses sugerem que o itraconazol oral 

seja o fármaco de escolha nas mais variadas formas clínicas (Chowdhary et al., 

2014). No entanto, voriconazol é o antifúngico de preferência devido à boa 

tolerabilidade, segurança, e recomendação para infecções no sistema nervoso 

central, devido à sua farmacocinética em líquido cefalorraquidiano e tecidos 

cerebrais, diferentemente, do itraconazol (Chowdhary et al., 2014). O 

tratamento para infecções por espécies de Exophiala é, ainda, controverso 

sendo indicado uso de itraconazol ou combinação de fármacos (de Hoog, 

1999). Os dados escassos sobre testes de sensibilidade in vitro existentes na 

literatura demonstram que a eficácia do fármaco depende da espécie causal e, 

portanto, resultados de tais ensaios feitos com cepas identificadas corretamente 

são fundamentais para compreensão do expectro terapêutico mais adequado 

ao tratamento. 

Mais de 130 espécies dentro de 70 gêneros foram descritas em infecções 

humanas e animais (Kumar e Hallikeri, 2008); no entanto, nas últimas décadas, 

a lista de espécies de BYFs relacionadas a infecções em seres humanos 

aumentou muito e a tendência é crescer, ainda  mais,  devido ao maior número 

de pacientes suscetíveis, como transplantados e outros imunosuprimidos e à 

melhoria no diagnóstico das feo-hifomicoses (Kim et al., 1998; Matsushita et al., 

2003; Takahara et al., 2005). Além  disso, novos métodos mais discriminatórios 

permitem determinar com exatidão as espécies causais. A identificação dos 

fungos demáceos é, tradicionalmente, baseada na observação de estruturas 

morfológicas particulares, como: anelídeos, fiálides, colaretes nas 

adenofialides, diferenciação de conidióforos e septação de macroconidios. Os 

testes moleculares são uma alternativa na identificação desses fungos, com o 

uso da amplificação do DNA, seguido da sequência de análises das regiões 

variáveis com genes conservados como 18S rRNA, 5.8S rRNA ou “internal 
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transcribed spacers” ITS1 e ITS2 (Rakeman et al., 2005; Schoch et al., 2012). 

Membros da ordem Chaetothyriales podem ser divididos em três grupos 

ecológicos: a) sapróbios que não causam doença em vertebrados, ou são 

colonizantes assintomáticos; b) agentes de cromoblastomicose, que podem ser 

isolados do meio ambiente, mas parecem ser bem adaptados para infecção 

humana; c) patógenos sistêmicos, altamente, virulentos que exigem um animal 

hospedeiro para ser isolado do meio ambiente ou foram, até o momento, 

identificados, exclusivamente, em infecções no hospedeiro humano (de Hoog et 

al., 2000). 

 

 

 

1.3 A utilização do MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization 

Time Flight Mass Espectrometry) na identificação microbiológica 

 

Na última década, os laboratórios de microbiologia clínica passaram por 

mudanças revolucionárias no modo pelo qual os micro-organismos são 

identificados. As técnicas tradicionais e demoradas foram substituídas, ainda 

que a análise morfológica continue a ser importante, por métodos moleculares e 

de espectrometria de massa (MS). A técnica de MS foi utilizada, historicamente, 

como ferramenta de alta complexidade adaptada para análise de proteínas em 

amostras de laboratórios químicos e de hematologia. Hoje a técnica 

denominada de MALDI-TOF MS está adaptada para o uso nos laboratórios de 

rotina em  microbiologia,  sendo  um  método rápido, robusto e preciso para 

identificações microbianas (Clark et al., 2013). 

A rapidez na análise dos fungos pelo MALDI-TOF MS tem o potencial de 

revolucionar a micologia médica. A identificação dos fungos no laboratório 

clínico é, tradicionalmente, associada ao uso de meios diferenciais ou seletivos, 

juntamente com a identificação bioquímica, manual ou automatizada.  Com a 

implementação de um sistema rápido e com a função de uma plataforma 

universal para identificação de espécies fúngicas, reduções significativas no 

tempo do diagnóstico e no custo laboratorial podem ser realizadas, com amplos 

benefícios ao paciente (Clark et al., 2013). 
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Na análise por MALDI-TOF MS é utilizado um mecanismo de  ionização 

suave, com uma solução saturada de um composto orgânico     de baixo peso, 

denominado de matriz, que é adicionada a  amostra  e  então colocada numa 

placa de metal a ser inserida no equipamento. No caso de uma identificação 

bacteriana ou fúngica, a colônia do micro- organismo é analisada após a 

secagem do material, juntamente, com a matriz, formando um depósito sólido 

co-cristalinizado de cultura e matriz (Figura 2). A matriz é essencial para o 

sucesso na ionização, pois atua como uma escada para ocorrer à ionização por 

atuar como um fornecedor de prótons para o material biológico (Clark et al., 

2013). 

A amostra com a matriz cristalizada, presente na superfície da placa de 

metal inserida no equipamento é, então, irradiada por um feixe de laser 

ultravioleta. A irradiação ocorre durante um curto período de tempo a fim de 

evitar danos ou degradação por excesso de aquecimento da amostra, 

embebida na matriz (Clark et al., 2013). O feixe de laser é focado em um  

pequeno  ponto  da  amostra  e  um  atenuador  de  feixe é empregado na lente 

do laser para ajustar a irradiância. O ajuste do laser pode ser realizado 

individualmente, dependendo do tipo de amostra, porém geralmente é 

padronizado pelo fabricante para aplicações de rotina. A interação entre os 

fótons de laser e as moléculas matriciais causadas pela absorção da energia do 

feixe provoca a sublimação da matriz em uma fase gasosa, onde ocorre à 

formação de uma pluma e, imediatamente, é feita a ionização da amostra 

(Figura 3) (Clark et al.,  2013).
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Figura 2. Esquema para preparação da placa metálica para identificação de 
bactérias e leveduras na técnica de MALDI-TOF.  

(Fonte: adaptado de Clark et al., 2013) 
 
 

 
 

Figura 3. Esquema geral de funcionamento do aparelho MALDI-TOF para 
análise de isolados ambientais e de amostras biológicas.  

(Fonte: adaptado de Clark et al., 2013). 
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1.4 Antifúngicos azólicos 

 

 
Os compostos azólicos, além de serem substâncias químicas usadas na 

medicina, são também utilizadas na agricultura (Trosken et al., 2006).  Os 

antifúngicos usados na prática clínica e na agricultura são muito similares. 

Dentro do grupo dos azóis, temos os imidazólicos que contêm dois átomos de 

nitrogênio e triazólicos que contêm três átomos de nitrogênio na sua estrutura 

(Maertens, 2004). 

Os azóis agem na biosíntese do ergosterol, lipídio codificado pelo gene 

ERG11 em cepas de Candida albicans, C. neoformans e outras leveduras e 

pelos genes cyp51A e cyp51B em Aspergillus fumigatus e outros fungos 

filamentosos. A ação dos azóis é, especificamente, na  enzima lanosterol 14 α-

demetilase, membro da família de enzimas do citocromo  P450.  Esta enzima é 

responsável por transformar lanosterol em ergosterol que é um constituinte 

essencial da membrana citoplasmática do fungo (Mansfield et al., 2010). A 

inibição da formação do ergosterol resulta em desorganização da parede 

celular fúngica, impossibilidade de reprodução celular e, finalmente, parada no 

crescimento celular por acúmulo de esteróis precursores do ergosterol,  

produzidos  pelo  gene ERG 3, que são tóxicos para a célula. O modo de ação 

dos azóis, portanto, é mais fungistático do que fungicida, conforme ilustrado na 

Figura 4. 

 

 

1.4.1 Antifúngicos azólicos de uso clínico 

 
O primeiro composto azólico foi sintetizado em 1944 por Woolley, mas até 

1958 a comunidade científica não considerava os azóis como potenciais agentes 

antifúngicos. Em 1990 o fluconazol começou a ser avaliado por clínicos por ter 

maiores vantagens que os imidazólicos, pela alta solubilidade em água e 

facilidade de via intravenosa (Arndt et al., 1988; Brammer et al., 1990). Em 1992, 

o FDA (Food and Drug Administration) aprovou uma nova droga, o itraconazol 

com um maior espectro antifúngico do que o fluconazol. Esse novo fármaco, 

porém, era hidrofóbica e, portanto, mais tóxica do que o fluconazol. Em 1997 o 
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FDA aprovou uma nova formulação de itraconazol com maior capacidade de 

absorção e diminuição da toxicidade (Espinell- Ingroff et al.,1984; Barone et al., 

1998). 

Esses fármacos azólicos não eram, ainda, antifúngicos “perfeitos”, sob 

alguns aspectos: interação com outros usados na quimioterapia para AIDS, 

pouca ação contra alguns patógenos emergentes como Scedosporium, 

Fusarium e fungos da família Mucorales e aumento nos relatos de resistência 

às mesmas (Denning et al., 1997). Assim, uma nova geração de triazóis 

(Figuras 5 e 6) foi desenvolvida e aprovada pelo FDA, sendo o voriconazol 

aprovado em 2002 e o posaconazol em 2006. O fármaco ravuconazol, é 

considerado mais ativo que fluconazol e itraconazol sendo considerado eficaz 

contra leveduras que apresentam MICs altos para os antifúngicos citados. 

Estes chamados "novos fármacos" têm largo espectro de atividade não 

apenas, contra Cryptococcus, mas, ainda, sobre diversas espécies de 

Aspergillus, Candida, Fusarium, Penicillium, Scedosporium, Acremonium, 

Trichosporon, dermatófitos e fungos dimórficos. No entanto, alguns isolados 

fúngicos resistentes aos triazóis clássicos demonstram resistência cruzada à 

nova geração de triazóis (Sabo et al., 2000; Chiou et al.,2000; Cuenca-Estrella 

et al., 2004). 
 

Figura 4. Ilustração sobre os mecanismos de ação de compostos azólicos, como: 
bloqueio na produção de ergosterol pelo Erg11 e acúmulo de esteróis tóxicos 
produzidos pelo gene Erg3. (Fonte: Shapiro et al., 2011) 
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Figura 5. Ilustração das estruturas químicas de dois antifúngicos triazólicos. 

(Fonte: http://www.chemspider.com) 

Fluconazol 

Itraconazol 

http://www.chemspider.com/
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Figura 6. Ilustração das estruturas químicas de três compostos da nova geração 
de antifúngicos triazólicos. 

 (Fonte: http://www.chemspider.com) 
 
 
 

Importante é ressaltar que nem todos os fungos são suscetíveis aos azóis 

e alguns deles são intrinsicamente, resistentes a esse grupo de fármacos, 

citando-se: C. krusei, Rhodotorula spp., A. terreus e  Scedosporium prolificans, 

desde que, o ergosterol não é requerido para a formação da parede celular, 

assim como ocorre em Pneumocystis spp. 

São conhecidos três tipos diferentes de mecanismos de resistência para 

os antifúngicos do grupo dos azóis: 1- aumento de  bombas  de  efluxo, que 

transportam distintas classes de antimicrobianos e outros compostos, para 

fora da célula, codificadas pelas famílias de genes ATP bindig cassete- ABC 

(genes CDR) e major facilitator (genes MDR); 2- alterações estruturais na 

enzima-alvo; 3- implementação de vias metabólicas alternativas ou produção 

da molécula da enzima-alvo (Espinell-Ingroff, 2008). 

O primeiro mecanismo citado é a superexpressão das proteínas multidrogas 

Posaconazol 

Ravuconazol 

Voriconazol 

http://www.chemspider.com/
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que diminuem a acumulação dos azóis dentro da célula. O transportador melhor 

caracterizado na espécie denomina-se AntiFungal Resistance 1 de C. 

neoformans (CnAFR1). Além do CnAFR1 temos outro gene, que ocorre em 

outras leveduras, que pode ser superexpresso, o Mdr1 que codifica para 

proteína transportadora mais seletiva para fluconazol, não estando associado à 

resistência cruzada a outros azóis (Thornewell et al.,1997; Shapiro et al., 2011). 

Esta proteína      é membro da superfamília major facilitator superfamily dos 

transportadores multidrogas (multidrug efflux transporters). O segundo 

mecanismo decorre de alterações estruturais na enzima-alvo dos azóis, pela 

mutação no gene Erg11, que impede a ligação do fármaco na proteína. As 

alterações no gene Erg11 já foram documentadas em vários isolados clínicos 

(Vanden-Bossche et al., 1990; Lamb et al., 1995; Marichal et al., 1999). 

No terceiro mecanismo de ação dos azóis, a resposta celular é crucial 

para o estresse induzido pelos fármacos. No caso de Candida e C. neoformans 

esse mecanismo é chamado de heterorresistência. Este fenômeno ocorre 

quando uma única célula dá origem à outra célula com o fenótipo de 

resistência, podendo ser altamente resistente aos azóis. As subpopulações 

podem se adaptar a maiores concentrações de azóis de forma gradual, após 

passagens em placas contendo meios de cultura adicionados de azóis. No 

entanto, a sensibilidade original é restaurada após a passagem em meios de 

cultura sem antifúngico (Sionov et  al., 2010; Shapiro et al., 2011). Além disso, 

pode haver superexpressão dos genes produtores da enzima-alvo e, com isso, 

as células fúngicas conseguem produzir ergosterol necessário para formação e 

estruturação de parede, mesmo na presença de fármacos azólicos. 

A multiresistência é aquela exibida frente a compostos de diferentes 

classes, e a resistência cruzada caracterizada por ocorrer frente a substâncias 

de mesma classe química (p.ex. triazóis); ambas são observadas em cepas 

ambientais e clínicas (Anderson, 2005; Colinas et al., 1994;  Vaclavik et al., 

2004; Liu et al., 2009). 

A exposição aos componentes azólicos clínicos abre caminho para a seleção 

e multiplicação de fungos que apresentaram sensibilidade reduzida a 
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esses compostos, como pode ocorrer em pacientes tratados com antifúngicos 

azólicos. De modo similar, a utilização de compostos azólicos como fungicidas 

no meio ambiente pode selecionar isolados, com reduzida sensibilidade a um 

ou mais azóis, que podem ser transmitidas a seres humanos por inalação de 

bioaerossóis, traumatismo ou deglutição (Yang et al., 2012). Isto porque tais 

fungicidas têm estruturas cíclicas semelhantes aos fármacos azólicos, conforme 

ilustrado na Figura 7. 

 
 
 

1.4.2. Antifúngicos azólicos e meio ambiente 
 

 
Verifica-se, atualmente, no Brasil a concentração do mercado de 

agrotóxicos em determinadas categorias de produtos em que os fungicidas 

respondem por 14% do mercado nacional (ANVISA e UFPR, 2012). A taxa de 

importação de princípios ativos para esses compostos cresceu 400% e de 

produtos formulados cresceu 700% nos últimos anos (ANVISA e UFPR, 2012). 

O consumo de agrotóxicos no Brasil, em 2010, teve acréscimo de 190%. O 

mercado nacional movimentou cerca de US$ 7,3 bilhões e representou 19% do 

mercado global de agrotóxicos. Em 2011, houve aumento de 16,3% das 

vendas, alcançando US$ 8,5 bilhões, sendo que as lavouras de soja, milho, 

algodão e cana-de-açúcar representaram 80% do total das vendas do setor 

(SINDAG, 2012). Atualmente existe apenas uma legislação para o uso de 

agrotóxicos no Brasil, o decreto 5981/2006 que regulamenta a lei federal 

7802/1989 alterada pela lei 9974/2000 que fiscaliza, pesquisa, classifica, 

executa a inspeção e o controle da produção, embalagem e rotulagem dos 

agrotóxicos no país. 

De acordo com a FAO (2008), o consumo de fungicidas atingiu uma área 

potencial de, aproximadamente, 800 mil hectares. Os números apontam o 

extenso uso de ingredientes ativos de fungicidas, em áreas     de plantação de 

hortaliças no Brasil, podendo ser 8 a 16 vezes maior a
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quantidade de agrotóxico por hectare nessa produção, do que o utilizado  na 

cultura da soja. Isso indica que, cerca de 20% da comercialização de fungicidas 

no Brasil destinam-se ao uso em plantações de hortaliças (Almeida et al., 

2009). 

Os fungicidas podem ser divididos em protectantes e específicos. Os 

protectantes são os mais antigos e incluem produtos com base de cobre e 

enxofre formando um filme na superfície da planta que inibe a germinação de 

esporos fúngicos. Os específicos são assim chamados porque eles atuam em 

reação química específica, já citada, dentro da célula fúngica (Bartlett et al., 

2002). 

Os fungicidas triazólicos no Brasil representam um importante modo de 

ação para o controle de doenças, porém a genética da resistência dos triazóis é 

poligênica, para vários fitopatógenos, e níveis elevados de resistência são 

observados após adaptação gradual desses agentes (Godoy e Meyer, 2014). 

 
 
 
 
 

 
 

Figura  7.  Ilustração da estrutura química de dois fungicidas agrícolas triazólicos 
usados no Brasil.  
(Fonte: http://www.chemspider.com.) 

Ciproconazol Difenoconazol 
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Tabela 1. Modo de ação dos fungicidas utilizados na agricultura. 
 
 

 

Grupo químico Exemplos de alguns 
agentes utilizados 

no Brasil 

Difenoconazol 

Epoxiconazol 

Tebuconazol 

Ciproconazol 

Miclobutanil 

Modo de ação 

Triazóis/ Inibidores 
de demetilação 
(DMI) 

Bitertanol 

Bromuconazol 

Triticonazol 

Penconazole 

Propiconazol 

Meticonazol 

Tetraconazol 

Inibição da C-14  
demetilase da 
biossíntese do 

ergosterol 

 

 

Fonte: adaptado de Hirooka e Ishii (2013) 



38  

 

 
 

Figura 8. Ilustração das moléculas dos fungicidas de uso comercial do grupo dos 
triazóis. 

 (Fonte: http://www.frac.info/publications/downloads) 

http://www.frac.info/publications/downloads)
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1.5 A utilização da cromatografia na prospecção de fungicidas em amostras 
ambientais 

 
 

Nas análises químicas ambientais, vários métodos químicos têm sido 

descritos para avaliação de variados componentes em matrizes ambientais 

como solo e água. Um dos métodos citados é o que utiliza cromatografia que 

pode ser líquida de alto desempenho ou alta performance (HPLC), gasosa e 

eletroforese capilar (Tadeo et al., 2010; Pérez-Carrera et al.,2010). 

A cromatografia líquida de alta eficiência tem sido aplicada na pesquisa de 

resíduos em diversas matrizes devido à capacidade de detectar compostos 

termicamente instáveis e não volatéis, que não são identificados por 

cromatografia gasosa. Devido ao grande poder de separação para análise de 

matrizes complexas, a técnica é sensível e seletiva e provê identificação segura 

em baixas concentrações para diferentes analitos, porém em amostras 

complexas com variação de 150 a 250 compostos de interesse, a separação 

por cromatografia gasosa ou líquida de única coluna não é suficiente para a 

separação de todos os compostos (Hogendoorn e Zoonen, 2000; Blumberg et 

al., 2008). 

O procedimento tradicional de preparação para análise de substâncias 

pela cromatografia consiste em extração com solvente, ou etapa de digestão, 

seguida de extração e purificação no caso de substâncias orgânicas. O pré-

tratamento adequado para amostras, incluindo a lixiviação de componentes 

fortemente ligados, é crucial e considerado a etapa mais laboriosa no processo 

analítico. Métodos tradicionais para preparação de amostras são trabalhosos e 

consomem tempo, envolvendo grande quantidade de solventes para 

componentes orgânicos ou ácidos para componentes inorgânicos. Para os 

componentes orgânicos geralmente é necessário um estágio a mais de clean-

up. Como consequência, uma variedade de métodos para preparação de 

amostras foi desenvolvida nas últimas décadas com o objetivo de melhorar o 

desempenho da extração,
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bem como reduzir tempo e custo. Durante os últimos anos, várias técnicas de 

extração rápidas foram desenvolvidas para superar as limitações dos métodos 

convencionais (Tadeo et al., 2010). Os principais métodos de extração dos 

componentes químicos das amostras ambientais são a extração de Soxhlet, 

micro-ondas assistida, técnica ultrasônica assistida ou extração acelerada de 

solvente (ASE) seguida por procedimento de extração de limpeza clean-up 

(Tadeo et al., 2010; Halko et al., 2006; Ding  et al., 2011). 

 
 

Em vista do exposto, conclui-se que o uso intensivo dos fungicidas 

agrícolas, apesar de proporcionar o controle de doenças, pode ter como 

consequência a seleção de isolados fúngicos menos sensíveis ou resistentes. 

Quando fungicidas de modo de ação específico começam a ser aplicados, 

atuam como agentes de seleção e tendem a eliminar populações mais 

sensíveis do micro-organismo (Godoy e Meyer, 2014). Sugere-se que a 

exposição frequente a fungicidas azólicos utilizados em agricultura, poderia 

proporcionar, também, seleção de cepas resistentes de fungos patógenos como 

Aspergillus fumigatus e Cryptococcus neoformans (Verweij et al, 2009; 

Drummond et al., 2007). 

O aumento da resistência clínica a fármacos triazóis é, frequentemente, 

descrito como a mudança de sensibilidade, em determinada cepa, ou seleção 

continua dentro de população de cepas sensíveis (Godoy e Meyer, 2014). Foi 

proposto que a resistência a triazóis clínicos está relacionada com o meio 

ambiente e pode ser causada por pressão seletiva de fungicidas da mesma 

classe (Verweij et al., 2009). Ainda que novas evidências tenham ocorrido, para 

dar suporte a essa hipótese, a relação entre o uso ambiental de fungicidas e o 

desenvolvimento da resistência a triazóis em cepas fúngicas não está 

comprovada e, dentro desse contexto, este estudo foi delineado. 
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2. OBJETIVOS 
 
 

2.1 Objetivo geral 

 
 Investigar se há pressão seletiva em isolados ambientais quanto à 

sensibilidade a fármacos azólicos por exposição a fungicida da mesma classe 

 
 

2.2 Objetivos específicos 

 
 Isolar e identificar leveduras melanizadas de ambientes de hortas exposta 

e não exposta a fungicidas azólicos; 

 Investigar a sensibilidade dos isolados aos fármacos azólicos: fluconazol, 

itraconazol e voriconazol e a fungicidas agrícolas difenoconazol e 

ciproconazol;  

 Investigar o nível de heterorresistência ao fluconazol e efeito inibitório e 

fungicida de anfotericina B em C. neoformans; 

 Analisar ocorrência de resistência cruzada entre os fármacos azólicos e 

os fungicidas agrícolas; 

 Avaliar presença de fungicidas azólicos no solo das hortas; 



43  

3. MATERIAL E MÉTODOS 
 
 

3.1 Amostragem 
 
 

Foram coletadas amostras ambientais em duas horticulturas localizadas 

no Município de Rio Claro, São Paulo. A horta A sendo da iniciativa privada que 

utiliza fungicidas e a Horta B, uma horta orgânica pública  associada a escola 

municipal agrícola da região . A coleta foi autorizada pela Vigilância Sanitária 

do Município e contou com o apoio logístico dos funcionários do Instituto Adolfo 

Lutz de  Rio Claro. 

A localização geográfica das hortas foi estabelecida por GPS eTrex®20 

portátil (Garmin, EUA). A horta A localiza-se a S23°33’.349” e W046°40’.128” e 

a horta B localiza-se a S22°17’.748”e W047°32’.495”. 

Todas as coletas na horta A foram realizadas em canteiro de cebolinhas 

(Figura 9), sendo a água de lavagem utilizada do tanque de verduras e a água 

de irrigação situada próximo ao ponto de ligação central dos irrigadores (Figura 

10 e 11). 

As coletas na horta B tiveram variabilidade do plantio no canteiro (Figura 

12), sendo a água de irrigação coletada antes da bomba de irrigação (Figura 

13). 

A Tabela 2 mostra os compostos inorgânicos e orgânicos utilizados na 

preparação do solo para o plantio. 

 
Tabela 2. Compostos utilizados para o preparo do solo na época de plantio 
nas hortas A e B. 

 
 
 

Horta A Fertilizante mineral misto, esterco de galinha e fungicida 

Horta B Esterco de galinha 
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Figura 9. Esquema de coleta ambiental realizada no município de Rio Claro, SP. 
(Fonte: Arquivo pessoal). 

 
 
 
 
 
 

Figura 10. Plantação de cebolinha cultivada na horta A. 

(Fonte: arquivo pessoal). 
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Figura 11. Água de lavagem das verduras (à esquerda) e água de irrigação da 
horta A. 

(Fonte: arquivo pessoal). 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 12. Plantação de cebolinha cultivada na horta B.  
(Fonte: arquivo pessoal). 
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Figura 13. Água de irrigação da horta B.  
(Fonte: arquivo pessoal) 

 

 
As amostras coletadas em cada horta foram: solo, água de irrigação e 

água de lavagem. O período de coleta foi de janeiro de 2012 a setembro de 

2014 com periodicidade variada, mas de modo a totalizar 12 meses de 

amostragem. 

 
 
 
 

3.2 Obtenção de culturas de Cryptococcus spp. e outras leveduras 
melanizadas 

 
 

3.2.1 Coleta e processamento de amostras de solo 
 

 
A coleta de solo foi realizada a 15 cm de profundidade em 3 pontos 

diferentes do mesmo canteiro de plantação. As amostras foram acondicionados 

em sacos plásticos estéreis (Nasco Whilrl-Park®) no volume, aproximado, de 

100 gramas. As amostras de solo foram processadas pelo método de STAIB 

modificado (Castro e Silva, 2015).  Cinco gramas de cada amostra foram 

colocados em 20 mL de solução salina estéril (0,85%) e agitados por dois 

minutos, em vórtex. Do sobrenadante, foram retirados 4 mL utilizando pipeta 

Pasteur estéril e transferidos para tubo cônico de 50 mL, e foi adicionado 1 mL 

de solução de penicilina c r i s t a l i n a  1.200.000 UI (4,5 mg/mL) e 

estreptomicina (10 mg/mL) (Figura 14). 

        Dessa suspensão foram semeados 100 µL em 5 placas de Petri contendo 
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meio  ágar  Dicloran Rose Bengal modificado (DRBCm) (BD Difco®, EUA) e em 

outras 5 placas contendomeio ágar Mycosel®  (Difco,  EUA)  (Figura  14).  O 

ágar Dicloran Rose Bengal modificado é composto por 15g do ágar DRBC 

comercial, com infusão de 50g de sementes de Guizzotia absynnica (sementes 

de niger), 2g de creatinina p.a e adicionadas a 1000 mL de água destilada. 

As placas foram, então, incubadas a 35ºC ± 2ºC, por até 7 dias, sendo 

acompanhado, diariamente, o aparecimento de colônias (Figura 15). A 

identificação das colônias foi realizada conforme a morfologia: i) brilhante, 

mucóide, pigmentação carotenóide ou melanizada: suspeita de Cryptococcus 

spp.; ii) melanizada, brilhante: suspeita de outros gêneros de leveduras 

melanizadas. 

A manutenção dos isolados durante o estudo foi realizada em ágar 

Sabouraud (BD DifcoTM, EUA) e a preservação foi na forma de suspensão 

concentrada em leite molico a 10% (Skim milk) sob congelamento a -70°. Essa 

suspensão reduz danos no congelamento e descongelamento e estabiliza o 

microrganismo contra os efeitos adversos da estocagem. 

 

Figura 14. Solo coletado em saco plástico estéril (à esquerda) e 
processamento do solo (repouso) na metodologia de STAIB (à direita).  

(Fonte: arquivo pessoal). 
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Figura 15. Crescimento de colônias de fungos do solo em ágar DRBCm (à 
esquerda) e ágar Mycosel (à direita).  
(Fonte: arquivo pessoal). 

 
 
 
 

3.2.2 Coleta e processamento de amostras de água 
 

 
As amostras de água de irrigação e lavagem foram coletadas em sacos 

plásticos estéreis (Nasco Whilrl-Park®) no volume de 300 mL cada. 

Cada amostra de água foi dividida em 3 alíquotas que foram filtradas, 

em separado, em membranas de nitrocelulose (0,45um) (Millipore, BR). A 

primeira membrana foi friccionada em 4 placas de meio DRBCm, a segunda 

membrana em 4 placas de meio Mycosel® e a última membrana foi 

friccionada em 2 placas, sendo uma de DRBCm e outra de Mycosel®. Todas 

as membranas foram desprezadas após esses procedimentos. As placas 

foram, então, incubadas a 35ºC ± 2 por até 7 dias (Figura 16). 
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Figura 16. Fluxograma da técnica de isolamento para água de irrigação e 
lavagem das hortas A e B. (Fonte: Letícia M.Feliciano, aluna de mestrado 
do Programa de Pós Graduação em Ciências, Coordenadoria de Controle 
de Doenças, Secretaria de Estado da Saúde de São Paulo)
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3.3 Caracterização fenotípica das leveduras melanizadas 
 
 
 

3.3.1 Caracterização fenotípica de Cryptococcus spp. 
 

 
As colônias com características de Cryptococcus spp. que cresceram nas 

placas com as amostras ambientais foram semeadas em ágar cromogênico 

CHROMagar Candida® (bioMérieux, Fr) (Figura 17). Após incubação à 

35ºC+2ºC por até 72 horas, foram examinadas em microscópio para pesquisa 

da presença de cápsula, com tinta da China. 

As colônias com células foram semeadas em ágar contendo compostos 

fenólicos (Guizzotia abyssinica) para pesquisa do gênero Cryptococcus (Staib, 

1962). A produção de urease e assimilação de açúcares (auxanograma) no 

sistema API 20C (bioMeriéux, Fr) foram avaliadas para triagem de espécies.  A 

cultura identificada como C. neoformans foi avaliada no meio L-canavanina, 

glicina e azul de bromotimol (CGB) (Mendes-Giannini e Melhem, 2000) para 

diferenciação fenotípica entre C. neoformans e C. gattii. 
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Figura 17. Observação macroscópica de diversos tipos de crescimento de 
Cryptococcus spp. em ágar cromogênico. 
 (Fonte: arquivo pessoal) 

 
 
 

3.3.2 Caracterização fenotípica de outras leveduras  melanizadas 
 

 
As colônias melanizadas com suspeita de outros gêneros que não 

Cryptococcus foram purificadas por plaqueamento em ágar cromogênico 

CHROMagar Candida® (bioMérieux, Fr). Após crescimento das colônias, estas 

foram transferidas para tubos contendo ágar Sabouraud (BD Difco, EUA) com 

cloranfenicol (0,2 g/L) e então incubadas a 30ºC + 2ºC por período de até 7 

dias.  A manutenção dos isolados durante o estudo foi realizada em ágar 

Sabouraud (BD DifcoTM, EUA) e a preservação foi feita em duplicata em leite 

molico a 10% (Skim milk) sob congelamento a -70°. 

Após o crescimento das colônias, as características morfológicas em 

relação à produção de conídios foram usadas para triagem de gênero (de 

Hoog, 1999). 
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3.3.3 Análise dos isolados por MALDI-TOF (Matrix-Assisted Laser 

Desorption Ionization Time Flight Mass Espectrometry) 

 

 
A análise das proteínas para identificação dos isolados por MALDI-TOF 

MS foi realizada no Laboratório do Grupo Fleury de São Paulo. Para 

identificação foram usadas culturas de no máximo, 24h. Foi realizado um 

protocolo de extração direta do material com ácido fórmico a 70% para a leitura 

no espectrômetro. 

Após a análise das proteínas, foi realizada a leitura e interpretação dos 

resultados, segundo critérios do fabricante do aparelho (Bruker Daltonics, Ge), 

a saber: alta probabilidade de identificação de espécie (pontuação de 2,300 a 

3,000), provável identificação de espécie e identificação segura de gênero 

(pontuação 2,000 a 2,999), provável identificação de gênero (pontuação de 

1,700 a 1,999) e identificação não confiável (pontuação de 0,000 -1,699). 

 
 
 
 

3.4  Análise de DNA 
 
 

3.4.1 Extração do DNA genômico para seqüenciamento e RFLP 
(Restriction Fragment Length Polymorphism) 

 

Obtenção de protoplasto (Perfect et al., 1989; Polachek et al., 1989) 
 

 
Colônias com 48h de crescimento foram removidas para um microtubo 

tipo Eppendorf contendo 1 mL de EDTA (50mM). Cada um dos microtubos foi 

centrifugado a 10.000 rpm por 15’. O sobrenadante foi desprezado e, ao 

sedimento, foi adicionado 1 mL de EDTA (50 mM). Este processo de lavagem 

foi repetido até que o sobrenadante fique límpido e, então, desprezado. Para a 

digestão da cápsula e parede, as células foram ressuspensas em 200µL de 

tampão CES(20mM de  tampão citrato, pH 5,6; 50mM de EDTA; pH 8.0; 0,9M 

de sorbitol), contendo 2 mg de lisoenzima (Trichoderma harzianum, Sigma, 

EUA).
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A suspensão foi incubada a 37ºC (2h à 3h) sob agitação constante.  A 

seguir, cada microtubo contendo protoplastos, comprovados por observação 

microscópica, foi centrifugado a 5000 rpm por 10 minutos sob 4ºC. Foram 

feitas, a seguir, três lavagens do sedimento com 1mL de tampão CES e, então, 

o sedimento foi ressuspenso em 200µL de tampão CES. 

 
 

Lise Celular (Sambrook et al.,1989) 
 
 

Aos protoplastos obtidos, conforme descrito, foram adicionados 200µL a 

300µL de tampão de lise a suspensão foi incubada sob 50ºC por 2h, agitando-

se em vórtex a cada 30 minutos. O material foi, então, centrifugado por 5 

minutos e o sobrenadante foi retirado para outro microtubo. Ao sobrenadante 

foram adicionados de 200µL a 400µL de clorofórmio (24:1 

clorofórmio/isopropanol) para promover precipitação das proteínas. Após 

centrifugação por 15minutos, houve formação de três fases e a fase aquosa 

(parte superior) sendo retirada para outro microtubo. Para promover a 

precipitação do DNA, foi adicionado 300µL de isopropanol e o material foi, 

então, centrifugado por 10 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi 

desprezado e ao sedimento foram adicionados 200µL a 500µL de etanol (70%). 

Após centrifugação, por 10 minutos a 10000 rpm, o sobrenadante foi 

desprezado. Após secagem do sedimento constituído de DNA, este foi 

ressuspenso em 20µL de solução aquosa de água de RNAse e, então, mantido 

sob -20ºC até sua utilização. 
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3.4.2 Diferenciação molecular entre isolados de C. neoformans e C.gattii 
 
 
 

A caracterização molecular dos fenótipos de C. neoformans foi realizada 

por metodologia de RFLP, após extração do DNA genômico, conforme descrito 

anteriormente. 

O DNA assim extraído foi processado pela técnica de PCR-RFLP segundo 

Meyer et al. (2003). Para a amplificação da sequência alvo do DNA, foi utilizada 

a solução pronta para uso (Go Taq® Green Master Mix, Promega). Esta 

solução contém Taq DNA polimerase, dNTPs, MgCl2 e tampões em 

concentrações ótimas para amplificação do DNA por PCR. A solução contém 

dois corantes que permitem monitorar o curso da eletroforese e possui 

densidade suficiente para que o produto da PCR seja aplicado diretamente no 

gel. 

Para a técnica de PCR-RFLP foi amplificado o fragmento URA5 utilizando 

par de primers URA5: 5´- ATGTCCTCCCAAGCCCTCGACTCCG-        

3´;        Sj01: 5’-TTAAGACCTCTCTGAACACCGTACTC-3’. Nas seguintes 

condições: desnaturação inicial de 94ºC por 5’, 35 ciclos a 94ºC por  45” a 63ºC 

por  1’; 72ºC por 2’ e extensão final de 10’ a 72ºC. Os produtos do PCR foram 

digeridos, duplamente, com: Sal 96I (10U/uL) e HhaI (20 U/uL) por 3h. Os 

produtos de amplificação foram submetidos à eletroforese, em sistema 

horizontal contendo solução de TBE (Tris-borato-EDTA), durante 50  minutos a 

100V e 400mA. Os géis  foram  visualizados  em  trans- iluminador ultravioleta 

com comprimento de onda de 302 nm (Syngene). Os perfis de bandas das 

cepas de C. neoformans foram assinalados, visualmente, por comparação com 

os perfis obtidos com 8 cepas de referência (VNI-VNIV gentilmente cedidas por 

Prof. Wieland Meyer, Universidade de    Sidney, Austrália). 
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3.4.3 Mating-type 
 
 

 
O mating-type foi determinado por PCR usando os primers MAT alfa 

5’-CTTCACTGCCATCTTCACCA-3’ e 5’-GACACAAAGGGTCATGCCA-3’ e 

MAT a 5’-CGCCTTCACTGCTACCTTCT-3’ e 5’- 

AACGCAAGAGTAAGTCGG GC-3’, sendo o protocolo utilizado descrito por 

Chatuverdi et al., 2000. O mix para PCR foi utilizado com o seguinte 

protocolo: 

 
    MgCl2 15mM 5,0 uL 

dnTP 10 mM 1,0 uL                    

Taq Polimerase 1,8 U         

Primer 10mM 2,5 uL 

Amostra 5,0 uL 
 
 
 
 

Para a reação de PCR foi utilizado o seguinte protocolo: 

1 X 95°C 3 minutos 

30 X 94°C 1 minuto 
 

1 X 57,5°C 1 minuto 
 

1 X 72°C 1 minuto 
 
 
 
 
 

3.4.4 Sequenciamento da região ITS, D1 e D2 
 

 
Depois de realizada a extração do DNA genômico, foi feita a 

quantificação de DNA (30ng/uL), realizada no aparelho Nanodrop 2000 

(Thermo Scientific, Massachusetts, EUA). Em seguida foi realizada reação 
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de PCR, com sistema comercial (Invitrogen, Califórnia, EUA) seguindo 

o seguinte protocolo: 

 

Tampão 10X 5,0 uL 

MgCl2 50mM 1,5 uL 

dnTP 10 mM 1,0 uL 

Primer 10pmol/uL 1,0 uL 

Taq Platinum 0,2 uL 

Amostra (Concentração de 50ug/mL) 2,0 uL 
 
 

Na reação de PCR empregaram-se as sequências iniciadoras 

(primers) NL-1; NL-4; ITS-1 e ITS-4, no seguinte protocolo: 

 

1 X 94°C 10 minutos 

36 X 94°C 40 segundos 

36 X 52°C 40 segundos 

36 X 72°C 40 segundos 

1 X 72°C 1 minuto 

4°C Infinito 
 
 

Após essa etapa foi feito um gel de agarose a 1,5% com 4 mm de 

espessura com 0,5 uL de loading juice com 5 uL de amostra e 4 uL de 

escala 1Kb Plus (Invitrogen, EUA) para observação de bandas de DNA. 

Os amplicons foram limpos com GFX PCR DNA (GE Healthcare, EUA), 

conforme instruções do fabricante. 

A quantificação de DNA (8ng/uL) para o PCR de sequenciamento foi 

executada no aparelho Nanodrop 2000 (Thermo Scientific, 

Massachusetts, EUA). 
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O PCR para seqüenciamento foi realizado com sistema comercial 

(Invitrogen, Califórnia, EUA) seguindo o seguinte protocolo: 

 

Big Dye 2,0 uL 

Tampão 1 uL 

Primers 1,6 pmol/uL 2,0 uL 

Amostra 5 uL 
 
 

Na reação de PCR empregou-se as sequencias iniciadoras (primers) 

NL-1; NL-4; ITS-1 e ITS-4, no seguinte protocolo: 

 

1 X 96°C 5 minutos 

30 X 96°C 10 segundos 

30 X 50°C 5 segundos 

30 X 60°C 4 minutos 

1 X 60°C 7 minutos 

4°C Infinito 
 
 

As amostras foram purificadas e o seqüenciamento foi realizado em 

seqüenciador ABI 3730XL. As sequências foram editadas usando o 

programa SEQUENCHER 4.1.4. Os dados foram analisados em dois bancos 

de dados o BLASTn (GenBank) e o MycoBank pertencente ao CBS-KNAW 

(Fungal Biodiversity Centre). 

 
 
 
 

3.5 Determinação a sensibilidade a compostos azólicos 
 
 

 
A sensibilidade a antifúngicos de todas as amostras foi avaliada pelo 

método proposto pelo Clinical Laboratory Standards Institute-CLSI (CLSI, 

2008), com automação da leitura, a partir de culturas de 48h. A sugestão de 

Zaragoza et al.  (2011)  sobre  incubação  a  30ºC  para  isolados  que  não 
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cresceram bem (densidade ótica >3) sob temperatura de reação a 35ºC, foi 

empregado, caso necessário. 

Os antifúngicos foram empregados na forma p.a, e para 

determinação da sensibilidade foram utilizados: fluconazol (Pfizer 

Laboratories, EUA), voriconazol (Sigma, EUA), itraconazol (Eurofarma, Br). 

O antifúngico anfotericina B (Sigma, EUA) foi utilizado apenas na cepa C. 

neoformans (JPT01) para o teste de sensibilidade e curva de morte. 

Do mesmo modo, dois fungicidas azólicos usados em agricultura, 

ciproconazol, difenoconazol, foram usados para determinação de leveduras 

resistentes a fungicidas. Ambos os fungicidas na forma p.a foram recebidos 

como doação da empresa Syngenta Proteção de Cultivos LTDA (Syngenta, 

EUA). Os resultados de concentração inibitória mínima (CIM) obtidos para 

cada composto azólico, de uso clínico e de uso agrícola, foram analisados 

segundo parâmetros de: média geométrica, valor modal, CIM50 e CIM90, 

definidos, respectivamente, como a concentração da droga necessária para 

inibir 50% e 90% das amostras analisadas. 

Os resultados foram compilados e analisados de acordo com valores 

de corte epidemiológicos, quando existentes (Espinel-Ingroff et al., 2012; 

Pfaller et al., 2012). 

 
 
 
 

3.5.1 Curvas de morte 
 
 

Os testes para determinação o tempo necessário para ação fungicida 

de anfotericina foram realizados de acordo com técnica descrita por Klepser 

et al. (1998). A técnica de curva de morte foi realizada apenas no isolado de 

C. neoformans devido a sua patogenicidade em seres humanos e animais. O 

teste foi realizado em duplicata. 

Os isolados, antes dos testes, foram repicados em ágar Sabouraud e 

incubados a 30°C por 48 h. Logo após, os isolados foram submetidos a 

crescimento em meio RPMI-1640, tamponado com MOPS em pH 7,2, 

acrescido de glicose (2%), por 18 h à 35°C sob agitação constante. O
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inóculo inicial foi ajustado para 0,5 da escala de MacFarland 

(aproximadamente, 1x106 a 5x106 ufc/mL) e então 1 mL deste inóculo foi 

diluído em 9 mL de meio RPMI contendo anfotericina B (1mg/L concentração 

final). 

Em períodos pré-determinados de tempo foram retiradas aliquotas 

para verificar efeito fungicida do fármaco. A partir da semeadura da primeira 

alíquota, designada como a de tempo zero (T0), foi iniciada a contagem de 

tempo para as demais. Às 6h, 12h, 24h, 48h e 72h de incubação, foram 

removidas alíquotas de 500 uL de cada cultura para quantificação de ufc/mL, 

sendo diluída em 4,5 mL de solução salina estéril e 30 uL plaqueados em 

ágar batata com incubação de 30°C por até 

72 h. Após este período, as colônias foram enumeradas e anotadas em 

gráfico de curvas de morte. Da mesma forma foi preparado e processado um 

tubo com controle positivo (C. neoformans ATCC 90112) sem a adição do 

fármaco. 

A atividade fungicida (end point) da anfotericina B para o isolado foi 

determinada pela contagem de ufc/mL equivalente a 0,01% da contagem 

obtida no tempo zero do isolado. Para analisar a atividade fungicida pelo 

método de curva de morte. Foi desenvolvido um gráfico referente a 

contagem de colônias dos isolados versus o tempo de incubação do 

fármaco, permitindo observar a diminuição das unidades formadoras de 

colônias ainda viáveis ao longo do tempo, juntamente com a linha de 

controle de crescimento positivo. 

 
 
 
 

3.5.2 Determinação de heteroresistência ao fluconazol 
 
 

Os testes de heteroresistência foram realizados apenas no isolado de 

C.neoformans, devido a sua patogenicidade em seres humanos e animais. 

Os testes foram desenvolvidos segundo Sionov et al. (2009) e Varma e 

Kwon-Chung (2010). Os procedimentos foram realizados em 2 etapas, 

sendo que as mesmas foram realizadas em duplicata. 
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A primeira fase foi destinada à determinação do nível de 

heteroresistência a fluconazol (NHF) da cepa. O preparo do inóculo foi 

realizado na concentração de 106 cel/mL (na escala de MacFarland 0,5), 

preparada em câmara de Neubauer e confirmada por teste de ufc/mL em 

placa. O inóculo foi diluído para 105 cel/mL até 103 cel/mL em diluição 

seriada. Em seguida, foi realizado o “spot test” em placas de Petri, em 

duplicata, nas concentrações de 106cel/mL, 105 cel/mL, 104 cel/mL e 

103cel/mL, sobre agar YPD contendo fluconazol em concentração acima do 

CIM encontrado para a mesma. Placas distintas foram semeadas contendo 

concentrações de fluconazol de até 128 mg/L. As placas foram então 

incubadas a 30°C por 72 h. A leitura foi realizada na concentração máxima 

de fluconazol que a cepa conseguiu mostrar crescimento. 

A segunda fase foi de adaptação para obtenção de subpopulações 

altamente heterorresistentes. Para tal, foi preparado um inóculo na 

concentração de 105 cel/mL, com colonias retiradas da placa de NHF. Esse 

inóculo foi semeado (150 uL) em placa de agar YPD sem fluconazol (placa 

controle) e em uma placa com uma concentração acima do NHF encontrado, 

sendo ambas incubadas a 30°C por 72h. Quando o crescimento foi obtido, 

um inóculo foi preparado e semeado em outra placa contendo concentração 

maior de fluconazol e assim sucessivamente, até placa contendo 256 mg/L. 

Avaliou-se, que a concentração das subpopulações altamente 

heterorresistentes conseguiram se adaptar. 

 
 
 
 

3.6 Análise da presença de fungicidas em amostras de solo e água 
 
 

As análises dos fungicidas foram realizadas em parceria com a Dra. 

Nádia Regina Rodrigues da Divisão de Química Analítica – Análise de 

resíduos da UNICAMP/CPQBA. O laboratório é atualmente certificado pelo 

INMETRO NIT-035 de acordo com as normas de Boas Práticas em 

Laboratório (BPL- 0036). Para a realização dos testes foi utilizado um 

cromatógrafo líquido equipado com detector de absorbância de
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radiação UV SPD 10 Avp (Shimadzu, JP) e cromatógrafo gasoso equipado 

com espectrômetro de massas (Agilient, EUA). 

Os resíduos de ciproconazol e difenoconazol foram pesquisados nas 

amostras de solo e água após a extração dos compostos com solução 

aquosa de metanol e limpeza dos extratos em filtros de papel. Os extratos 

obtidos foram analisados por cromatografia de fase reversa em cromatógrafo 

líquido equipado com detector de absorbância de radiação UV e para 

confirmação dos resultados os extratos foram analisados em cromatógrafo 

gasoso equipado com espectrômetro de massas. 

As seguintes substâncias foram avaliadas: 
 
 

Nome químico: (2RS,3RS;2SR,3SR) -2- (4-clorofenil) -3-ciclopropil-1-

(1H- 1,2,4-triazol-1-il) butan-2-ol CAS number: [94361-03-5] 

Ciproconazol  

Pressão de vapor: 2x10-5 Pa 

Fórmula estrutural: 
 

 

 
Peso Molecular: 291,8 g mol-1 

Número do Lote: CZ510275 

Prazo de Validade: 05/09/2015 

Pureza 99,3% 

Origem: Du Pont 



63  

Nome químico: 1-[2-[2-cloro-4-(4-cloro-fenoxi)-fenil]-4-metil[1,3]dioxolan-2- 

ilmetil]-1H-1,2,4-triazol CAS number: [119446-68-3] 

Difenoconazol  

Pressão de vapor: 3,32x10-8 Pa 

Fórmula estrutural: 

 
 

 
Peso Molecular: 406,3 g mol-1 

Número do Lote: SZBC193XV 

Prazo de Validade: 11/07/2017 

Pureza 97,2% 

Origem: Sigma Aldrich 
 

 
As amostras de água foram homogeneizadas em funil de separação 

seguida de filtração em papel de filtro comum. Após essa etapa, foi tomada 

uma alíquota de cada amostra e filtrada com filtro de 0,45μm para ser 

analisada por cromatografia de fase reversa em cromatógrafo líquido, 

equipado com detector de absorbância UV. Posteriormente, para 

confirmação foram analisados por cromatografia gasosa com espectrômetro 

de massas. As amostras de solo foram analisadas em duplicata da amostra 

testemunha, duplicatas das fortificações de nível baixo e alto. Os analitos 

foram extraídos das amostras adicionando-se 8 mL de solução metanol: 

água (8:2), levados para agitação a 300rpm por 20 min. Após a agitação, as 

amostras foram centrifugadas a 5000rpm por 5 min. e posteriormente, o 

sobrenadante foi filtrado em papel de filtro e recolhido em uma proveta. O  

procedimento  de  extração foi realizado conforme no item descrito,   

anteriormente. 
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O segundo extrato foi colocado na mesma proveta em que foi recolhido o 

primeiro e o volume homogeneizado. Após esse procedimento foi retirado 

uma alíquota em filtro de 0,45μm. Após essa filtração foi realizada a análise 

por cromatografia de fase reversa em um cromatógrafo líquido, equipado 

com um detector de absorbância UV e posteriormente, para confirmação foi 

realizada a análise por cromatografia gasosa com espectrômetro de massas. 

 
 
 
 

3.7 Análise estatística 
 
 

 
Foi aplicado o teste de concordância Kappa para analisar os 

resultados entre identificação fenotípica, por MALDI-TOF e identificação 

molecular. Os valores de concentração inibitória mínima foram comparados 

segundo: fármaco antifúngico, fungicida de uso agrícola, de acordo com 

gênero e espécie da levedura e local de origem, segundo teste Fischer e de 

Mann-Whitney. A comparação de valores da concentração inibitória mínima 

de leveduras expostas a fungicidas e de leveduras não-expostas a 

fungicidas foi realizada pelo teste de Spearman. 
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4. RESULTADOS 
 
 

No período de 2012 e 2014 foram realizadas 12 coletas nas hortas A 

e B, perfazendo total de 72 amostras ambientais. A previsão de coleta de 

água de lavagem não pode ser atendida na horta orgânica, visto que, em 10 

dias de coleta a água para tal fim havia sido desprezada. Desse modo, foram 

coletadas 12 amostras de solo da horta com fungicida e 12 da horta 

orgânica, 12 amostras de água de irrigação da horta com fungicida, 12 da 

horta orgânica e, ainda, 12 amostras de água de lavagem da horta com 

fungicida e 2 da horta orgânica. 

Para efeito de cálculo de frequência, foram analisadas todas as 

colônias com características de leveduras melanizadas desenvolvidas em 

uma única placa. As placas inoculadas com cada amostra (5 para solo, 10 

para água de lavagem e 10 para água de irrigação) inoculada com amostra 

ambiental. As identificações foram realizadas em todas as colônias, tanto 

pela morfologia, quanto bioquímica e MALDI-TOF. Para este estudo foi 

compilado resultado referente a uma cepa representativa da espécie, isolada 

de cada amostra ambiental coletada. 

 
 
 

Leveduras negras 
 
 

Para as leveduras negras foram obtidos 9 isolados sendo 4 (45%) 

provenientes do solo, 3 (35%) de água de irrigação e 2 de água de lavagem 

(20%), em várias espécies (Tabela 3). As cepas isoladas da horta com 

fungicida foram 8 (88,8%) e da horta orgânica 1 (11,1%) (Tabela 4). Para a 

identificação das leveduras negras a primeira triagem foi feita no 

CHROMagar Candida® (bioMérieux, Fr) e em seguida realizada a análise 

microscópica. No sequenciamento foram obtidos os seguintes gêneros, 

conforme Tabela 5: Aureobasidium (4/9; 44,44%), Exophiala (3/9; 33,33%), 

Cladosporium (1/9; 11,11%) e Cladophialophora (1/9; 11,11%). As espécies 

encontradas foram: Aureobasidium pullulans (n=3 isolados), Exophiala 



66  

spinifera (n=2), Cladosporium cladosporioides, Aureobasidium leucospermi, 

Cladophialophora arxii e Exophiala phaeomuriformis  (n=1, cada). 

Quanto aos testes de sensibilidade, 4 cepas não foram avaliadas, devido 

a problemas no crescimento e esporulação. As cepas sem crescimento foram 

as seguintes: Cladosporium cladosporioides (JPTAI1), Aureobasidium 

pullulans complexo (JPTAI3), Exophiala spinifera (JPTAL4), Aureobasidium 

leucospermi (JPTAL5). 

Não foi possível a realização de análise estatística na comparação 

das metodologias empregadas na identificação, devido ao número baixo de 

isolados identificados por provas fenotípicas e pelo MALDI-TOF. 

 
Tabela 3. Isolados de leveduras negras, segundo tipo de amostra ambiental. 
(Hortas, Município de Rio Claro, 2012-2014) 

 
 

Água 
 

Identificação Espécie Solo irrigação lavagem 

JPTAI1 Cladosporium cladosporioides  x  

JPTAI2 Aureobasidium pullulans  x  

JPTAI3 Aureobasidium pullulans  x  

JPTAL4 Exophiala spinifera   x 

JPTAL5 Aureobasidium leucospermi   x 

JPTS6 Aureobasidium pullulans x   

JPTS7 Cladophialophora arxii x   

JPTS8 Exophiala spinifera x   

JPTS9 Exophiala phaeomuriformis x   
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Tabela 4. Isolados de leveduras negras, segundo tipo de horta coletada 
(município de Rio Claro, 2012-2014) 

 
 
 

 

 
Isolado 

Horta 

orgânica 

Horta com 

fungicida 

JPTAI1 Cladosporium cladosporioides  x 

JPTAI2 Aureobasidium pullulans  x 

JPTAI3 Aureobasidium pullulans x  

JPTAL4 Exophiala spinifera  x 

JPTAL5 Aureobasidium leucospermi  x 

JPTS6 Aureobasidium pullulans  x 

JPTS7 Cladophialophora arxii  x 

JPTS8 Exophiala spinifera  x 

JPTS9 Exophiala phaeomuriformis  x 

 
 
 
 
 
 
 

Figura 18. Distribuição de espécies de leveduras negras, na horta A. 



68  

 
 
 

. 

 

Figura 19. Distribuição de espécies de leveduras negras, na horta B. 
 
 

Tabela 5. Identificação, segundo método empregado, de 9 cepas de Black 
Yeast Fungi, isoladas de amostras água e solo (Hortas Município de Rio 
Claro, 2012-2014). 

 
 
 

Isolado Identificação 
morfológica 

MALDI-TOF Sequenciamento 

JPTAI1 

JPTAI2 

JPTAI3 

Sugestivo de 
Exophiala spp. 
Sugestivo de 

Exophiala spp. 
Sugestivo de 

Exophiala spp. 

NI 

NI 

NI 

Cladosporium cladosporioides 
complexo 

Aureobasidium pullulans 
complexo 

Aureobasidium pullulans 
complexo 

JPTAL4 Sugestivo de 
Exophiala spp. 

 
NI 

 
Exophiala spinifera 

JPTAL5 Sugestivo de 
Exophiala spp. 

 
NI 

 
Aureobasidium leucospermi 

JPTS6 Sugestivo de 
Exophiala spp. 

 
NI 

 
Aureobasidium pullulans 

JPTS7 Sugestivo de 
Exophiala spp. 

 
NI 

 
Cladophialophora arxii 

JPTS8 Sugestivo de 
Exophiala spp. 

 
NI 

 
Exophiala spinifera 

JPTS9 Sugestivo de 
Exophiala spp. 

 
NI 

 
Exophiala phaeomuriformis 

 

NI: não identificado 
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Figura 20. Distribuição das espécies de leveduras negras, isoladas do solo. 
 
 

 

Figura 21. Distribuição das espécies de leveduras negras, isoladas de água 
de irrigação. 

 

 

 

Figura 22. Distribuição das espécies de leveduras negras, isoladas de água 
de lavagem. 
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Tabela 6. Concentração Inibitória Mínima (mg/L) de antifúngicos de uso 
clínico e fungicidas azólicos frente a cepas de leveduras negras isoladas de 
amostras de água e solo (Hortas, Município de Rio Claro, 2012-2014). 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Cladosporium cladosporioides  

complexo (JPTAI1) 

Aureobasidium pullulans 

   NR   

complexo (JPTAI2) 

Aureobasidium pullulans 

4 0,015 0,03 0,015 0,5 0,015 

complexo (JPTAI3) 

Exophiala spinifera (JPTAL4) 

Aureobasidium leucospermi 

   NR 

NR 

  

(JPTAL5) 

Aureobasidium pullulans 

   NR   

complexo (JPTS6) 4 0,03 0,12 0,015 0,5 0,015 

Cladophialophora arxii (JPTS7) >64 0,25 4 8 8 0,015 

Exophiala spinifera (JPTS8) 

Exophiala phaeomuriformis 

32 0,03 0,25 0,25 1 0,06 

(JPTS9) 2 0,03 0,015 0,03 0,015 0,015 

 

*NR – Não realizado
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Gênero Cryptococcus 
 
 

Para o gênero Cryptococcus foram isoladas 16 cepas, sendo: 8 (50%) 

provenientes de solo, 4 (25%) de água de irrigação e outras 4 (25%) de água 

de lavagem. Todos os isolamentos de amostras de água de lavagem foram 

da horta com fungicida, em relação com maior número de amostras 

coletadas. Das 12 coletas realizadas, 3 (25%) possibilitaram isolamento de 

leveduras melanizadas. Verificou-se crescimento de duas espécies distintas 

a partir de mesmo material amostrado. 

C. albidus foi à espécie para a qual foram observados maior número 

de resultados concordantes (3/4; 75%) em todos os métodos de identificação 

empregados. 

Na tabela 8, encontra-se a distribuição dos isolados do gênero 

Cryptococcus relacionados ao tipo de horta, sendo que 10 (62,50%) são 

pertencentes à horta com fungicida e 6 (37,50%) a horta orgânica. 

Foram identificadas inicialmente e de modo presuntivo as seguintes 

espécies: C. neoformans, C. laurentii, C. albidus, C. flavescens e C. magnus. 

A cepa de C. neoformans foi isolada de amostra de solo. A espécie C. 

laurentii (7/16; 43,8%) foi a mais frequente. A tabela 7 mostra a frequência  

de espécies de Cryptococcus identificadas, segundo o tipo de amostra 

ambiental. 
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Tabela 7. Isolados do gênero Cryptococcus, segundo tipo de amostra 
ambiental (hortas, município de Rio Claro, 2012-2014). 

 
 
 
 

Isolado Identificação* Solo Água de 

irrigação 

Água de 

lavagem 

JPT 08 C. terrestris x   

JPT 10 C. albidus x   

JPT16 C. albidus x   

JPT32* C. laurentii x   

JPT153* C. laurentii x   

JPT112* C. flavescens x   

JPT 01 C. neoformans x   

JPT17 C. albidus x   

JPT04 C. laurentii  x  

JPT23 C. laurentii   x 

JPT114* C. flavescens   x 

JPT115* C. magnus   x 

JPT116* Cryptococcus sp.  x  

JPT117* C. magnus   x 

JPT118* Cryptococcus sp.  x  

JPT119* C. magnus  x  

 
 
 

 
A identificação das cepas do gênero Cryptococcus foi realizada após 

purificação e triagem realizada em ágar cromogênico (CHROMagar 

Candida®) indicativas do gênero Cryptococcus. Todas as culturas 

apresentaram-se com coloração arroxeada e aspecto mucóide. As colônias 

suspeitas foram observadas em microscópio óptico pela técnica de tinta da 
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China, observando-se presença de cápsula em todas as cepas. 

Todas as culturas foram analisadas por MALDI-TOF (Bruker  

Daltonics, Ge), em duplicata, após extração direta com ácido fórmico a 70%. 

Segundo o método de MALDI-TOF não foi possível a identificação de 3 

isolados (18,75%) do gênero Cryptococcus (Tabela 9) e, portanto, as 

amostras foram identificadas, presuntivamente, pelo sistema API 20C®. 

Na avaliação da análise estatística, o resultado do teste Kappa foi de 

0,484 com p<0,001, mostrando que as 3 metodologias, fenotípica, MALDI- 

TOF e sequenciamento, têm concordância moderada entre si, segundo 

interpretação do teste. 

A cepa de C. neoformans foi identificada em todos os métodos. O 

método de PCR-RFLP permitiu a classificação do tipo molecular em VNI. O 

tipo conjugante (mating type) foi identificado como alfa. Para essa cepa foi 

realizado três testes adicionais: CIM de anfotericina B, resultando em 0,5 

mg/L, curva de morte que indicou ação fungicida do polieno às 6 h de 

exposição e heteroresistência ao fluconazol em nível de 64 mg/L, 

adaptando-se até 128 mg/L. 
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Tabela 8. Isolados de Cryptococcus, segundo o tipo de horta (Rio Claro, 
2012-2014) 

 
 
 

Isolado Horta orgânica Horta com fungicida 

C.neoformans (JPT01) 

C.laurentii (JPT04) 

C.terrestris (JPT08) 

C.albidus (JPT10) 

C.albidus (JPT16) 

C.albidus (JPT17) 

C.laurentii (JPT23) 

 
x 

x 

x 

x 

x 

x 

x 

C.laurentii (JPT32) 

C.laurentii (JPT153) 

C.flavescens (JPT112) 

C.flavescens (JPT114) 

C.magnus (JPT115) 

Cryptococcus sp. 

 
 
 

x 

x 

x 

x 

 

x 

(JPT116) 

C.magnus (JPT117) 

Cryptococcus sp. 

 x 

x 

(JPT118) 

C.magnus (JPT119) 

x  

x 
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Figura 23. Distribuição das espécies de Cryptococcus spp., na horta A. 
 
 
 
 
 
 

Figura 24. Distribuição das espécies de Cryptococcus spp., em relação a 
horta B. 
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Tabela 9. Resultados de identificação, segundo método empregado, de 16 
cepas de Cryptococcus spp. isoladas de amostras água e solo (Hortas, 
Município de Rio Claro, 2012-2014). 

 

 
Isolado   API 20C aux® MALDI-TOF Sequenciamento 

 
  

JPT01 C. neoformans C. neoformans var. 

grubii 

 
 

C. neoformans 

(VNI, mating type alfa) 

JPT 04 C. laurentii C. laurentii C. laurentii 

JPT 08 C. laurentii C. flavescens C. terrestris 

JPT 10 C. albidus C. albidus C. albidus 

JPT16 C. albidus C. albidus C. albidus 

JPT17 C. albidus C. albidus C. albidus 

JPT23 C. laurentii C. laurentii C. laurentii 

JPT32 C. laurentii C. laurentii C. laurentii 

JPT153  C. laurentii C. laurentii C. laurentii 

JPT112  NI C. flavescens C. flavescens 

JPT114  NI C. flavescens C. flavescens 

JPT115  NI C. magnus C. magnus 

JPT116  C. albidus NI Cryptococcus spp. 

JPT117  NI C. magnus NI 

JPT118  C. laurentii NI Cryptococcus spp. 

JPT119  C. laurentii NI C. magnus 
 

 
NI, não identificado; var., variedade 
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Figura  25. Distribuição das espécies de Cryptococcus spp. isolados do solo. 
 
 
 

 

Figura 26. Distribuição das espécies de Cryptococcus spp. isolados da água 
de lavagem. 
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Figura 27. Distribuição das espécies de Cryptococcus spp. isolados da água 
de irrigação. 

 

 
Tabela 10. Score do MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Ge) na identificação dos 
isolados de Cryptococcus spp. 

 
 
 

Isolado Identificação Score 
JPT01 Cryptococcus neoformans var. grubii 2.148 
JPT04 Cryptococcus laurentii 2.180 
JPT08 Cryptococcus flavescens 1.784 
JPT10 Cryptococcus albidus 1.902 
JPT16 Cryptococcus albidus 2.049 
JPT17 Cryptococcus albidus 2.003 
JPT23 Cryptococcus laurentii 2.025 
JPT32 Cryptococcus laurentii 2.194 

JPT153 Cryptococcus laurentii 1.917 
JPT112 Cryptococcus magnus 2.164 
JPT114 Cryptococcus flavescens 1.865 
JPT115 Cryptococcus magnus 1.834 
JPT117 Cryptococcus magnus 1.790 
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Os testes de sensibilidade foram realizados, somente, para 10  cepas 

de Cryptococcus spp., pois ocorreu falta de crescimento em meios de 

cultura, indicando inviabilidade de 6 cepas que não puderam ser  

recuperadas após seu congelamento (-20C), em leite desnatado 10% com 

glutamato de sódio 5%. Estas cepas foram: C. magnus (JPT 115, 117 e  

119), Cryptococcus spp. (JPT 116 e 118). 

Os testes foram realizados em duplicata, tanto para os fungicidas 

azólicos (ciproconazol e difenoconazol), quanto para os antifúngicos clínicos 

(fluconazol, itraconazol, voriconazol), sendo que para os fungicidas agrícolas 

foi realizada uma avaliação sistemática de CIM frente às cepas ATCCs 

preconizadas pela metodologia do CLSI. Esse procedimento, realizado 8 

vezes em dias seguidos, serviu para avaliar a estabilidade dos fungicidas e 

para determinar o valor de CIM de cada composto de modo a comprovar a 

reprodutibilidade do ensaio (tabelas 11 e 12). 

Os dados da sensibilidade das 10 cepas de Cryptococcus e cepas- 

padrão frente aos fármacos e fungicidas azólicos, constam da Tabela 12. 

Pontos de corte clínicos, para interpretação dos valores de CIM de 

qualquer fármaco frente a isolados do gênero Cryptococcus ainda não estão 

definidos, sendo utilizado apenas o ECV, para as espécies C. neoformans  e 

C. gattii. 

Foi realizada a análise estatística por diferentes testes para a 

avaliação de possível resistência cruzada entre fármacos ou entre 

fungicidas. O teste de Fischer (p=1,0) e Mann-Whitney não demonstraram 

significância estatística. O teste de Spearmann apontou que as correlações 

entre os compostos ciproconazol e difenoconazol, assim como, 

ciproconazol e voriconazol foram, estatisticamente, significantes. 
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Tabela 11. Concentração inibitória mínima (mg/L) de fungicidas azólicos 
frente à cepa-padrão Candida parapsilosis ATCC 22019, método M27-A3 
(CLSI, 2012). 

 
 
 

CIM (mg/mL) 
Difenoconazol Ciproconazol 

0,12 0,03 
0,06 0,06 
0,12 0,03 
0,06 0,06 

4 1 
0,25 0,03 
0,25 0,015 

  0,5 0,12  
 

 

 

Tabela 12. Concentração Inibitória Mínima (mg/L) de fungicidas azólicos 
frente à cepa-padrão Candida krusei ATCC 6258, método de M27-A3 (CLSI, 
2012). 

 
 
 

CIM (mg/mL) 
Difenoconazol Ciproconazol 

0,03 0,5 
0,03 0,03 
0,03 0,03 
0,03 0,5 
0,5 0,12 

0,12 0,5 
0,5 0,5 

  2 1  
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Tabela 13. Concentração Inibitória Mínima (mg/L) de antifúngicos de uso 
clínico e fungicidas azólicos frente a cepas de Cryptococcus spp. isoladas de 
amostras de água e solo (Hortas, Município de Rio Claro, 2012-2014). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
C. neoformans (JPT01) 32 0,12 0,03 0,12 0,06 0,03 

C. terrestris (JPT08) 16 0,5 0,5 2 1 0,12 

C. albidus (JPT10) 0,5 0,015 0,03 0,03 0,015 0,015 

C. albidus (JPT16) 8 0,25 0,12 8 0,25 0,12 

C. albidus (JPT17) 4 0,25 0,25 8 1 0,06 

C. laurentii (JPT04) 8 0,25 0,25 1 0,5 0,25 

C. laurentii (JPT23) 4 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)   SC    

C.magnus (JPT115)   SC    

C.magnus (JPT117)   SC    

C.magnus (JPT119)   SC    

Cryptococcus spp. (JPT116) NR NR NR NR NR NR 

Cryptococcus spp. (JPT118) NR NR NR NR NR NR 

 
SC, sem crescimento; NR, não realizado 
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Resultados da análise de fungicida nas amostras ambientais 

 
 
 

Os dados de resíduos foram calculados por regressão linear de curva 

de calibração obtida com soluções dos padrões dos analitos versus a 

resposta em área de pico obtida no cromatógrafo. A curva foi construída com 

5 níveis de concentração. Na obtenção da curva de calibração cada solução 

padrão foi injetada em duplicata para as amostras de solo e uma vez para as 

amostras de água. Para o intervalo de concentrações utilizado a resposta do 

equipamento é linear, obedecendo a equação y= b + mx. 

As constantes b (intersecção) e m (coeficiente de regressão) podem se 

encontradas através da regressão linear no intervalo observado. 

 
x é a concentração do composto em parâmetros constantes de HPLC 

y é a resposta do cromatógrafo 
 
 

Na determinação analítica os extratos foram intercalados com as 

soluções padrão durante a corrida. Foi aplicado o método estatístico teste de 

hipótese (teste – F) na análise de dados segundo PTMDR-11. 

A quantidade em mg kg-1 dos analitos nas amostras é então  

calculada da seguinte forma:  

 
Fonte: Collins et al., 1997. 

  
vol. final = volume no qual são dissolvidas as amostras antes da análise 

cromatográfica (mL) 

f.a. = fator da amostra, refere-se à massa de matriz correspondente à 

alíquota de extrato tomado para a análise 
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f. dil.= fator de diluição do extrato final da amostra 
 
 

        Fonte: Collins et al., 1997. 
 
 
 

p.a. = massa da amostra de matriz tomada para análise, em grama. 

 

Em amostras fortificadas a porcentagem de recuperação é 

calculada da seguinte forma: 

 

Fonte: Collins et al., 1997. 
 

 
Na amostra testemunha foi observada a presença de interferentes nos 

tempos de retenção dos analitos, portanto o limite de quantificação para o 

ambos analitos é de 0,2 mg kg-1. 
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Tabela 14. Identificação das amostras enviadas para análise de fungicidas 
por HPLC e cromatografia gasosa. 

 
 

Identificação da amostra Matriz Massa 
recebida 

Água de irrigação Horta Botacin 2 Água 0,400kg 

Água de Irrigação Horta Botacin 3 Água 0,400kg 

Água de Irrigação Horta Orgânica 2 Água 0,386kg 

Água de Irrigação Horta Orgânica 3 Água 0,375kg 

Água de Lavagem Horta Botacin 2 Água 0,400kg 

Água de Lavagem Horta Botacin 3 Água 0,400kg 

Água de Lavagem Horta Orgânica Nabo 2 Água 0,396kg 

Água de Lavagem Horta Orgânica Nabo 3 Água 0,352kg 

Solo Horta Botacin Cebolinha Sem Agrotóxico Solo 2,637kg 

Solo Horta Botacin Cebolinha 1 Solo 0,215kg 

Solo Horta Botacin Cebolinha 2 Solo 0,163kg 

Solo Horta Botacin Cebolinha 3 Solo 0,179kg 

Solo Horta Orgânica Cebolinha 1 Solo 0,216kg 

Solo Horta Orgânica Cebolinha 2 Solo 0,216kg 

Solo Horta Orgânica Cebolinha 3 Solo 0,217kg 

Solo Horta Orgânica Beterraba Solo 1,699kg 
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Tabela 15. Análise das amostras ambientais para ciproconazol (mg kg-1) e 
difenoconazol (mg kg-1) em HPLC e cromatografia gasosa 

 
 

Identificação Ciproconazol Difenoconazol 
 (mg kg-1) (mg kg-1) 

Água de irrigação Horta Botacin 2 ND ND 

Água de Irrigação Horta Botacin 3 ND ND 

Água de Irrigação Horta Orgânica 2 ND ND 

Água de Irrigação Horta Orgânica 3 ND ND 

Água de Lavagem Horta Botacin 2 ND ND 

Água de Lavagem Horta Botacin 3 ND ND 

Água de Lavagem Horta Orgânica Nabo 2 ND ND 

Água de Lavagem Horta Orgânica Nabo 3 ND ND 

Solo Horta Botacin Cebolinha Sem 
Agrotóxico 

ND ND 

Solo Horta Botacin Cebolinha 1 ND ND 

Solo Horta Botacin Cebolinha 2 ND ND 

Solo Horta Botacin Cebolinha 3 ND ND 

Solo Horta Orgânica Cebolinha 1 ND ND 

Solo Horta Orgânica Cebolinha 2 ND ND 

Solo Horta Orgânica Cebolinha 3 ND ND 

Solo Horta Orgânica Beterraba ND ND 

ND = Não detectado 
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5. DISCUSSÃO 
 
 

Os fungicidas são parte essencial dos manejos agrícolas para melhor 

rendimento nas plantações. Fungicidas azólicos são amplamente usados  no 

Brasil para proteção das plantações, inibindo contaminação das  colheitas e 

prevenindo a disseminação de fitopatógenos na produção agrícola. O aumento 

do uso de fungicidas na agricultura causa a contaminação do solo com 

produtos químicos. 

Quando os agrotóxicos são aplicados existe a possibilidade dos princípios 

ativos exercerem alguns efeitos em organismos não alvos presentes no solo, 

inclusive em micro-organismos (Wardle e Parkinson, 1990). A biomassa 

microbiana tem um importante papel no ecossistema do solo, como na ciclagem 

de nutrientes e decomposição (de Lorenzo et al., 2001). Nesse contexto, as 

leveduras são importantes membros de vários ecossistemas e contribuem de 

forma significativa para a biodiversidade (Fleet, 1998). A ação dos agrotóxicos 

em organismos não alvos, como leveduras melanizadas, tem sido preocupação 

há muitos anos devido à natureza, biologicamente, ativa dos compostos. Esses 

efeitos podem resultar em toxicidade direta do composto ou impacto indireto, 

provocado pela remoção e/ou aumento da proliferação de distintas espécies. 

Até o momento, o maior enfoque em micologia sobre a resistência cruzada 

em relação aos azólicos é com gênero Aspergillus. Snelders e colaboradores 

(2009) isolaram Aspergillus fumigatus de ambiente hospitalar e de pacientes 

com aspergilose invasiva. Para comparação dos isolados fúngicos, foram 

realizados testes de sensibilidade, investigação dos mecanismos de resistência 

e testes moleculares de identificação. Os mesmos apresentaram resistência 

cruzada para: voriconazol, posaconazol, metconazol e tebuconazol. Os testes 

de mecanismos de resistência foram positivos e em alguns isolados ficaram, 

geneticamente, agrupados demonstrando que os pacientes podem ter sido 

colonizados com isolados do meio ambiente. Seguindo o mesmo 

padrão de estudo, Mortensen e colaboradores (2010) realizaram estudos em 

vários países da Europa, como Áustria, Dinamarca e Espanha, identificando 

gene de resistência e testando itraconazol, voriconazol e posaconazol, para 

Aspergillus spp. Nos três países foi observado o mecanismo intrínseco de 
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resistência nos isolados de Aspergillus coletados do ambiente. Em várias 

espécies de Aspergillus foi comprovado que as cepas isoladas de solo não 

contaminado por fungicidas não foram resistentes a estes compostos. Nas 

cepas ambientais expostas, porém, foram observados mecanismos de 

resistência idênticos aos encontrados em isolados clínicos e esses isolados 

formavam um grupo genético diferente daqueles não resistentes (Snelders et 

al., 2009). 

Neste estudo, isolou-se e identificou-se por métodos fenotípicos e 

moleculares espécies de leveduras ambientais melanizadas (Cryptococcus spp. 

e BYFs) de áreas expostas e não expostas a fungicidas azólicos, com o objetivo 

de verificar a existencia de espécies associadas, ou não, às infecções humanas 

e seu perfil de sensibilidade a compostos azólicos. O isolamento de BYFs a 

partir de água (n=5) e solo se deu de forma quase similar (n=4), com maior 

frequência de isolamento na horta com uso de fungicidas, do que na horta 

orgânica. Este fato pode ser devido a menor profusão de fungos filamentosos em 

amostras da horta pulverizada ou, ainda, pelas características diferenciadas do 

solo e de umidade, variáveis não controladas neste estudo. A umidade do solo é 

considerada fator de extrema importância para os fungos do meio ambiente que 

pode ter sido crucial para maior isolamento de BYF na horta com fungicida 

destinada ao cultivo comercial de hortaliças, tendo solo, aparentemente, mais 

úmido e com maior número de hortaliças semeadas. De outro modo, a horta 

orgânica tem solo mais seco, com escassez na rotatividade de cultivos e dois 

grandes períodos sem cultivo (meses de férias da escola agrícola), pois a 

mesma é utilizada somente para fins educacionais. 

Para identificação de BYF, a presença de conídios, seu tamanho, 

inserção e posição nos conidióforos foram aspectos analisados e interpretados 

segundo bibliografia de referência (de Hoog et al., 2000). 

Segundo a identificação presuntiva, com base na análise morfológica, todos os 

isolados foram de modo presuntivo, indicados como pertencentes ao gênero 

Exophiala. 

Pelo método de MALDI-TOF não foi possível concluir a identificação de 

nenhum isolado de levedura negra. Desde que, o banco de dados do 

equipamento empregado nessa análise contempla somente alguns dos gêneros 
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sequenciados a falta de resultados satisfatórios na identificação dos isolados é 

indicativo de pouca sensibilidade do método. O número de espectros, referentes 

a distintas cepas, inseridos no banco de dados é, de fato, um fator decisivo para 

o desempenho do método. Ozhak-Baysan et al. (2015) realizaram um estudo 

com 110 isolados do gênero Exophiala para a identificação da espécie no 

aparelho de MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Ge). A taxa de identificação para as 

espécies de Exophiala foram as seguintes: E. dermatitidis (100%), E. 

heteromorfa (100%), E. phaeomuriformis (80,6%)   e 

E. crusticola (50%). O MALDI-TOF, no entanto, é em relação a outros gêneros 

de fungos um método com bom desempenho e devem ser citados trabalhos 

relevantes como o publicado por Neuhof et al. (2007) que avaliaram o gênero 

Trichoderma, Marinach-Patrice et al. (2009) que utilizaram a plataforma para 

identificação do gênero Fusarium e Santos et al. (2010) e Iriart et al. (2012) que, 

em estudos independentes, observaram o bom desempenho do aparelho para 

fungos filamentosos e leveduras. Os resultados foram variados, mas de modo 

geral, podem ser considerados bons; porém, as altas taxas na identificação de 

algumas espécies, possivelmente, se devem ao uso de um banco de dados 

customizado, construído “in house” para uso próprio e alimentado com espectros 

do próprio usuário. 

A identificação molecular permitiu a correta classificação das cepas. A 

discrepância na identificação morfológica presuntiva e no sequenciamento se 

deve ao fato de que a taxonomia das leveduras negras é, extremamente, 

complexa sendo de difícil análise, principalmente, pela dificuldade na 

visualização de estruturas morfológicas que permitem a identificação dos 

gêneros em questão. 

A relevância do encontro de BYFs em solo e água de hortas e sua 

contribuição para a descrição da ecologia desse grupo de fungos, pode ser 

medida pela patogenicidade de alguns de seus membros. Entre os gêneros de 

BYFs encontrados neste estudo, a importância clínica é, significantemente, 

distinta, bem como, a sensibilidade aos diversos antifúngicos, como descritos a 

seguir. 

O gênero mais frequentemente encontrado nas hortas estudadas, o 

Aureobasidium spp. é considerado saprófita, sendo encontrado em vários 
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ambientes como água poluída (Vadkertiova e Slavikova, 1995), poeira doméstica 

(Arvanitidou et al., 1999), entre outros. Também pode ser considerado como 

contaminante de laboratório quando encontrado em amostras biológicas, ainda 

que, consiga causar infecções em humanos. As infecções por esse gênero são 

oportunistas e a espécie mais comumente encontrada é Aureobasidium 

pullulans, apesar de outras espécies terem sido descritas, como A. proteae (de 

Hoog et al., 2000; Kutlesa et al., 2012). A maior parte das infecções, como 

queratite e lesões cutâneas, ocorre por inoculação traumática. A forma 

disseminada é rara e ocorre apenas em pacientes imunodeprimidos (Arranz et 

al., 2006; Panda et al., 2006; Mise et al., 2008; Pikazis et al., 2009; Chawla et al., 

2010; Joshi et al., 2010; Mershon-Shier et al., 2011). A espécie A. pullulans tem 

grande afinidade por materiais sintéticos e implantes cirúrgicos, sendo 

observado seu isolamento a partir de amostras de cateter de diálise peritoneal e 

cateter venoso central (Clark et al., 1995; Caporale et al., 1996; Hawkes et al., 

2005; Mise et al., 2008). 

Najafzadeh et al. (2014), no maior estudo do gênero, avaliaram 

sensibilidade in vitro de 104 isolados, clínicos e ambientais, de A. pullulans var. 

pullulans e A. pullulans var. melanigenum para anfotericina B, fluconazol, 

itraconazol, voriconazol, posaconazol, isavuconazol, caspofungina e 

micafungina. Os intervalos de CIM para o gênero foram: anfotericina B ≤0,016 

mg/L a 16 mg/L, fluconazol 4 mg/L a ≥64 mg/mL, itraconazol ≤0,016 mg/L a 16 

mg/L, voriconazol ≤0,016 mg/L a 16 mg/L. A atividade antifúngica contra A. 

pullulans, portanto, ainda que variável aponta 

resistência a fluconazol e CIMs elevadas para voriconazol. Para outros 

antifúngicos, como itraconazol, a espécie apresenta maior sensibilidade 

(Najafzadeh et al., 2014). Todos esses dados são compatíveis com os aqui 

descritos para cepas ambientais isoladas de solo e água. 

O gênero Cladophialophora pode ser, comumente, encontrado em detritos 

de plantas ou associados a elas, sendo, predominantemente, sapróbio (de Hoog 

et al., 2007). Membros deste gênero estão envolvidos em ampla variedade de 

infecções sendo descritos desde micose cutânea leve até encefalite fatal (Ho et 

al., 1999; de Hoog et al., 2000). A espécie C. bantiana, um importante fungo 

neurotrópico, foi alvo de mais de 100 relatos de infecção em indivíduos, 
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aparentemente, saudáveis na literatura consultada. Outra espécie de importância 

médica é C. carrionii, prevalente agente de cromoblastomicose em climas secos 

e desérticos (Mendoza et al. 1993; Jayakeerthi et al. 2004; Ameen 2009). A 

espécie C. arxii isolada de horta exposta a fungicidas, por sua vez, é 

considerada um raro agente de doença disseminada (Badali et al., 2008). 

O gênero Cladosporium é um anemófilo ubiquo e frequente; é descrito, 

ocasionalmente, como agente causador de phaeohifomicoses. Algumas 

espécies podem causar infecções micóticas em humanos, como: C. 

cladosporioides, C. elatum, C. oxysporum, C. herbarum e C. sphaerospermum. 

Infecções por C. cladosporioides, espécie isolada em água de irrigação de horta 

pulverizada com fungicidas, são raras e predominam em casos de micoses 

subcutâneas, embora infecções sistêmicas tenham sido descritas (Bentz e 

Sautter, 1993; de Hoog, 2000; Kantarcioglu et al., 2002). 

O gênero Exophiala, segundo agente em frequência nas hortas alvo desta 

pesquisa é considerado o gênero de BYF de maior interesse médico, sendo as 

espécies mais implicadas em infecções humanas: E. dermatitidis, E. xenobiotica, 

E. spinifera e E. oligosperma; as encontradas com menos frequência são: E. 

phaeomuriformis, E. jeanselmei, E. mesophila entre outras (de Hoog et al., 2003; 

Zeng et al., 2007; Badali et al., 2010). 

Estudo com antifúngicos indicam que E.  dermatitidis, E.   jeanselmei, 

E. moniliae e E. spinifera são sensíveis à anfotericina B, itraconazol e 

voriconazol (Woollons et al., 1996; Rath et al., 1997; McGinnis e Pasarell, 1998; 

Nucci et al., 2001; Duarte et al., 2013).  A espécie rara, E. pisciphila, foi sensível 

ao itraconazol e voriconazol, porém resistente à anfotericina B (McGinnis e 

Pasarell, 1998). E. dermatitidis mostra resistência a fluconazol e 5-fluorcitosina 

(Rath et al., 1997; Woollons et al., 1996; McGinnis e Pasarell, 1998; de Hoog et 

al., 2000). Badali et al. (2010) avaliaram 9 isolados de E. jeanselmei e 5 de E. 

oligosperma frente a fluconazol, itraconazol e voriconazol. Os autores 

observaram intervalos de CIM para E. jeanselmei, como segue: fluconazol 8 

mg/L a 32 mg/L, itraconazol 0,031 mg/L a 0,25 mg/L e voriconazol 0,25 mg/L a 2 

mg/L. Para E. oligosperma, esses valores foram: fluconazol 16 mg/L a 32 mg/L, 

itraconazol 0,031 mg/L a 0,25 mg/L e voriconazol 1 mg/L a 4 mg/L. Não foi 

investigada a correlação entre o CIM e a resposta clínica ao tratamento, mas 

considerou-se itraconazol um dos fármacos elegíveis para tratamento de 
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infecções por tais espécies. Nosso grupo, em estudo inédito no Brasil, estudou 

43 isolados das espécies E. dermatitidis e 4 isolados de E. spinifera verificando 

baixos valores de CIM, tanto para itraconazol, quanto para voriconazol, 

indicando sensibilidade similar a encontrada para as cepas deste estudo (Duarte 

et al., 2013). Em vista do exposto, conclui-se que as cepas de E. 

phaeomuriformis isoladas das hortas apresentaram sensibilidade compatível à 

relatada na literatura. 

 
 

Para membros do gênero Cryptococcus spp. taxas de isolamento igual, 

em solo e água, foram obtidas neste estudo demonstrando que o fungo pode 

estar presente em qualquer ambiente, comprovando sua alta capacidade de 

adaptação, conforme descrito por Kwon-Chung (1992). Na triagem inicial das 

amostras ambientais o isolamento do gênero Cryptococcus spp. foi complexo 

devido ao crescimento de vários outros fungos, em especial os filamentosos, 

provenientes de solo e água de irrigação, sendo o solo, uma amostra 

reconhecidamente composta de grande riqueza de microrganismos (Bell et al., 

2005).  

A estratégia da utilização de meio de DRBCm foi adequada, desde que, 

contém o corante rosa bengala bastante efetivo na limitação do crescimento de 

fungos anemófilos e da presença de substratos fenólicos que facilitam a  

visualização de fungos que produzem pigmentos escuros, como é o caso do 

Cryptococcus spp. 

A coleta de amostras de solo na parte superior do terreno foi segundo 

orientação de literatura. Um estudo ambiental mostrou que C. gattii e outros 

fungos colonizam, principalmente, os primeiros 15 cm do solo, devido à umidade, 

temperatura e nutrientes requeridos; a luz solar com ultravioleta não seria 

suficiente para eliminar esse agente, pois, esse fungo tem proteção aos raios UV 

devido à produção de melanina (Kidd et al. 2007). 

O isolamento do gênero na horta com fungicida foi maior que na horta 

orgânica, repetindo a mesma situação do isolamento das leveduras negras, 

sendo provavelmente devido à umidade do solo e nutrientes da horta com 

fungicida. Glushakova et al. (2015), estudaram a viabilidade de leveduras 

provenientes de vários grupos ecológicos em prolongados armazenamentos em 
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liofilização. A atividade da água é um fator limitante na propagação das 

leveduras na natureza. Muitas espécies de leveduras são incapazes de crescer 

em uma atividade de água menor que 0,61 a 0,70 que são características de 

soluções de glicose a 55%-65% ou de NaCl 15%-25% (Deak, 2006). As distintas 

espécies de leveduras apresentam perfis diferentes em sua resistência ao 

dessecamento e sua conservação prolongada em estado liofilizado e os fatores 

responsáveis por essa resistência ainda não foram suficientemente estudados 

(Golubev 1984; 1991). 

Os isolados de Cryptococcus, após isolamento e purificação das colonias 

melanizadas foram identificadas, primariamente, pelo sistema comercial 

destinado a espécies de interesse clínico. Interessante que cepas do complexo 

C. laurentii, raramente descrita como patógena, foi identificada pelo sistema 

comercial. A identificação por MALDI-TOF das cepas de Cryptococcus spp. foi 

em parte adequada, desde que, muitas espécies foram adequadamente 

classificadas, em particular, C. neoformans de maior

importância clínica. Importante trabalho com MALDI-TOF e gênero 

Cryptococcus foram realizados por Firacative et al. (2013) na avaliação no 

desempenho da identificação de C. neoformans e C. gattii, mostrando a bom 

desempenho do método para identificar espécie e tipo molecular, fato 

comprovado recentemente por outro grupo (Hagen et al., 2015). 

De modo interessante, pode-se supor que foram isoladas cepas raras, ou 

mesmo de espécies ainda não descritas, cujas sequencias não foram 

reconhecidas nos bancos do GenBank e MycoBank. Convém ressaltar que no 

MALDI-TOF estas cepas, também, não foram identificadas. Em ambos os 

métodos, como já dito, é fundamental a inserção de grande número de cepas 

de mesma espécie para consolidação de um banco de dados confiável. Danesi 

et al. (2014) na identificação de outras espécies que não C. neoformans e não 

C. gattii de isolados veterinários provenientes da Itália, concluíram pela alta 

reprodutibilidade do método e boa resolução na dependência da robustez do 

banco de dados. 

Quando a identificação molecular foi aplicada a uma cepa de C. 

flavescens foi indicada como C. terrestris. A identificação molecular das 

espécies crípticas do complexo C. laurentii (C. flavescens, C. terrestris e C. 
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laurentii strictu senso) foi mais difícil do que o esperado, no caso de C. terrestris 

(JPT 08), pois esta espécie, com base em análises filogenéticas, está 

intimamente relacionada como C. flavescens e C. aureus, porém mais distante 

de C. laurentii (Crestani et al., 2009). As diferentes sequências que 

caracterizam o cluster de C. terrestris são suficientes como critério para 

estabelecer uma espécie anamórfica. Porém, a presente delineação de 

espécies não pode depender apenas da diferenciação de nucleotídeos. 

Conforme Crestani et al. (2009), o cluster de C. terrestris pode ser definido por 

meio de testes fisiológicos e bioquímicos que diferenciam as outras espécies 

filogeneticamente semelhantes C. flavescens e C. aureus. Porém, no 

diagnóstico laboratorial alguns testes indicados na literatura não são utilizados 

na rotina laboratorial para ser alcançada tal diferenciação. 

A sensibilidade das cepas de Cryptococcus, inicialmente planejada para 

ser conduzida pelo método de referência norte americano, não foi completada 

pois a microdiluição não promoveu alguns resultados frente a certas espécies. 

As cepas de C. flavescens e C. magnus não cresceram, adequadamente, nas 

condições do teste de referência. Outro problema verificado para cumprir a 

proposta inicial foi a inviabilidade de cepa de C. magnus (JPT117) e C. 

flavescens, além de 2 isolados de Cryptococcus spp., que não puderam ser 

recuperadas pós-congelamento para completar os ensaios. O leite desnatado, 

usado como meio de suporte para congelamento, mostrou, parcialmente, 

ineficaz para o grupo de cepas estudadas. A longevidade em coleção de culturas 

de cepas ambientais merece maiores estudos, em particular, de espécies pouco 

frequentes em laboratórios. Os resultados dos valores de CIM dos fármacos 

frente às espécies de Cryptococcus permitiram obter resultados em intervalo 

grande de CIM (0,015 mg/L a 8 mg/L), com exceção de fluconazol para o qual a 

variação foi menor, mas com valores altos (CIM 32 mg/L). Na impossibilidade de 

classificação das cepas em categorias de resistência a comparação com outros 

estudos realizados no Brasil com cepas ambientais só pode ser feita em termos 

de valores de CIM de Cryptococcus, observa-se que a sensibilidade do isolado 

de C. neoformans encontrado em solo de horta exposta a fungicida foi 

semelhante aquela descrita em estudos anteriores com cepas ambientais para 

fármacos azólicos. No entanto, a cepa de C. neoformans avaliada teve CIM para 

fluconazol de 32 mg/L, itraconazol 0,12 mg/L, voriconazol 0,03 mg/L e 
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ravuconazol 0,03 mg/L sendo um resultado semelhante ao encontrado nos 

outros trabalhos citados acima. Notável foi a classificação em não-selvagem da 

cepa de C. neoformans, tendo em vista os pontos de corte epidemiológico de 

fluconazol propostos para essa espécie (Espinell- Ingroff et al., 2012). Esse 

conceito significa que a cepa deve possuir mecanismos de resistência ao 

fluconazol, a ser estudada em investigações posteriores. Cepas também não 

selvagens para fluconazol foram descritas por Andrade-Silva et al. (2013) que 

determinaram a CIM de 81 cepas ambientais de C. neoformans demonstrando 

que para 95% das cepas o valor máximo era de 64 mg/L, mas 5% delas situava-

se acima desse valor. 

De outro modo, Pedroso et al. (2006) avaliaram 16 isolados de C. neoformans 

sendo observado CIM50 de fluconazol (4 mg/L). Andrade-Silva et al. (2013) indicou 

a maioria das cepas em CIM de itraconazol em 0,5 mg/L e para voriconazol em 1 

mg/L, bem como , Pedroso et al. (2006) confirmaram o valor de mediana de CIM 

de itraconazol em 0,5 mg/L. Também, apenas com cepas selvagens, no trabalho 

de Teodoro et al. (2013) foram isolados  do ambiente 52 cepas selvagens de C. 

neoformans com CIM para fluconazol variando entre 2 a 8 mg/L, bem como, para 

itraconazol (CIM modal, 0,0625 mg/L); de outro modo, para voriconazol, valores 

altos, de até 4 mg/L foram descritos pelos autores. 

Para outras espécies, os resultados de sensibilidade foram compativeis 

com os anteriormente descritos. A inexistência de pontos de corte 

epidemiológicos para outras espécies que não C. neoformans e C. gattii, 

impedem análise interpretativa dos valores de CIM, permitindo apenas 

comparação de valores absolutos. Pedroso et al. (2006) relataram para C. 

laurentii, C. albidus e C. uniguttulatus altos valores de CIM de fluconazol (0,5 

mg/L a >64 mg/L) e itraconazol (0,06 mg/L a 8 mg/L). Teodoro et al. (2013) 

realizando estudo com excrementos de pássaros na cidade de Araraquara, em 

São Paulo, isolaram 58 cepas de C. ater, C. laurentii, C. luteolus, C.  gattii, e 

outras não identificadas, que foram inibidas em até 4 mg/L de fluconazol  (C.  

laurentii,  C.  ater,  C.  luteolus  e  C.  gattii).  O   m e s m o   estudo de Teodoro 

et al. (2013) indicaram para itraconazol CIM de 0,0625 mg/L frente a cepas 

ambientais de C. ater, C. laurentii, C. luteolus, entre outras, valores inferiores ao 

observados neste estudo. Para voriconazol, Teodoro et al. (2013) observaram 

CIM frente a cepas de C. luteolus, C. laurentii e C. ater, CIMs de até 1 mg/L, 
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valor maior ao observado neste estudo. Os autores indicam que, devido à 

resistência em alguns isolados, medidas essenciais para o controle ambiental de 

Cryptococcus seriam a identificação de áreas infestadas, o controle de pássaros 

e a desinfecção desses ambientes. 

Interessante que, neste estudo, testes com uma cepa de C. terrestris 

(isolado JPT 08) indicaram CIM de fluconazol, itraconazol, voriconazol,

difenoconazol e ciproconazol altos, indicando provável ocorrência de resistência 

cruzada. Nas demais cepas os valores de fluconazol, assim como os demais 

triazólicos foram menores, em contraste com achados de outros autores que 

encontraram isolados ambientais dessa espécie como pouco sensíveis. 

Ferreira-Paim et al. (2012) isolaram 38 cepas de C. laurentii, de debris de 

árvores e fezes de pássaros nas redondezas de um hospital universitário em 

Uberaba (MG), observando 71% dos isolados com baixa sensibilidade (16 mg/L 

a 32 mg/L) para fluconazol, assim como 2,7% dos isolados para voriconazol 

(CIM >4 mg/L) e 23,7% a itraconazol (CIM > 1 mg/L). Os autores sugeriram que 

a exposição aos antifúngicos, presentes em aerossóis na região do hospital, 

diminuíram a sensibilidade das cepas ambientais aos compostos azólicos. 

A determinação in vitro da sensibilidade ao fluconazol de cepas de Cryptococcus 

tem sua importância para avaliar a emergência de resistência e, ainda, para 

estimar o poder de patogenicidade em seres humanos e animais. O teste que 

analisa o CIM desse fármaco tem suas limitações e, até o momento, não há 

consenso sobre a correlação in vitro - in vivo para predizer se baixos valores de 

CIM indicam provável falha terapêutica. Diante dessa situação, pesquisadores 

direcionam estudos para novos métodos e, dentre estes, o teste que determina o 

nível de heterorresistência ao fluconazol em cepas de Cryptococcus foi proposto 

como uma ferramenta que permite estimar o poder patogênico e a capacidade 

de sobrevivência da cepa exposta a concentrações altas desse fármaco, muitas 

vezes acima do CIM. A cepa de C. neoformans deste estudo, para a qual o CIM 

de fluconazol foi 32 mg/L, apresentou subpopulação capaz de crescer frente a 

128 mg/L. Em teoria, quando exposta in vivo ao fármaco, por exemplo, durante 

terapia de manutenção da criptococose, esses agentes poderiam ir se 

adaptando a maiores doses do fármaco e ser responsável por recidiva ou falha 

terapêutica. De maior importância é o fato comprovado em estudo norte 

americano de que cepas com altos níveis de heterorresistência são mais 
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resistentes a xenobióticos e são, também, mais virulentas para modelos murinos 

de experimentação (Sionov et al., 2009). Os resultados dos testes de 

heterorresistência mostram outros aspectos do perfil de sensibilidade ao 

fluconazol e podem ser, no futuro, mais fidedignos do que os dados de CIM para 

utilização na clínica médica como preditor de evolução clínica. 

Em relação ao fármaco ravuconazol, Yamazumi et al. (2000) realizaram 

um estudo com 541 cepas clínicas de C. neoformans e verificaram MIC <8 mg/L 

frente à grande maioria dos isolados (96,5%), 8,1% com MIC de 16 a 32 mg/L e 

1,3% com MIC ≥64 mg/L, corroborando com o resultado obtido neste estudo. Os 

valores são altos e podem ser representar falha clínica com tratamento com este 

fármaco de terceira geração. 

Os resultados do teste de curva de morte indicam a ação fungicida ao 

longo de um período de tempo de exposição a um fármaco e podem ser mais 

adequados para avaliar fármacos fungicidas. Este teste, realizado com a cepa 

ambiental de C. neoformans indicou forte ação fungicida da anfotericina B, 

reforçando a avaliação de boa ação inibitória no teste de CIM. A morte ocorreu 

logo às primeiras 6 h de exposição ao fármaco e está condizente com o 

observado para cepas ambientais, bem como, clinicas de C. neoformans e C. 

gattii indicando a alta eficácia desse composto (Pappalardo et al., 2009; Silva e 

al., 2012). 

Quanto à sensibilidade de cepas de Cryptococcus frente a fungicidas, 

apenas um trabalho brasileiro foi encontrado (Drummond et al., 2007) no qual 

os autores realizaram um estudo na região sudeste do Brasil para avaliar o 

comportamento de amostras, clínicas e ambientais, de C. neoformans em 

relação a fungicidas de uso agronômico e ao fluconazol. Verificaram a atividade 

de epoxiconazol, difenoconazol e ciproconazol em 23 isolados ambientais de C. 

neoformans. A CIM50 para o epoxiconazol foi de 6 mg/L, para difenoconazol foi 

de 1 mg/L, para ciproconazol foi de 2 mg/L e para fluconazol foi de 64 mg/L. Os 

autores constataram, ainda, que todas as cepas, tanto clínicas quanto 

ambientais, foram menos sensíveis aos fungicidas do que a fluconazol. Não foi 

comprovada a resistência cruzada entre esses compostos, porém a diversidade 

observada nos perfis de sensibilidade entre cepas ambientais e clínicas pode 

ser constatada. 
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A contaminação do solo por fungicidas azólicos pode te r  efeitos, 

qualitativos e quantitativos, na ocorrência de resistência f ún g i ca  po r  

exposição (adquirida) e levar à proliferação e manutenção de fenótipos 

resistentes nesse ambiente. Em contraste com as bactérias, em que a 

resistência é carregada por plasmídeos capazes de serem transferidos, 

facilmente, de uma célula para outra, em fungos esse mecanismo não é 

descrito; portanto, o desenvolvimento da resistência fúngica é gradual e clonal 

(Anderson, 2005; Colinas et al., 1994; Vaclavik et al., 2004; Liu et al.,2009). 

 Interessante ressaltar que  isolados fúngicos obtidos  de amostras 

ambientais parecem ter in vitro perfis diferentes em comparação a isolados

 clínicos (García-Martos et al.,  2002). Na base  de  dados 

internacional do FRAC – Fungicide Resistance Action Committee, estão 

cadastrados 25 tipos de fungicidas triazólicos, e pelo sistema de consulta de 

agrotóxicos  fitossanitários  -    AGROFIT 

(www.agricultura.gov.br/portal/page/portal/Internet-MAPA/paginainicial/servicos-

e-sistemas/sistemas/agrofit),  o  Brasil  possui  18  tipos de fungicidas 

triazólicos comercializados para diversos tipos de cultura, dentre eles o 

ciprononazol e o difenoconazol, escolhidos por este motivo para compor este 

estudo. 

A dispersão ambiental de compostos azólicos a partir de unidades 

nosocomiais, como sugerido por Ferreira-Paim et al. (2012) é plausível; porém, 

a aspersão de compostos azólicos em agricultura, sem dúvida é mais relevante. 

É provável que as comunidades microbianas tenham menor resistência natural 

ao impacto dos agrotóxicos, do que as plantas e organismos maiores; porém, 

estudos para dimensionar essa questão devem ser realizados em busca de 

cepas resistentes a antimicrobianos (Bending et al., 2007; Alisson e Martiny, 

2008). 

A avaliação da presença de fungicida nas amostras de solo e água foi 

planejada neste estudo, considerando-se que a eficácia dos pesticidas, para 

aumento da produção agrícola e controle de pragas é potencializada, pelo fato 

de que seus resíduos podem permanecer o meio ambiente por longos

períodos de tempo, causando impactos negativos em diferentes ecossistemas. A 

investigação de poluentes, tais como compostos orgânicos e metais em 

http://www.agricultura.gov.br/portal/page/portal/Internet-MAPA/pagina
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sedimentos é de grande importância ambiental, pois a matriz pode ter a 

propensão ao acúmulo deste tipo de compostos (Flores et al., 2004). 

Após obtenção dos resultados por cromatografia líquida, os mesmos 

extratos foram analisados por cromatografia gasosa com espectrômetro de 

massas para confirmação dos resultados, porém foi observado que não há 

presença dos analitos nas amostras. O método utilizado tem forte fundamento 

na literatura, afastando a possibilidade de falso-negativo. Variados estudos na 

literatura avaliaram por cromatografia gasosa a  análise de multi-resíduos 

incluindo fungicidas no solo como Sánchez- Brunete et al. (2002), Lesueur et al. 

(2008), Schreck et al. (2008) e Guo et al. (2010). Chitescu et al. (2012) 

avaliaram a metodologia de U-HPLC com espectrômetro de massa LC-MS e 

extração ultrasônica assistida para uma gama de componentes, com destaque 

para os fungicidas triazólicos (epoxiconazol, ciproconazol, propiconazol, 

difenoconazol, entre outros) e antifúngicos clínicos triazólicos (fluconazol, 

itraconazol e voriconazol). O estudo foi realizado em solo de plantações na 

Holanda e se mostrou uma técnica efetiva de boa qualidade na detecção de 

multi-resíduos (Chitescu et al., 2012). 

Os resultados negativos para presença de fungicidas nas amostras de solo e 

água pode ser associado à baixa concentração desses compostos nas 

amostras que, hipoteticamente, estariam abaixo do limite de detecção do 

método. Sánchez-Brunete et al. (2002) realizaram teste de multirresíduos para 

determinar 14 tipos de fungicidas no solo pela metodologia de cromatografia 

gasosa com captura de elétrons e extração por sonicação assistida em colunas 

pequenas. A avaliação da extração por sonicação foi excelente com diminuição 

do uso do solvente e a recuperação dos fungicidas no solo foi boa, com um 

limite de detecção de 2 a 10 ug/kg. A lixiviação provocada pelas chuvas poderia 

ter sido um dos fatores causais da diminuição da concentração dos fungicidas 

na horta estudada. A probabilidade de baixa absorção pelo solo, também, 

parece fraca, desde que, altas concentrações de compostos azólicos descritas 

em lodo de esgoto sugerem uma forte tendência de absorção e persistência em 

sólidos; a meia vida dos compostos azólicos é de, aproximadamente, um ano 

(Chitescu et al., 2012). 

A análise de cepas clínicas e ambientais obtidas antes do advento dos triazóis 
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(<1979) mostra ocorrência de altos valores de CIM para fluconazol (>32 mg/L), 

sugerindo que fontes ambientais podem ter contribuído para esse fenômeno 

(Sionov et al., 2009). A ação de compostos químicos usados como agrotóxicos 

pode fazer parte desse cenário. Este estudo contribuiu para avaliação do 

impacto do uso de fungicidas agrícolas na ocorrência e disseminação de 

resistência a triazóis de uso clínico em agentes de criptococose e feo-

hifomicoses. 

A emergência de cepas de Cryptococcus, clínicas e ambientais pouco 

sensíveis a vários fármacos azólicos pode ter impacto na terapia com fluconazol 

em criptococose, evitando o uso de antifúngicos orais e levando à pouca opção 

de tratamento intravenoso com anfotericina B. As consequências previstas são o 

aumento da resistência e morbidade crescente, doenças de longo tratamento, 

maior risco de complicações e maior taxa de mortalidade. 

As implicações potenciais da aplicação ambiental de fungicidas azólicos 

para a saúde humana devem, ainda, ser mensuradas por estudos diversos. 

Deverão ser alvo de trabalho: uma revisão das evidências atuais da origem 

ambiental da resistência em cepas de diversos gêneros, o dimensionamento da 

extensão e relevância do problema para a saúde humana e a identificação de 

prioridades para futuras pesquisas sobre essa problemática. Com isso, deverá 

ocorrer um aumento da consciência e prover, às autoridades competentes e 

formadoras de opinião, opções de ações de controle do problema emergente de 

resistência a azóis em micoses invasivas. 
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6. CONCLUSÕES 
 
 

 Diversas espécies de leveduras melanizadas foram obtidas de amostras 

de hortas, expostas e não expostas a fungicidas azólicos, a saber: C. 

neoformans, C. laurentii, C. albidus, C. flavescens, C. terrestris, Exophiala 

spinifera, Exophiala phaeomuriformis, complexo Aureobasidium pullulans, 

Aureobasidium leucospermi, Cladosporium cladosporioides e 

Cladophialophora arxii, incluindo espécies com alto potencial patogênico; 

 

 A identificação molecular não foi suficiente para identificação de todas as 

espécies de Cryptococcus, podendo se tratar de nova(s) espécie(s), 

indicando a grande biodiversidade e importância de pesquisas ambientais; 

 

 
 O método de MALDI-TOF foi útil para identificação da maioria dos 

isolados ambientais de Cryptococcus, mas foi inadequado para todas as 

cepas de Black Yeast Fungi, enfatizando a necessidade de 

aprimoramento do banco de dados, com inserção de mais isolados de 

mesma espécie, além de incremento no número de espécies. 

 

 
 O sistema comercial API20C ® , ainda que idealizado para leveduras de 

amostras clínicas, foi adequado para identificação do gênero 

Cryptococcus¸ com acerto da metade das espécies indicando ser 

adequado como método de triagem desse gênero em amostras 

ambientais; 

 
 

 A maioria das cepas melanizadas, tanto de Cryptococcus, quanto de Black 

Yeast Fungi foi obtida de ambiente com exposição de fungicidas 

triazólicos sugerindo a possibilidade de indução de

resistência adquirida a fármacos de mesma classe química; 
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 A presença de fungicidas azólicos no solo das hortas não foi 

comprovada, sugerindo lixiviação desses compostos pela chuva ou níveis 

residuais abaixo do limite de detecção do método de cromatografia 

gasosa e HPLC, implicando na necessidade de alternativas ou 

aprimoramento metodológicos. 

 
• A presença de C. neoformans VNI do tipo conjugante alfa, em solo de 

manejo agrícola, implica na existência de fonte potencial de infecção 

humana e animal para o agente mais frequente da criptococose humana e 

animal; 

 
• A ação fungicida da anfotericina B frente à cepa de C. neoformans foi alta, 

indicando a eficiência desse fármaco antigo e polivalente; 

 

• O fenômeno de heterorresistência a fluconazol, investigado apenas na 

cepa de C. neoformans, foi intenso indicando a alta capacidade de 

adaptação à níveis do fármaco quatro vezes acima da concentração 

inibitória mínima, enfatizando a possibilidade de resistência adquirida 

exposicional dessa cepa; 

 

• C. neoformans foi isolado de horta com fungicida e a sua sensibilidade a 

fluconazol foi baixa, indicando tratar-se de cepa não selvagem, de acordo 

com os pontos de corte epidemiológicos para essa espécie; além disso, 

foi comprovada correlação positiva de diminuição de resistência a 

fungicida e voriconazol caracterizando situação de risco para 

desenvolvimento de resistência adquirida cruzada a compostos azólicos 

em cepas ambientais que pode ter grande impacto no manejo terapêutico 

da criptococose. 
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• De modo geral, para isolados de Cryptococcus a sensibilidade foi alta, 

tanto para fungicidas, quanto para fármacos azólicos. No entanto, baixa 

sensibilidade a fármacos azólicos de uso rotineiro na clínica médica, além 

de compostos fungicidas, foi observada em duas espécies (C. albidus e C. 

terrestris) sugerindo a possibilidade de resistência cruzada em cepas 

ambientais dessas espécies. 

 

• De grande importância foi à correlação de sensibilidade de isolados de 

Cryptococcus a ciproconazol e voriconazol, significando que quanto maior 

a resistência ao fungicida, maior resistência ao fármaco, podendo levar à 

suposição de que o uso de agrotóxicos azólicos pode ter implicação no 

manejo terapêutico da criptococose com azóis. 
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