UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA

CAMILA BRANDA DOS REIS

Perfil de viruléncia de Candida spp. isoladas de sistema de tratamento de

dejetos da pecuaria leiteira com biodigestor anaerdbio

Belo Horizonte, MG
2020



Camila Branda dos Reis

Perfil de viruléncia de Candida spp. isoladas de sistema de tratamento de
dejetos da pecuaria leiteira com biodigestor anaerobio

Tese de doutorado apresentada ao programa
de Pés-graduacdo em Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biolégicas da
Universidade Federal de Minas Gerais como
requisito para a obtencdo do titulo de

Doutora.

Orientadora: Dra. Viviane de Souza Alves

Co-orientador: Dr. Marcelo Henrique Otenio



043

Reis, Camila Branda dos.

Perfil de viruléncia de Candida spp. isoladas de sistema de tratamento de
dejetos da pecudria leiteira com biodigestor anaerébio [manuscrito] / Camila
Branda dos Reis. - 2020.

121 f£.: il.; 29,5 cm.

Orientadora: Dra. Viviane de Souza Alves. Co- orientador: Dr. Marcelo
Henrique Otenio.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Minas Gerais, Instituto de
Ciéncias Biol6gicas. Programa de Pés-Graduagdo em Microbiologia.

1. Microbiologia. 2. Candida. 3. Viruléncia. 4. Digestores de Biogas. I. Alves,
Viviane de Souza. II. Otenio, Marcelo Henrique. III. Universidade Federal de

Minas Gerais. Instituto de Ciéncias Bioldgicas. IV. Titulo.

CDU: 579

Ficha Catalografica elaborada por Fabiane C M Reis CRB 6 2680




SEI/UFMG - 0808392 - Ata de defesa de Dissertacao/Tese

1 of2

https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web...

o* .
UL O S,
.Q‘Q o e, /4’ o..
21}7;

S1yyi9
LTI

R e
o..:

f”"n.....t"" N\
oSTEM RO Deer®

.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
CURSO DE POS-GRADUAGAO EM MICROBIOLOGIA

FOLHA DE APROVACAO

NOME DO ALUNO: CAMILA BRANDA DOS REIS - 2016707113

Titulo do Trabalho: Perfil de viruléncia de Candida spp. isoladas de sistema de tratamento de dejetos da
pecuaria leiteira com biodigestor anaerdbio

Tese submetida a Banca Examinadora designada pelo Colegiado do Programa de Pos Graduagao em
Microbiologia, como requisito para obten¢@o do grau de Doutora em Microbiologia.

Aprovada em 16 de novembro de 2020, pela banca constituida pelos membros:

Membros da banca:
Prof. Dr. Carlos Henrique Rosa.
Prof(a). Dra. Susana Johann
Prof(a). Dra. Rachel Basques Caligiorne

Profa Dra. Adriana Oliveira Medeiros

Profa. Dra. Viviane de Souza Alves - Orientadora

Professora. Dra. Daniele da Gléria de Souza
Coordenadora do Programa de

Pos-graduagdo em Microbiologia/UFMG

Belo Horizonte, 16 de novembro de 2020.

29/06/2021 08:19



SEI/UFMG - 0808392 - Ata de defesa de Dissertagao/Tese https://sei.ufmg.br/sei/controlador.php?acao=documento_imprimir_web...

 seil 3

assinatura
eletrénica

Documento assinado eletronicamente por Daniele da Gloria de Souza, Coordenador(a) de curso de
pos-graduagdo, em 29/06/2021, as 08:07, conforme horario oficial de Brasilia, com fundamento no
art. 52 do Decreto n? 10.543, de 13 de novembro de 2020.

; A autenticidade deste documento pode ser conferida no site https://sei.ufmg.br

3 /sei/controlador externo.php?acao=documento_conferir&id orgao_acesso_externo=0, informando o
codigo verificador 0808392 e o codigo CRC 02BF3431.

Referéncia: Processo n? 23072.204067/2021-14 SEl n2 0808392

2 of 2

29/06/2021 08:19



AGRADECIMENTOS

Agradeco de forma especial,

Meus pais, pela educacao, oportunidades e palavras de conforto concedidas nos
momentos mais importantes pelos quais passei.

A Universidade Federal de Minas Gerais, em especial ao Programa de Poés-
Graduacdo em Microbiologia, por me acolher e fornecer os aportes necessarios ao
desenvolvimento do presente trabalho.

A Fundacao e Amparo a Pesquisa do Estado de Minas Gerais e a Coordenacédo
de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior, pela concessédo da bolsa de
estudos.

A Dra. Viviane de Souza Alves, pela orientacdo, apoio e, principalmente, por
acreditar e confiar em minha capacidade.

A todos os professores e funcionarios do programa de POs-Graduacdo em
Microbiologia, pelos ensinamentos e ajuda sempre que solicitada.

Ao professor e pesquisador Dr. Marcelo Henrique Otenio, por sempre me receber
de bragos abertos, pelos conselhos, ensinamentos e oportunidades.

Todos os pesquisadores da EMBRAPA Gado de Leite por me receberem mais
uma vez e, principalmente, pela ajuda e ensinamentos passados.

Aos amigos que o Doutorado me concedeu, Paulo, Jodo, Lucas e Melina pelos
diversos momentos de descontracéo e conselhos. Ainda agradeco de forma especial
ao Joéo e ao Paulo, que me acompanharam e ajudaram na execucao de experimentos
essenciais ao trabalho.

Aos amigos da academia, que jamais serdo esquecidos, Juliana, Daniele, Carla,
Paula, Lucas, Luiz e Dayana.

A Roberta, por sempre esta por perto em momentos dificeis, pelos conselhos,
momentos de diverséo e nossas horas de conversa.

Os amigos do Laboratério, Ana Carol, Ana Paula, Aline e Elisa pela ajuda e
momentos alegres vividos.

A todos os amigos de Juiz de Fora por entenderem a minha auséncia em
momentos especiais.

E por dltimo, porém o mais importante, FORA BOLSONARO!



RESUMO

O aproveitamento dos residuos gerados pela agropecuaria € consideravelmente
elevado, dada a relevancia desse setor, principalmente no Brasil, e os problemas
acarretados quando ocorre seu descarte incorreto. Para estabelecer o risco clinico da
utilizacao do biofertilizante, estudos envolvendo leveduras como potenciais patdgenos
sd0 necessarios, com isso, este trabalho prop8e estabelecer o potencial risco clinico
veterinario e humano de Candida spp. isoladas do processo de biodigestdo anaerdbia
de dejetos da bovinocultura leiteira. Foram realizadas 10 coletas do afluente, efluente
do biodigestor e da lagoa de biofertilizante da fazenda experimental da EMBRAPA
Gado de Leite. As amostras coletadas foram inoculadas no meio de cultivo seletivo e
diferencial CHROmagar Candida acrescido do corante rosa de bengala. Foi feita a
contagem direta de colOnias para a quantificacao, isolamento, identificacéo presuntiva
e calculo da eficiéncia do sistema quanto a remoc¢do de Candida spp. Analises de pH,
demanda bioquimica de oxigénio (DBO) e carbono organico total (COT) também
foram realizadas. O sistema removeu cerca 2,28 ciclos log de Candida spp. no inverno
e 1,68 ciclos log no verdo, contudo, a eficiéncia do sistema na remogao da matéria
organica (DBO e COT) no verao foi maior (84,9% e 84,8%, respectivamente) que no
inverno (71,9% e 56,8%, respectivamente), mostrando que a temperatura influenciou
beneficamente na remocédo desse género, mas ndo na qualidade do efluente. A
eficiéncia total do sistema quanto a remogéo de Candida spp. foi de 99,42% no inverno
e de 98,44% no verdo. Em relacdo ao pH, tanto no afluente quanto no efluente e
biofertilizante, em ambas as esta¢cdes do ano, girou em torno da neutralidade (7,1 —
7,4). Foram isoladas 376 cepas de Candida spp., sendo 177 no verdo e 199 no
inverno. No inverno as espécies de Candida identificadas foram C. glabrata (35%), C.
krusei (27%), C. albicans (26%) e C. tropicalis (9%). No verdo, as espécies
encontradas foram C. tropicalis (36%), C. albicans (25%), C. krusei (21%) e C. glabrata
(12%). As espécies identificadas séo de interesse clinico veterinario por serem as mais
comumente isoladas de leite proveniente de vacas com mastite, ou seja, apresentam
elevado potencial de contaminacdo para o rebanho. As amostras isoladas foram
estocadas por congelamento e apos reativacdo 216 estavam viaveis. Estas foram
avaliadas quanto ao potencial de dimorfismo e perfil de fingerprint da regido (GTG)5.
Entdo 38 cepas foram testadas quanto a viruléncia. Todos os isolados produziram
biofilme, 52,6% produziram fosfolipase e apenas trés isolados foram produtores de
protease. Com relacéo ao perfil de susceptibilidade, todas as cepas foram resistentes
ou dose-dependes a anfotericina B e ao itraconazol. Com relacédo ao fluconazol, as
cepas de C. albicans foram em sua totalidade resistentes, C. tropicalis em 85,7% e C.
glabrata 22,2%. A patogenicidade in vivo, utilizando o modelo invertebrado
Caenorhabditis elegans, mostrou que em C. albicans, C. krusei e C. glabrata a LT50
correlacionou com a habilidade de produzir biofilme, ja em C. tropicalis todos os
isolados tiveram a LT50 inferior a linhagem ATCC. Além disso, para C. glabrata, a
LT50 esta relacionada as caracteristicas da cepas produzirem hifas e pseudohifas,
fato esse inusitado e que merece estudos mais aprofundados, assim como os demais
isolados que tiveram suas caracteristicas de viruléncia semelhante ou mais forte que
as cepas padroes.

Palavras-chave: biodigestor, Candida, dejetos bovinos leiteiros, viruléncia.



ABSTRACT

The use of waste generated by agriculture is considerably high, given the relevance of
this sector, especially in Brazil, and the problems caused when its incorrect disposal
occurs. To establish the clinical risk of biofertilizer use, studies involving yeasts as
potential pathogens are also necessary, with this work, this work proposes to establish
the potential veterinary and human risk of Candida spp. isolated from the anaerobic
biodigestion process of dairy cattle waste. Ten collections of the tributary, biodigester
effluent and biofertilizer pond from embrapa gado de leite experimental farm were
collected. The samples collected were inoculated in the selective and differential
culture medium CHROmagar Candida plus the pink cane dye. Colonies were directly
counting for quantification, isolation, presumptive identification and calculation of
system efficiency regarding the removal of Candida spp. Analyses of pH, biochemical
oxygen demand (BOD) and total organic carbon (TOC) were also performed. The
system removed about 2.28 log cycles from Candida spp. in winter and 1.68 log cycles
in summer, however, the efficiency of the system in the removal of organic matter (BOD
and TOC) in summer was higher (84.9% and 84.8%, respectively) than in winter
(71.9% and 56.8%, respectively), showing that temperature influenced beneficently in
the removal of this genus, but not in the quality of the effluent. The overall efficiency of
the system as the removal of Candida spp. was 99.42% in winter and 98.44% in
summer. Regarding pH, both in the tributary and in the effluent and biofertilizer, in both
seasons, it turned around neutrality (7.1 — 7.4). A number of 376 candida spp. strains
were isolated, 177 in summer and 199 in winter. In winter, the candida species
identified were C. glabrata (35%), C. krusei (27%), C. albicans (26%) and C. tropicalis
(9%). In summer, the species found were C. tropicalis (36%), C. albicans (25%), C.
krusei (21%) and C. glabrata (12%). The species identified are of clinical veterinary
interest because they are the most commonly isolated from milk from cows with
mastitis, that is, they have a high potential for contamination for the herd. The isolated
samples were touched by freezing and after reactivation 216 were viable. These were
evaluated for the potential of dimorphism and fingerprint profile of the region (GTG)5.
Then 38 strains were tested for virulence. All isolates produced biofilm, 52.6%
produced phospholipase and only three isolates were protease producers. Regarding
the susceptibility profile, all strains were resistant or dose-dependent amphetericin B
and itraconazole. Regarding fluconazole, the strains of C. albicans were in their
entirety resistant, C. tropicalis in 85.7% and C. glabrata 22.2%. The in vivo
pathogenicity, using the invertebrate model Caenorhabditis elegans, showed that in C.
albicans, C. krusei and C. glabrata the LT50 correlated with the ability to produce
biofilm, while in C. tropicalis all isolates had the LT50 lower than the ATCC sline.
Moreover, for C. glabrata, LT50 is related to the characteristics of the strains producing
hyphae and pseudohyphae, a fact that is unusual and deserves further studies, as well
as the other isolates that had their characteristics of virulence similar or stronger than
the standard strains.

Keywords: biodigester, Candida, dairy cattle manure, virulence.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

A criacdo do gado leiteiro, principalmente nos sistemas de confinamento ou
semiconfinamento, gera grande quantidade de dejeto em pouco espaco de area. Esse
dejeto além de conter alta carga microbiana e alto teor de matéria organica,
normalmente, esta acompanhado de restos de racdes, pelos, areias, mato, aguas
residudrias e, em alguns casos, restos de antimicrobianos de uso veterinario e genes
de resisténcia a esses microbianos, o que determina um residuo inadequado para ser
lancado diretamente no ecossistema.

Os prejuizos ambientais do descarte incorreto desses residuos sao devidos,
principalmente, por possuirem alta Demanda Bioquimica de Oxigénio que em contato
com um corpo d’agua reduzem o teor de oxigénio da agua. Além disso, séo
constituidos por nutrientes, principalmente nitrogénio, fosforo e potassio, que
estimulam o crescimento de plantas aquéaticas e a eutrofizacdo dos corpos d’agua. O
risco a saude humana e animal é devido a existéncia de iniUmeros microrganismos
gue, embora nos seus hospedeiros exercam papel biolégico bem definido, ao serem
descartadas no ambiente podem se portar como microrganismos potencialmente
patogénicos. Este fato torna-se mais significativo a medida que esses microrganismos
podem ser resistentes a uma gama de antimicrobianos e sdo espalhados no solo como
contaminantes.

Estudos recentes buscam o direcionamento correto desse residuo e uma
alternativa € sua biodigestdo anaerobia. O processo anaerobio estabelecido dentro do
biodigestor reduz a carga microbiana e a concentracdo da matéria organica, gerando
biogas e biofertilizante, o que contribui beneficamente para o ambiente e para o
produtor. As condicdes climéticas do Brasil permitem esse tipo de processo. Contudo,
€ relevante ressaltar que o biofertilizante produzido ainda possui carga microbiana
associada a casos clinicos, nesse sentido, o biofertilizante, assim como a biodigestéo
anaerobia, requerem conhecimento e controle microbiol6gico eficazes.

Estudos envolvendo a diversidade microbiana do biofertilizante s&o vastos,
porém, estéo voltados para o conhecimento de bactérias e arqueas. Entretanto, para

um controle microbiologico eficaz € necessario conhecer também a microbiota
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leveduriforme, principalmente pelo potencial risco patogénico que apresenta. Como
as espécies de Candida sao ubiquas, comensais aos humanos e ao gado, apresentam
diversos mecanismos de adaptacdo e fatores de viruléncia e sdo patdgenos
oportunistas, a verificacao da sua presenca no biofertilizante torna-se importante tanto
para o animal quanto para o homem.

Na fazenda experimental da EMBRAPA Gado de Leite, Coronel Pacheco — MG,
além do uso do biofertilizante para a irrigacao, ele também é utilizado para a lavagem
dos currais, como uma medida de reaproveitamento e economia de agua, porém esse
fato aumenta o risco de contaminacdo dos animais e/ou homem e precisa ser
monitorado.

A presenca de Candida no efluente de irrigacdo pode acarretar a contaminacéo
do solo e adisseminacéo de cepas patogénicas ao homem e aos animais, assim como
genes de resisténcia a antifangicos. Os animais contaminados por essas leveduras
podem apresentar quadros de mastites fungicas, o que afeta diretamente a economia
do produtor, visto que ha reducdo na producdo do leite e gasto com o tratamento.
Além disso, o homem também pode ser acometido por essas leveduras tanto
ingerindo o leite cru contaminado, quanto em contato com o solo e biofertilizante
também contaminados.

A analise da populacdo de Candida spp. e a identificacdo de outras espécies
clinicamente relevantes sao Uteis para se conhecer melhor e avaliar o risco clinico
microbiolégico dos efluentes da biodigestdo anaerdbia, o que pode minimizar a

disseminacao desses patdgenos oportunistas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 PECUARIA LEITEIRA

A pecuaria brasileira contabiliza um rebanho de mais de 210 milhdes de cabegas,
proporcionando lucro a partir da cadeia produtiva da carne e do leite (IBGE, 2019). Na
pecuaria leiteira, em 2018 o numero total de vacas ordenhadas no Brasil foi de mais
de 16 milhdes de cabegas (IBGE, 2019). O maior rebanho leiteiro esta no Sudeste,
com mais de 4,5 milhdes de vacas ordenhadas (IBGE, 2019). A estimativa de dejetos
gerados nesta regido € de mais de 105 milh&es de toneladas ao ano (SCHNEIDER et
al., 2012), ja que cerca de 1.000 cabegas de gado resultam em 4.200t de residuo
sélido por dia, dependendo também, do volume de agua utilizado na limpeza (MATOS,
PINHEIRO et al., 2017).

Neste contexto, embora a pecuaria de bovinos favoregca o desenvolvimento
socioeconémico do Brasil, também pode contribuir para a geracdo de graves
problemas ambientais (FERNANDES et al., 2018). A quantidade de residuo gerada
por animais em confinamento € elevada e concentrada, caso esse residuo seja
descartado no ecossistema sem tratamento prévio, seu elevado indice de matéria
organica acarreta prejuizos irreparaveis ao ambiente (BATISTA et al., 2014; NASIR et
al., 2014).

2.1.1 Problemas ambientas no descarte incorreto de residuos

No Brasil a Resolucdo CONAMA N° 430/2011 trata das condi¢cdes que um
efluente deve estar para ser lancado em corpos de agua, abrangendo desde pH,
Demanda Bioquimica de Oxigénio (DBO), quanto concentracdes de nutrientes
inorganicos, como nitrogénio, fésforo e potassio (BRASIL, 2011).

Quando o residuo ndo tratado, com alta taxa de matéria organica, entra em
contato com um corpo d’agua, eleva a DBO da agua, diminuindo o oxigénio dissolvido
e aumentando a concentracao de soélidos suspensos e dissolvidos nela. Juntamente

com a elevada taxa de DBO, pode acontecer a eutrofizagdo do corpo hidrico, devido
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aos nutrientes em excesso que estimulam o crescimento acelerado de plantas
aquaticas. E ainda, pode ocorrer a proliferacdo de doencas veiculadas pela agua
(CLAUDINO, TALAMINI, 2013; DIVYA et. al, 2015; MENDOZA-GRIMON et al., 2019).

Se o residuo for langado no solo sem nenhum tratamento prévio, eleva a emissao
de gases poluentes (metano, amoénia, sulfeto de hidrogénio, sulfito de hidrogénio e
diéxido de enxofre), pode ocorrer a infiltracdo da agua residuaria no lencol freético,
ocorre a poluicdo do solo com excesso de nutrientes como nitrogénio, fésforo e
potassio e ainda, 0s microrganismos existentes, patbgenos ou ndo, continuam seu
ciclo biolégico, elevando ainda mais o risco de contaminacdo e propiciando a
disseminacao de genes de resisténcia a antimicrobianos (RAMASAMY et al., 2004;
BATISTA et al., 2014;. TASNIM; IQBAL; CHOWDHURY, 2017).

2.1.2 Disseminacao de microrganismos e/ou genes de resisténcia no ambiente

Antimicrobianos veterinarios sdo amplamente utilizados para tratar ou prevenir
doencas e promover o crescimento do animal. A quantidade de antimicrobiano
aplicada aos animais seleciona microrganismos resistentes, predominantemente, no
trato gastrointestinal, o que torna o dejeto animal um potencial depdsito desses
microrganismos/genes de resisténcia a antimicrobianos (HE et al., 2020; XIE, et al.,
2019).

O residuo néo tratado descartado em um corpo d’agua ou no solo propicia o
crescimento de microrganismos resistentes e ainda a transferéncia horizontal desses
genes de resisténcia, o que é crucial para sua disseminacdo (GROS et al., 2019;
WANG et al., 2016). Além de tudo, esses genes apresentam baixa degradabilidade e
elevada tendéncia em ser adsorvido por particulas do solo, ou seja, permanecem por
mais tempo integros e capazes de se ligarem a uma nova célula (TURKER et al.,
2018).

Embora a maioria dos antimicrobianos usados em fazendas estejam voltados
para prevenir ou controlar doencas bacterianas, como tetraciclina, sulfonamida e [3-
lactamico, os autores Acosta et al. (2016), Erbas et al. (2017) e Sartori, Santos e Marin

(2014) mostraram que infec¢des por leveduras, principalmente Candida spp., também
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estdo entre as principais causas da mastite e o uso de antifingicos, principalmente
anfotericina B, fluconazol e nistatina, ocasiona da mesma forma a selecéo de genes
de resisténcia. A mastite é causada pelo contado do microrganismo com o teto do
animal, contato este que pode ocorrer ao encostar em uma superficie ou outro animal
contaminado, sendo o curso clinico da doenca dependente da capacidade do
microrganismo colonizar o Ubere e outras regides do animal (ACOSTA et al., 2016).

Uma alternativa para o tratamento desses residuos antes de ser descartado,
tanto para estabilizar o teor de matéria organica e nutrientes quanto para amenizar a
disseminacdo de microrganismos e genes de resisténcia a antimicrobianos, é a
degradacao desses residuos em biodigestores anaerobicos, na qual microrganismos
especificos sobrevivem as condi¢des do biodigestor e sédo responsavel por degradar
a biomassa em componentes mais simples, aptos para serem utilizados no solo como
biofertilizante, gerando ainda um produto secundario que € o biogéas (Bl et al., 2020;
MERLIN-CHRISTY; GOPINATH; DIVYA, 2014).

2.2 BIODIGESTOR ANAEROBIO

O biodigestor € uma estrutura fisica, selada com auséncia de oxigénio, que
possibilita a rapida decomposicao da matéria organica por microrganismos, gerando
biogas e biofertilizante liquido rico em minerais (ANDRADE; OLIVEIRA; COELHO,
2017). Por isso sdo amplamente utilizados como forma de tratamento de residuos
organicos, industriais ou rurais (MACHADO, 2016).

Ele € uma alternativa vantajosa para o tratamento da elevada quantidade de
residuos gerados em fazendas de animais confinados/semiconfinados. Além disso,
seu uso favorece a sustentabilidade e integra as praticas agropecuarias, agregando
valor e aumentando a producéo agricola (CARVALHO et al., 2017; QUADROS et al.,
2010). Dessa forma varios modelos de biodigestores tém sido desenvolvidos e
adaptados, para aumentar a eficiéncia do equipamento e do processo, além da
viabilidade econbémica para as propriedades rurais (ANDRADE; OLIVEIRA; COELHO,
2017; MACHADO, 2016).
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Em geral os biodigestores sdo compostos por trés partes, um tanque para
acumular e permitir a digestdo da biomassa, a campanula, que armazena o biogas e
0 motor gerador de energia elétrica. Esse sistema ainda pode ser acoplado a uma
lagoa de estabilizacdo onde, ap6s a fermentacdo da biomassa, os efluentes séo
depositados para estabilizacdo dos componentes quimicos (ANDRADE; OLIVEIRA,;
COELHO, 2017).

Os biodigestores podem ter alimentacdo por batelada, continua ou semi-
continua, com relacdo aos intervalos em que o sistema funciona. O biodigestor tipo
batelada opera de forma descontinua, ou seja, a alimentacao do sistema ocorre uma
vez a cada ciclo. O biodigestor tipo continuo é alimentado sucessivamente por meio
de dutos de alimentacédo. O biodigestor semi-continuo é abastecido em determinados
intervalos de tempo (DUARTE, 2018).

O Brasil iniciou a implantagdo de biodigestor em 1980. Os modelos mais
conhecidos s&o o indiano, o chinés, e o canadense, sendo ambos um sistema
continuo (ANDRADE; OLIVEIRA; COELHO, 2017). A diferenca dos trés modelos esta
principalmente na maneira como cada um foi construido e no tipo de campanula
(FIGURA 1). A campéanula do indiano é feita geralmente de ferro ou de fibra, sendo
moével e se ajustando de acordo com a maior ou menor producéo de biogas. O chinés
€ um modelo de peca Unica, todo construido de alvenaria, sendo enterrado no solo. O
canadense é um modelo que tem largura maior e uma profundidade menor do que o
indiano e o chinés, por isso sua area de exposicao solar € maior, 0 que acarreta uma
maior producédo de biogas. Sua campanula é de plastico maleavel, que infla com a
producado de gas (CALZA et al., 2015; MARTINEZ et al., 2013).
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Figura 1: Modelos de biodigestor. A - Modelo Indiano; B - Modelo Chinés; C - Modelo Canadense
Fonte: Martinez et al. (2013).
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2.3 BIODIGESTAO ANAEROBIA

2.3.1 Etapas da biodigestao e microrganismos envolvidos

Biodigestdo anaerébia é a decomposicdo da matéria organica por
microrganismos em condicbes de anaerobiose, com producdo de biogas (60%
metano, 35% diéxido de carbono e 5% de outros gases) e biofertilizante (adubo
organico liquido rico em nutrientes) (BAWEJA, 2018; GRANDO et al., 2017;.MULLO
et al., 2018).

O processo de digestdo anaerdbia estd diretamente relacionado com a
comunidade microbiana presente no biodigestor e nos dejetos de animais ha uma
enorme variedade de compostos organicos biodegradaveis, resultando na existéncia
de uma comunidade microbiana diversificada. Aléem disso, por se tratar de um material
constituido por proteinas, carboidratos e lipideos, existem varios caminhos
metabolicos possiveis, realizados principalmente por microrganismos heterotroficos
(RESENDE et al., 2014).

O que se sabe até hoje, € que a biodigestdo é composta de quatro fases
simultaneas, a hidrdlise, a acidogénese, a acetogénese e a metanogénese (WANG et
al., 2018) (FIGURA 2). Espécies do dominio Bacteria participam da biodigestao desde
a hidrdlise até a oxidacdo dos intermediarios. A formacdo de metano (CHa) é obtida
principalmente pela acdo de microrganismos metanogénicos do dominio Archea.
Assim, o equilibrio entre a interacdo dos microrganismos € fundamental para a
transformacéo continua da biomassa em biogas e biofertilizante (FRANCISCI et al.,
2015; SUNDBERG et al., 2013).

Dentre os filos de Bacteria mais encontrados no sistema de biodigestdo de
dejetos bovinos e suinos estdo Firmicutes, Bacteroidetes e Proteobacteria (ST-
PIERRE; WRIGHT, 2013; WIRTH et al., 2012). No dominio Archea, o filo comumente
identificado € o Euryarchaeota (BAREITHER et al., 2013; SUNDBERG et al., 2013;
WIRTH et al., 2012). Contudo, a composicdo e abundancia relativa desses
microrganismos estdo relacionadas ao tipo de matéria organica inoculada no
biodigestor (WANG et al., 2018).
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A fase de hidrolise envolve a transformagdo de compostos complexos, como
carboidratos, proteinas e lipidios em compostos sollveis, mais simples, aumentando
a biodisponibilidade do substrato (FRANCISCI et al., 2015; MANYI-LOH et al., 2013).
Nesta fase encontramos as bactérias aerdbias facultativas e/ou estritas, também
denominadas hidroliticas ou fermentadoras, que produzem enzimas extracelulares,
como celulase, xilanase, amilase, lipase e protease, para a degradacdo dos
compostos complexos. Os géneros produtores de amilases e lipases mais
encontrados sédo Clostridium, Staphylococcus e Micrococcus. Os principais géneros
produtores de proteases sédo Bacteroides, Clostridium, Lactobacillus, Fusobacterium,
Streptococcus, Proteus e Bacillus (BAJPAI, PRATIMA, 2017; FRANCISCI et al., 2015;
SWIATCZAK; CYDZIK-KWIATKOWSKA; RUSANOWSKA, 2017).

Na fase de acidogénese, os microrganismos fermentam os produtos resultantes
da fase anterior em acido acético e em outros acidos orgéanicos, além de hidrogénio
(H) e dioxido de carbono (CO2) (FRANCISCI et al., 2015; MANYI-LOH et al., 2013).
Aqui uma complexa comunidade de microrganismos aerobios facultativos e/ou estritos
€ participante, sendo a maioria pertencentes aos géneros Clostridium, Ruminococcus,
Bacteroides, Lactobacilllus, Streptococcus, Pseudomonas, Bacillus, Escherichia,
Micrococcus, Bifidobacterium, Propionibacterium e Eubacterium (BAJPAI, PRATIMA,
2017; FRANCISCI et al, 2015; SWIATCZAK; CYDZIK-KWIATKOWSKA;
RUSANOWSKA, 2017).

Simultaneamente a acidogénese, da-se inicio a acetogénese, cuja principal
funcdo é a metabolizacdo do acido acético em acetato, H e CO2 (FRANCISCI et al.,
2015; MANYI-LOH et al., 2013). As bactérias atuantes nesta fase sdo anaerdbias
estritas e podem ser divididas em bactérias acetogénicas, produtoras obrigatorias de
H, além de produzirem também CO: e H>O e bactérias homoacetogénicas, que sdo
anaerObias estritas e catalisam a formacdo de acetato a partir de CO2 e H
(FRANCISCI et al., 2015; KUMAR et al., 2013).

Na ultima fase chamada metanogénese, tanto a metabolizacdo de H e CO:
guanto a degradacao de acetado podem produzir o CHa4, em condicbes estritamente
anaerdbias. Sendo que cerca de 70% do CH4 formado provém da degradacgédo do
acetato (FRANCISCI et al., 2015; MANYI-LOH et al., 2013). Nesta fase estao
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presentes as bactérias do dominio Archea, classificadas como metanogénicas e
subdivididas em 2 grupos, as hidrogendétroficas, que utilizam CO2 e H>O para formar
CH4 e H20 e as acetoclasticas, que produzem CH4 e CO2 a partir da reducéo do
acetato (FRANCISCI et al., 2015).

COMPOSTOS COMPLEXOS
{carboidratos, proteinas e lipidios

HIDROLISE - Microrganismos fermentadores
(aerdbios facultativos efou estritos)

COMPOSTOS SOLUVEIS
(acicares, aminoacidos e peptideos)

ACIDOGEMESE - Microrganismos fermentadores
{aerdbios facultativos efou estritos)

ACIDOS ORGANICOS
(acético, propidnico, butirico..)
ACETOGENESE
Microrganismos acetogénicos
(anaerdbios estritos)

Microrganismos acetogénicos produtores de hidrogénio

(Microrganismos acetogénicos)
HzQ + COz - - — - - — Acetato
Microrganismos acetogénicos consumidores de hidrogenio

(Microrganismos homoacetogénicos)

METANOGENESE
Microrganismos metanogénicos

(anaerdbios estritos)
— CH4 = CO2 —
IMetanogenicos Metanogenicos

hidrogenotroficos acetoclasficos

Figura 2: Esquema das etapas da biodigestao anaerdbia e os microrganismos envolvidos
Fonte: Adaptado de Chernicharo (1997).

2.3.2 Fatores que alteram o equilibrio microbiano na biodigestéo

A biodigestdo anaerobia eficiente depende do equilibrio entre as comunidades
microbianas e de condicdbes de fermentacdo especificas. Os nutrientes, pH,
compostos inibitérios presentes no substrato e as condi¢cdes de funcionamento do
biodigestor, como temperatura e tempo de retencéo, influenciam diretamente o

desempenho dos microrganismos (KUMAR et al., 2013).
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A sobrevivéncia dos microrganismos durante a biodigestdo é dependente dos
nutrientes contidos nos dejetos, que sdo especificos para cada espécie (WANG, P. et
al., 2018). A disponibilidade de carbono (C) e outros macro e micronutrientes s&o
essenciais para todos o0s processos biolégicos, mas devem ser oferecidos na
proporcao correta (KUMAR et al., 2013). Dessa forma a dieta dos animais influencia
diretamente o dejeto animal e a populagédo microbiana na biodigestédo, por exemplo,
alimentos fibrosos necessitam de enzimas especificas (celulases, por exemplo) e
acarretam lentiddo ao processo de degradacéo (WANG, P. et al., 2018).

Alteracbes no pH do meio podem afetar a integridade dos microrganismos
envolvidos na digestdo anaerdbia, ocasionando a morte ou perda de suas
caracteristicas originais. Além disso, grupos distintos podem ter melhor crescimento
em intervalos de pH diferentes, assim, deve-se buscar uma faixa de pH apropriada
gue proporcione o desenvolvimento da maior parte dos microrganismos relacionados
ao processo. Por exemplo, arqueas metanogénicas crescem em uma faixa de pH de
6,5 a 8,5 e as bactérias fermentadoras crescem em pH entre 4 e 8,5, entdo o0 processo
de fermentacao tem faixa de pH ideal na neutralidade, entre 6,8 e 7,4. Além disso, o
conhecimento da comunidade microbiana envolvida no processo e dos fatores que
podem alterar o pH é essencial para garantir uma fermentacéo bem sucedida (BOE et
al., 2010; KOTHARI et al., 2014; KUMAR et al., 2013; MAO et al., 2015). Leveduras
do género Candida crescem em uma ampla gama de pH, entre 2 e 8, portanto
apresentam alto potencial de permanéncia no biofertilizante (BENGELSDORF et al.,
2013).

Agentes quimicos e fisicos dificultam o processo de fermentac&o. Por exemplo,
antimicrobianos apresentam acéo bactericida/fungicida ou diminuem o metabolismo
microbiano, assim como agentes de limpezas, detergentes, sanitizantes e pesticidas.
Todos esses agentes inibidores de microrganismos, que por ventura possam ir para o
biodigestor, devem ser evitados (BITTON G., 2005).

A temperatura é um fator diretamente relacionado ao metabolismo microbiano,
sendo o maior responsavel pela inativacdo de microrganismos (MAO et al., 2015;
RESENDE et al., 2016; WANG et al., 2018). Se a temperatura estiver acima ou abaixo

da faixa 6tima de desenvolvimento, 0s microrganismos relevantes ao processo podem

20



ser inibidos. Os microrganismos envolvidos na decomposic¢éo, divididos de acordo
com sua temperatura de crescimento, sdo os psicréfilos (inferior a 20°C), mesofilos
(entre 20 e 45°C) e os termofilos (entre 50 e 65°C) (KOTHARI et al., 2014; KUMAR et
al., 2013). Existem trabalhos que indicam que a alta temperatura melhora a
solubilidade de compostos organicos e acelera o metabolismo microbiano, mas em
contrapartida, libera efeitos inibitérios aos microrganismos, como acidos que abaixa o
pH e diminui a qualidade do biofertilizante (MAO et al., 2015). Temperaturas baixas
sdo pouco usuais atualmente, principalmente pelas bactérias responsaveis pela
fermentacdo serem inibidas em condigdes psicréfilas (KUMAR et al., 2013; MARTI-
HERRERO et al., 2015). Embora os sistemas mesofilicos exibam melhor estabilidade
do processo e maior riqueza de bactérias, eles proporcionam baixo rendimento de
metano, devido ao metabolismo mais lento dos microrganismos e consequente baixa
biodegradabilidade da biomassa (MAO et al., 2015). Portanto, de acordo com Mao et
al. (2015) as condic¢des ideais para uma biodigestao anaerobica de qualidade seriam
a hidrdlise em termofilia e a acidogénese e metanogénese na mesofilia. O Brasil € o
pais que apresenta condi¢cOes climaticas na faixa mesofilica, o que garante que a
maioria das fases da digestdo anaerdbia seja em temperatura ambiente durante todo
o0 ano (MAO et al., 2015; MENDONCA; OMETTO; OTENIO, 2017; RESENDE et al.,
2016).

Tempo de retencéo hidraulica (TRH) € o tempo necessario para a mistura ser
digerida no biodigestor, o que ocorre quando a producdo de gas € maxima, definindo
0 ponto de melhor qualidade do biogas (MAO et al., 2015; SOUZA, C. DE F. et al.,
2008). O TRH depende das caracteristicas dos afluentes, das condicbes de
temperatura e do tipo de biodigestor, devendo ser suficientemente longo para permitir
a degradacao eficiente da biomassa (BITTON G., 2005; MAO et al., 2015). Em paises
tropicais, por exemplo, o TRH varia de 30 a 50 dias, enquanto em paises mais frios
pode chegar al00 dias (KUMAR et al., 2013; RESENDE et al., 2016).
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2.3.3 Leveduras envolvidas na biodigestéo

Com relagéo a comunidade leveduriforme presente no processo de biodigestéo,
poucos relatos sdo encontrados na literatura, principalmente em biodigestores escala
real. Os poucos estudos sobre leveduras e até mesmo fungos filamentosos, sdo em
sua maioria voltados a uma andlise inespecifica de presenca ou auséncia em
afluentes e efluentes (MCCARTHY et al., 2013; OSCAR BETANCUR et al., 2016). Foi
encontrado apenas um trabalho, realizado por Ravella et al. (2010), no Reino Unido,
em que foi isolado e caracterizado a nova espécie Cryptococcus shivajii, a partir de
biodigestor em escala laboratorial abastecido com material vegetal.

Outros autores estudam sobre o reaproveitamento de aguas residuais da
industria cervejeira, as quais possuem quantidade elevada de fermento (levedura),
gue atua como co-substrato na biodigestdo anaerobia (EKPENI et al.,, 2014;
ZUPANCIC; PANJICKO; ZELIC, 2017). A utilizacdo de leveduras na biodigestdo
anaerObica esta em ascensdo, pois esses microrganismos produzem enzimas
extracelulares que bactérias ndo sdo capazes, como celulases e xilanases,
possibilitando uma maior degradabilidade da biomassa e melhor qualidade do biogas
e biofertilizante (CHOMINI; JOSHUA, 2019; WERKNEH; BEYENE; OSUNKUNLE,
2019; SOLE-BUNDO et al., 2019).

Os autores Olcay e Kocasoy (2004) estudaram o efeito da adicdo da levedura
Saccharomyces cerevisiae em biodigestor escala laboratorial abastecido com
substrato sintético padronizado e o resultado foi 0 aumento da taxa de decomposicéo
da matéria organica e da producao de biogas, apos 40 dias de retencao hidraulica. O
trabalho de Syaichurrozi et al. (2016) utilizou agua residual de uma induastria de tofu,
na Indonésia, adicionada de Saccharomyces cerevisiae e demonstrou que a producéo
de biogas foi maior quando comparado ao controle, sem adi¢cdo de levedura. Ja os
autores Sosa-Hernandez et al. (2016) utilizaram a agua residuaria de 3 tanques de
cervejas distintas para avaliar a performance na producéo de biogas e concluiram que
ambas apresentaram bom desempenho comparado aos processos tradicionais.

Os autores Bengelsdorf et al. (2013) acreditam que leveduras presentes no

ambiente, possam estar envolvidas no processo de biodigestdo, principalmente
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aquelas potencialmente patogénicas, como Candida spp., por apresentarem
relevantes mecanismos de adaptacao. Espécies do género Candida sao encontradas
na maioria dos ambientes e séo altamente tolerantes a uma ampla gama de condi¢bes
ambientais, por exemplo, ao pH entre 2 e 10 (BENGELSDOREF et al., 2013).

Por outro lado, é amplo o nimero de estudos que envolvam o isolamento de
bactérias patogénicas obrigatdrias ou putativas. Nesses trabalhos € possivel observar
que o perfil da microbiota bacteriana é diversificado e compreende diferentes
potenciais patégenos humanos, como Campylobacter jejuni, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, Mycobacterium spp., Salmonella spp. (MANYI-LOH et al., 2013;
MATOS et al., 2017; MEZZARI et al., 2017).

2.4 BIOGAS E BIOFERTILIZANTE

2.4.1 Biogas

Para o desenvolvimento sustentavel é necessario a busca, ampliacao e incentivo
de tecnologias que utilizem fontes renovaveis de energia a baixo custo. Neste
contexto, € notorio o destaque da utilizacdo de biomassa, que no ponto de vista da
geracdo de energia, € definida como toda matéria organica de origem animal e
vegetal, que € decomposta por efeito bioldgico. Sendo assim, ao contrario da energia
obtida por combustiveis fésseis, € uma fonte amplamente disponivel e benéfica ao
acumulo de CO2 na atmosfera terrestre (MAO et al., 2015).

O biogéas € um gas natural produzido pelo processo de biodigestao da biomassa.
Ele € composto por cadeias curtas de hidrocarbonetos, sendo 60% CHa, 35% COze
5% de outros gases, podendo essas concentracdes variarem (BAWEJA, 2018;
GRANDO et al., 2017; MULLO et al., 2018).

A concentragdo de CHs presente no biogas é que determina o seu potencial
energético, ou seja, o poder calorifico do gas (MENDONCA; OMETTO; OTENIO,
2017). A producao energética do biodigestor varia em funcdo da quantidade de
residuo gerado para abastecimento e o tipo desse residuo (MENDONCA; OMETTO;
OTENIO, 2017).
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2.4.2 Biofertilizante

O biofertilizante é o efluente resultante da digestdo da biomassa em biodigestor
anaerébio, que promove o aumento da produtividade agricola, com reducdo da
necessidade de fertilizantes comerciais (ABUBAKER; RISBERG; PELL, 2012; LUSTE;
HEINONEN-TANSKI; LUOSTARINEN, 2012).

O seu reconhecimento como insumo agricola ocorreu pelo decreto 4.954, de 14
de janeiro de 2004 (BRASIL, 2004) onde biofertilizante é definido como um “produto
gue contém principio ativo ou agente organico, isento de substancias agrotéxicas,
capaz de atuar, direta ou indiretamente, sobre toda ou parte da planta cultivada,
elevando sua produtividade, sem ter em conta o seu valor hormonal ou estimulante”.

O meétodo de preparo, o tempo de decomposicdo (TRH), a populacéo
microbiana, a temperatura, o pH e, principalmente, o substrato utilizado, interferem na
composicdo quimica do biofertilizante. Em geral o biofertilizante contém células de
microrganismos, metabolitos (proteinas, enzimas, antibioticos, vitaminas, toxinas,
fendis, ésteres e acidos) e compostos organicos. A medida que ocorre a estabilizacio
do biofertilizante, ha a reducdo desses metabdlitos, permanecendo apenas 0s
nutrientes minerais (ABDULKARIM et al., 2019).

A aplicacdo do biofertilizante promove o aumento da produtividade agricola,
principalmente pelo fato da digestdo da biomassa diminuir drasticamente o teor de
carbono nas formas de CH4 e CO2. Com isso, hd um aumento do teor de nitrogénio e
demais nutrientes. Assim, microrganismos do solo conseguem fixar melhor o N, além
de o proprio biofertilizante conter alguns nutrientes solubilizados (ABDULKARIM et al.,
2019; WALSH et al., 2012).

Além disso, tem a capacidade de retencdo de umidade no solo, favorecendo o
crescimento das plantas no periodo de seca, aumenta a velocidade de decomposicao
dos microrganismos, facilitando a assimilacao dos nutrientes pelas plantas e controla
doencas em plantas por antibiose (presenca de substancias inibitérias em sua
composicao) (WALSH et al., 2012).

O trabalho de Walsh et al. (2012) relatou que o solo em que foi aplicado o

biofertilizante produzido a partir de dejetos bovinos leiteiros, aumentou cerca de 25%

24



o rendimento da planta, em comparagé&o com o grupo controle. Os autores Oliveira et
al. (2018) também mostraram que a aplicacdo de biofertilizante de dejeto bovino
aumentou a producao e a produtividade de maracujazeiro. Outro trabalho que mostrou
a melhoria na caracteristicas das plantas adubadas com biofertilizante de dejeto
bovino foi conduzido pelos autores Soares Filho et al. (2018), em que adubaram a
forragem de capim mulato 1l em condigdes controladas de crescimento na
Universidade Estadual de Sao Paulo.

O biofertilizante de dejeto bovino também foi relatado por Matos et al. (2017)
como um potencial adubador organico, visto que, possui menor condutividade elétrica,

menor teor de sodio e teor de nutrientes adequados.

2.4.2.1 Microrganismos potencialmente patogénicos em biofertilizantes

A infectividade é a capacidade de um agente causar uma infeccéo.
Patogenicidade € capacidade de o agente causar uma doenca, poiS O0S
microrganismos podem ser eliminados pelo sistema imune sem o hospedeiro
apresentar nenhum sinal ou sintoma. Viruléncia é a capacidade de um agente gerar
uma doenca grave ou fatal. A denominacédo viruléncia é atribuida ao conjunto dos
fatores microbianos que podem agredir o hospedeiro. Os fatores de viruléncia incluem,
dentre outros, a capacidade de adesao ou invaséo e ainda o poder de fuga do sistema
imune, por inibicdo da fagocitose ou mesmo pela capacidade de sobrevivéncia
intracelular. A resisténcia a antibidticos também pode ser vista como um fator de
viruléncia, j& que complica o tratamento médico de uma infeccéo microbiana (DIARD;
HARDT, 2017).

A aplicacdo do biofertilizante no solo apresenta inimeros beneficios, mas é de
suma importancia a avaliacdo da persisténcia de microrganismos potencialmente
patogénicos. Dentre os fatores que possibilitam a eliminacdo de possiveis patégenos,
a temperatura e o tempo de retencdo sdo pecas chaves (MAHANTY et al., 2017;
MASSE; GILBERT; TOPP, 2011). Vérios estudos tém verificado a presenca e
persisténcia de patdgenos importantes nos efluentes gerados pelos biodigestores
(MASSE; GILBERT; TOPP, 2011; ABDULKARIM et al., 2019).
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Em um trabalho realizado na Suécia por Bagge et al. em 2005, os efluentes de
4 biodigestores, em escala real, alimentados com residuos bovinos e laticos,
apresentaram Escherichia coli, Enterococcus spp e bactérias esporuladas, como
Clostridium spp. e Bacillus spp, apés a pasteurizacado e biodigestéao.

Um estudo feito por Garcia-Feliz et al. (2007) na Espanha, determinou a
prevaléncia de Salmonella entérica em biofertilizante de dejetos suinos. Salmonella
spp. é predominante em efluentes, pois estdo no meio ambiente e além disso é
excretada por pelo menos 0,1% da populacdo animal (VENGLOVSKY; MARTINEZ;
PLACHA, 20086).

O género Clostridium é bem difundido em sistemas de producéo de biogas, pois
realiza as primeiras etapas da digestdo anaerdbia. Este género compreende alguns
agentes patogénicos importantes, como C. botulinum, C. difficile, C. perfringense e C.
tetani. Diante deste fato Bagge, Persson e Johansson (2010) em diferentes fazendas
de bovinos letreiros, na Suica, identificaram a presenca do Clostridium botulinum nos
dejetos de animais que iriam alimentar os biodigestores, correlacionando a
propagacédo desse patdogeno nos efluentes.

Em maio de 2011, na Alemanha, um surto de Escherichia coli enterohemorragica
0104:H4 foi um exemplo de uma doenca de origem alimentar. Cerca de 3.800
pacientes foram infectados e sofreram de gastroenterite aguda. Estudos
epidemiologicos e de vigilancia foram realizados e conduziram a hipotese de que os
vegetais fertirrigados poderiam estar envolvidos na propagacdo de bactérias
patogénicas (ALTMANN et al., 2011; EIKMEYER et al., 2013).

Os autores Alfa et al. (2014) encontraram 0s géneros Pseudomonas, Klebsiella,
Clostridium, Bacillus, Bacteroides, Shigella e Salmonella em biofertilizante produzido
a partir de dejeto bovino.

No trabalho de Resende et al. em 2014, no Brasil, foi avaliado a persisténcia de
grupos microbianos potencialmente patogénicos, em biodigestor escala laboratorial
abastecido com dejeto bovino. Neste trabalho os grupos mais prevalentes, apos 60
dias de TRH, foram os cocos Gram positivos catalase negativo e bactérias Gram

negativas nao fermentadoras.

26



Em outro trabalho realizado também por Resende et al. em 2014 no Brasil, foi
avaliado por metagendmica a persisténcia de patégenos em biofertilizante de dejetos
bovinos em biodigestor escala laboratorial, sendo que os géneros mais identificados
foram Clostridium, Acinetobacter e Stenotrophomonas. Mas outros géneros
potencialmente patogénicos como Listeria, Salmonella, Campylobacter e Vibrio,
também foram identificados.

Do exposto, € notavel o maior conhecimento da prevaléncia e dinadmica de
bactérias clinicamente relevantes. Porém, para um controle microbiolégico eficaz é
necessario conhecer também a microbiota leveduriforme, principalmente pelo

potencial risco patolégico que apresentam (MCCARTHY et al., 2013).

2.5 O GENERO Candida

O género Candida compreende cerca de 200 espécies, porém apenas 15 sao
consideradas patogénicas, sendo elas Candida albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
parapsilosis, C. krusei, C. guilliermondii, C. lusitaniae, C. dubliniensis, C. pelliculosa,
C. kefyr, C. lipolytica, C. famata, C. inconspicua, C. rugosa e C. norvegensis
(MCCARTHY et al.,, 2013; NIGAR et al., 2016). As cinco principais espécies
patogénicas de Candida, de acordo com Douglass et al. (2018), na ordem de
prevaléncia em todo o mundo séo, C. albicans (52%), C. glabrata (21%), C. tropicalis
(14%), C. parapsilosis (9%) e C. krusei (2%).

A espécie do género Candida comumente isolada e relacionada como o principal
agente causador da candidiase é a C. albicans, contudo, espécies néo-albicans estéo
sendo crescentemente relatadas, como, C. tropicalis, C. krusei, C. glabrata e C.
parapsilosis (CLANCY; NGUYEN, 2018; KAUR et al., 2016). Nas ultimas décadas a
prevaléncia combinada de espécies de Candida n&o-albicans superou as infec¢des
por Candida albicans em varias regides geograficas em todo o mundo, destacando a
necessidade de aprofundar os estudos e evitar surtos futuros (TOTH et al., 2019).

Além dessas espécies jA conhecidas, esta emergente uma nova espécie

conhecida como Candida auris, que teve seu primeiro relato em 2009 no Japao e hoje
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ja esta bem difundido no mundo, sendo encontrado em todos 0s continentes e mais
de 40 paises (JEFFERY-SMITH et al., 2018; MEIS; CHOWDHARY, 2020).

As leveduras do género Candida vivem como comensais aos humanos e dessa
forma, alteragcdes metabdlicas ou imunolégicas no hospedeiro podem proporcionar um
distdrbio no crescimento dessas leveduras ou ainda sua translocacdo (MESINI et al.,
2017; HIRAYAMA et al.,, 2020). Além dos humanos, esse género vive em
comensalismo, principalmente, na cavidade oral e no trato digestivo de animais como
vacas e boi (DALVAND et al., 2018).

A espécie C. albicans pode ser encontrada principalmente nas mucosas oral,
vaginal e gastrointestinal e também na pele, sendo a espécie mais bem estuda e
conhecida do género (MCMANUS; COLEMAN, 2014; NAGLIK et al., 2017). C.
glabrata ja foi encontrada colonizando a boca, o es6fago, o0 intestino e a mucosa
vaginal, porém, pouco dessa interagdo com o hospedeiro & conhecida e estudada, o
gue se sabe até o momento é que pode ocorrer uma interagcédo com as hifas produzidas
por C. albicans, facilitando sua interacdo com o hospedeiro (ROETZER; GABALDON;
SCHULLER, 2011; GABALDON; GOMEZ-MOLERO; BADER, 2019). C. tropicalis ja
foi isolada da pele, tratos gastrointestinal e urinario e também do trato respiratorio,
sendo a nao-albicans mais relacionada a casos de mortalidade (BASU et al., 2003;
BIASOLI; TOSELLO; MAGARO, 2002; EKPENI et al., 2014; HIRAYAMA et al., 2020).
C. parapsilosis esta presente principalmente na pele e maos (ROETZER;
GABALDON; SCHULLER, 2011; TOTH et al., 2019). C. krusei é a espécie menos
estudada e apesar de ser incomum na microbiota humana normal pode ser
transportada via intestino por individuos saudaveis (DOUGLASS et al.,, 2018;
NAVARRO-ARIAS et al., 2019).

Além de tudo, essas leveduras sdo ubiquas (COOPER, 2011; CLANCY;
NGUYEN, 2018). Tendo espécies isoladas do solo, ambientes marinhos, fezes de
aves e mamiferos e insetos (DOUGLASS et al., 2018; LORLIAM et al., 2013;
PONGSANAT; MIYUKI, 2018).

A candidiase é o processo patoldgico caracterizado pela infeccdo micética da
levedura Candida spp. Essa infeccédo pode se da na forma superficial, acometendo a

pele, unhas e mucosas e também sob a forma invasiva/sistémica/candidemia, na qual
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os fungos atingem a corrente sanguinea do hospedeiro e chegam até os érgaos
internos (CLANCY; NGUYEN, 2018; INGHAM et al.,, 2012; PANWAR; FAUJDAR,
2016; PEIXOTO et al., 2014; SILVA, SONIA et al., 2012; FRASER et al., 2020).

A candidiase oral e a vulvovaginal sdo as manifestacdes superficiais mais
comuns, em que apesar de ndo serem infec¢des graves, prejudicam a qualidade de
vida do hospedeiro e em pacientes imunossuprimidos sdo a porta de entrada para a
disseminacgao sistémica da infeccao (RUIZ; PEREIRA, 2016; WILLEMS et al., 2020).
A candidemia é frequente em pessoas que apresentam as barreiras mucosas e
cutdneas comprometidas e que de certa forma tiveram o equilibrio hospedeiro-
patdgeno comprometido, como queimados, aqueles que passaram por procedimentos
médicos invasivos, imunocomprometidos (uso de medicamentos imunossupressores
ou estdo acometidos por alguma doenca imunossupressora) e prematuros (CLANCY;
NGUYEN, 2018; COLOMBO et al., 2013; NUCCI et al., 2012). Essa forma invasiva da
candidiase apresenta alta taxa de mortalidade, chegando a 60%

A principal forma de transmisséao € enddgena, na qual as espécies de Candida
gue fazem parte da microbiota do hospedeiro tornam-se patdégenos oportunistas. Mas
a transmissao também pode ser exdgena, principalmente por meio de maos e
materiais contaminadas (CLANCY; NGUYEN, 2018; COLOMBO et al., 2013; INGHAM
et al., 2012; KULLBERG; ARENDRUP, 2015).

2.5.1 Fatores de viruléncia

O género Candida compreende patdgenos importantes devido a sua grande
versatilidade e capacidade de adaptacdo para sobrevivéncia em varios sitios
anatébmicos (CALDERONE; FONZI, 2001; STANISZEWSKA, 2020). Antigamente
acreditava-se que a imunossupressao era o unico fator responsavel pelas infeccbes
oportunistas por Candida, entretanto hoje € sabido que estes microrganismos
participam ativamente da fisiopatologia da doenca, por meio de seus fatores de
viruléncia, como aderéncia, formacao de biofilmes, dimorfismo, secrecédo de enzimas

hidroliticas (proteases, fosfolipases e hemolisinas) e comutacdo fenotipica. Estes
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fatores sédo melhores conhecidos em C. albicans (STANISZEWSKA, 2020; TAMURA
et al., 2007; AHMED et al., 2019).

a) Adesao e formacéo de biofilme

O processo de adesédo é induzido e controlado por varias vias de sinalizacao
celular, no patégeno e no hospedeiro (HO et al., 2019). A fixag&o inicial das células
de Candida aos tecidos e/ou superficies é mediada por fatores inespecificos
(hidrofobicidade e forcas eletrostaticas) e promovida por adesinas especificas,
presentes na superficie das células fungicas, que reconhecem ligantes como
proteinas, fibrinogénio e fibronectina e também medeiam a adesdo as superficies
abioticas (EL-KIRAT-CHATEL et al., 2020; HO et al., 2019; FERNANDES et al., 2018).
O processo de adesdo € um importante mecanismo pois possibilita a célula
microbiana uma maior ligacéo ao hospedeiro, sendo o passo inicial para a formacéao
de biofilme (CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; NETT; ANDES, 2020).

Assim como em outros patdgenos microbianos, a capacidade das leveduras do
género Candida formarem biofilme em superficies hospedeiras é um diferencial para
a colonizacdo bem sucedida e sua persisténcia durante a infec¢éo, visto que a maioria
das infeccOes por espécies de Candida estd associada a essa capacidade
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; GULATI; NOBILE, 2016; NETT; ANDES, 2020). O
crescimento em biofilme permite aos microrganismos a sobrevivéncia em ambientes
hostis, especialmente devido a sua maior tolerancia aos antimicrobianos (NETT,;
ANDES, 2020; TAFF et al., 2013). Além disso a vida dentro de um biofilme também
inclui protecdo contra o meio ambiente, resisténcia a estresses fisicos e quimicos,
cooperacdo metabdlica e regulacdo conjunta da expressdo génica dos
microrganismos associados e ainda ha estudos que comprovam reducdo na morte
pelo sistema imunoldgico do hospedeiro (AHMED et al., 2019).

Essas estruturas de crescimento formam-se por meio de um processo
sequencial que inclui a aderéncia das células de levedura ao substrato, a proliferacéo

das leveduras, a formacéao de hifas na parte superior do biofilme, o0 acimulo de matriz
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extracelular e, finalmente, a disperséo de leveduras deste complexo (AGUILAR-
ZAPATA; PETRAITIENE; PETRAITIS, 2015; TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016)

Dessa forma, os biofiimes sdo comunidades de microrganismos que se
desenvolvem em superficies vivas ou inertes, sob uma matriz extracelular
polissacaridica, formando uma arquitetura tridimensional complexa (CAVALHEIRO;
TEIXEIRA, 2018; TSUI; KONG; JABRA-RIZK, 2016;.NETT; ANDES, 2020).

Essa matriz extracelular € composta basicamente por proteinas (55%),
carboidratos (25%), lipidios (15%) e DNA (5%) (NETT; ANDES, 2020). A funcéo dos
polissacarideos ja € bem definida como uma estrutura complexa de sustentacdo da
matriz, ja as proteinas, estudos iniciais apontam que além de também estarem
envolvidas com a sustentacdo, atuam no metabolismo de degradacao de biopolimeros
extracelulares para obtencdo de energia (NETT; ANDES, 2020). Com relacdo a
porcédo lipidica e de acidos nucleicos da matriz, pouco se tem estudado (NETT;
ANDES, 2020).

Os biofilmes maduros sdo muito mais resistentes aos agentes antimicrobianos e
fatores imunes do hospedeiro em comparacéo com as células planctonicas. Os fatores
responsaveis pela elevada resisténcia incluem a complexa arquitetura dos biofilmes,
a matriz protetora, o aumento da expressao de bombas de efluxo de drogas e a
plasticidade metabdlica, e ainda a dispersdo de leveduras do biofilme contribuem
diretamente para a viruléncia, sendo as células dispersas mais virulentas
(CAVALHEIRO; TEIXEIRA, 2018; GULATI; NOBILE, 2016; NETT; ANDES, 2020).

b) Enzimas extracelulares hidroliticas

As enzimas hidroliticas extracelulares produzidas por Candida desempenham
um papel importante na nutricdo, aderéncia, dano, invaséo e destruicdo dos tecidos e
sistema imunoldogico do hospedeiro (AKINJOGUNLA; AJAYI; NKANGA, 2018; GARG
et al., 2018). As principais classes enzimaticas produzidas séo as proteases, lipases
e hemolisinas (RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017).

As proteases ou proteases asparticas segregadas (Saps) sao responsaveis por

degradarem proteinas do tecido hospedeiro e se aderirem ao tecido epitelial. Além
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disso, também degradam proteinas relacionadas a defesa imunolégica dos
hospedeiro, como os anticorpos, permitindo que o fungo escape da primeira linha de
defesa (AHMED et al., 2019).

As lipases degradam um dos principais constituintes das membranas celulares,
os fosfolipidios, induzindo a permeabilizacdo e morte das células hospedeiras
(RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS, 2017). Além disso degradam lipidios para
aquisicao de nutrientes, adesao aos tecidos hospedeiros, interacfes sinérgicas com
outras enzimas, hidrolise inespecifica e inicio de processos inflamatérios, provocando
células do sistema imunolégico e autodefesa (AHMED et al., 2019).

A producdo de hemolisina estd relacionada com a aquisicdo de ferro que
favorece o estabelecimento do processo infeccioso (ELLEPOLA et al., 2015). Essas
enzimas promovem a lise dos globulos vermelhos, destruindo sua membrana celular,
liberando a hemoglobina que € usada pelas células fungicas como nutriente para
promover seu crescimento e desenvolvimento. Além disso, facilitam a disseminagéo
de Candida spp. através da corrente sanguinea (RAMOS; BRANQUINHA; SANTOS,
2017). Contudo, comparado com outras enzimas, a hemolisina € a menos estudada,

com poucas pesquisas enumerando sua atividade.

c¢) Dimorfismo

O dimorfismo em Candida também esta relacionado a viruléncia, pois o
desenvolvimento de hifas ou pseudohifas desempenha uma fungcdo importante na
invasdo e penetracdo do tecido e também aumenta a resisténcia a fagocitose
(BOMMANAVAR; GUGWAD; MALIK, 2017; KORNITZER, 2019)

A transicdo que separa células leveduriformes das formas filamentosas é
regulada por uma série de fatores ambientais. O crescimento na forma leveduriforme,
por exemplo, ocorre predominantemente com pH &cido (<6), enquanto que em pH
neutro/alto (>7) o crescimento € predominantemente na forma filamentosa. Outros
estimulos ambientais conhecidos por promover a producdo de hifas sao a falta de
carbono, falta de nitrogénio, baixo oxigénio e CO. elevado e a presenca de N-
acetilglucosamina (HUANG, G., 2012; KIM; SUDBERY, 2011; KORNITZER, 2019).
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Embora a maioria das espécies de Candida n&o-albicans sé consiga formar
pseudohifas, C. dubliniensis, C. tropicalis e C. auris também sdo capazes de formar
hifas verdadeiras, embora com menos eficiéncia e sob uma faixa mais restrita de
condigdes ambientais (KORNITZER, 2019).

2.5.2 Tratamento e Resisténcia

As classes de antifungicos utilizadas no tratamento de infec¢des por Candida
mais comuns compreendem os azdis, os polienos e as equinocandinas. Lembrando
gue a deteccao do tipo e local de infeccéo e a identificacdo do agente infectante e sua
susceptibilidade a antifungicos sdo fundamentais para escolher a estratégia
farmacologica adequada ao tratamento, de forma que se possa controlar e extinguir a
infeccdo com o minimo de danos ao paciente, buscando também minimizar os custos
e evitar o aparecimento de cepas resistentes (PAPPAS et al., 2015; WHALEY et al.,
2017).

Durante o desenvolvimento fungico, um dos processos mais importantes € a
biossintese do ergosterol, que é um componente fundamental na constituicdo da
membrana dos fungos. Dessa forma, alguns antifUngicos atuam diretamente no
ergosterol ou interrompendo sua sintese, em alguma fase da cascata, para conter a
replicacao fungica (PAPPAS et al., 2015; WHALEY et al., 2017)

Os antifungicos azolicos sdo compostos por moléculas sintéticas diferenciadas
de acordo com seu nucleo que pode ser imidazoélico (exemplos: cetoconazol e
miconazol) ou triazélico (exemplos: fluconazol, voriconazol e itraconazol). Essa classe
atua inibindo a via de biossintese do ergosterol, componente especifico da membrana
fungica, resultando na alteracdo da fluidez da membrana e comprometendo o
crescimento fungico (MARTINEZ-MATIAS; RODRIGUEZ-MEDINA, 2018; MUSIOL;
KOWALCZYK, 2012).

Os polienos mais comuns sdo a anfotericina B e a nistatina. Sendo que a
nistatina € utilizada no tratamento de infeccbes superficiais e a anfotericina B é
considerada uma das opc¢des chave para o tratamento de candidiase disseminada
(JANOUT et al., 2015; WHALEY et al., 2017). Essas moléculas se ligam ao ergosterol
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da membrana celular e formam canais transmembranares que aumenta a
permeabilidade da membrana e ocasiona a liberagdo do contetido interno da célula,
alteracdo da sua homeostase e sua morte. A anfotericina B apresenta baixa
resisténcia antifungica, mas pode interagir com o colesterol presente ha membrana
da célula humana e provocar efeitos colaterais graves como a nefrotoxicidade
(COLOMBO et al., 2013).

As equinocandinas, como a caspofungina e micafungina, sado importantes
alternativas no tratamento de infeccdes por Candida. Essas moléculas sé&o
lipopeptideos sintéticos modificados a partir de substancias proveniente de fungos
filamentosos. Elas atuam inibindo a sintese de 1,3-B-D-glucana, polimero de funcéo
estrutural fundamental na parede celular, acarretando a ruptura da parede e a morte
celular de cepas de Candida resistentes aos azolicos e polienos. Aléem de sua notavel
atividade antifungica, essa classe produz menos efeitos adversos que anfotericina B
no tratamento de candidiase sistémica (AGUILAR-ZAPATA; PETRAITIENE;
PETRAITIS, 2015).

Os antifungicos azdlicos sdo amplamente utilizados, principalmente por terem
baixo efeito toxico ao hospedeiro (PFALLER et al., 2010), contudo algumas espécies
nao-albicans, como. C. krusei, exibem resisténcia intrinseca a essa classe (GONG, X.
et al., 2016; WHALEY et al., 2017) e, além de tudo, € crescente o desenvolvimento de
resisténcia em espécies antes susceptiveis (FOTHERGILL et al., 2014; WHALEY et
al., 2017).

No trabalho de Doi et al. (2016) foi estudado isolados de Candida de 16 hospitais
distribuidos geograficamente pelo Brasil e eles encontraram quatro cepas de C.
glabrata resistente a fluconazol. O estudo realizado por Autmizguine et al. (2018)
avaliou isolados de Candida a partir de pacientes neonatais e encontrou duas cepas
de C. albicans e uma C. glabrata resistente ao fluconazol.

Os autores Aigner et al. (2017) avaliaram 104 isolados de Candida spp. de um
Centro Médico da Austria e nenhum foi resistente & caspofungina e micafungina. Em
uma analise realizada pelos autores McCarty et al. (2018) entre os anos de 2005 e
2015 de 3.876 isolados de Candida, eles encontraram apenas 33 cepas com

susceptibilidade reduzida a micafungina.
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Como a anfotericina B € o mais usual tratamento para candidemia, o estudo de
Benjamin et al. (2018) comparou sua atividade antifangica com a micafungina, ambos
tratamentos intravenosos em bebés com mais de 120 dias, e o resultado mostrou que

ambos os agentes foram eficazes e bem tolerados.

2.5.3 Relevancia clinica

Esse género estd sendo estudado exaustivamente nos Udltimos anos,
principalmente pela sua importancia clinica e o aumento de infec¢cbes fungicas
ocasionadas por ele. Esse aumento pode ser relacionado ao uso de medicamentos
imunossupressores, procedimentos cirdrgicos invasivos e também a utilizagédo
indiscriminada de antifungicos de amplo espectro (KOUTSERIMPAS et al., 2019;
NASIR et al., 2014; PANWAR; FAUJDAR, 2016).

InvestigagOes epidemiolodgicas realizadas nos Estados Unidos e na Europa
demonstraram que, desde a década de 80, as leveduras do género Candida foram
responsaveis por 85% dos casos de fungemia, sendo a quarta causa mais comum
nessas regides (PAPPAS et al., 2018; QUINDOS, 2014). No Brasil, segundo Doi et al.
(2016), Candida € a sétima causa mais prevalente em infeccfes sanguineas.

No Brasil, os autores Wille et al. (2013) conduziram um estudo epidemiologico
de 388 casos de candidemia e concluiram que C. tropicalis foi a espécie ndo-albicans
de maior prevaléncia. Tal fato se repetiu no estudo de Xisto et al. (2017). Ja C. glabrata
mostrou-se a espécie nao-albicans mais predominante em outras partes do mundo
(AZIE et al., 2012; LORTHOLARY et al., 2014; MILAZZO et al., 2014; PFALLER,
MICHAEL et al., 2013).

Em 2008, no Japao, ocorreu a primeira descricdo do patdbgeno Candida auris
como agente da candidemia em humanos. Desde entdo essa nova espécie ja foi
relatada na candidiase invasiva em estudos por todo o mundo. Essa espécie é
considerada um patégeno emergente, multirresistente e associada a elevadas taxas
de mortalidade, visto que h& estudos comprovando sua resisténcia a azéis, polienos
e equinocandinas. Além disso apresentam todos os principais fatores de viruléncia

encontrados no género Candida, como aderéncia, formacéo de biofilme e producéo

35



de exoenzimas (CHAABANE et al., 2019; JEFFERY-SMITH et al., 2018; MEIS;
CHOWDHARY, 2020; NETT, 2019).

Além dos humanos, animais como vacas, porcos, aves, cachorros e gatos
também sdo suscetiveis as infec¢des fungicas por Candida spp., sugerindo que 0s
animais podem ser vetores de transmissdo ou reservatério de cepas que causam
doencas em humanos e um risco para pacientes imunocomprometidos (CASTELO-
BRANCO et al., 2020; EDELMANN; KRUGER; SCHMID, 2005). Além disso, 0s
autores Dalvand et al. (2018) afirmam que cepas isoladas de animais néo diferem
molecularmente de cepas isoladas de humano e que isso merece atencéo devido a
alta chance de transferéncia cruzada cepas de Candida, tanto do homem para o
animal quanto do animal para o homem.

O trabalho de Edelmann, Kriger e Schmid (2005) avaliou a diferenca genética
entre os isolados de Candida obtidos de pacientes diagnosticado com candidemia e
isolados de diversos animais (gato, cachorro, porco, entre outros) oriundos de um
banco de dados da Alemanha e conclui que ndo houve diferenca genética especifica
entre os isolados, mostrando que a barreira de transmissao entre humano e animal
pode ser facilmente superada.

Castelo-Branco et al. (2020) verificou a resisténcia de isolados de Candida
obtidos a partir de diversos animais, como aves e caes, mostrando que houve elevada
resisténcia ao fluconazol pelas espécies de C. albicans e C. glabrata, o que os autores
consideram interessante pois o uso de antifungico ndo é tdo comum na pratica
veterinaria e opinou que tais resisténcias possam ser devido a transferéncia horizontal
de genes de resisténcia.

Os autores Erbas et al. (2017) e Campos, Valente e Avancini (2016) relatam que
a mastite causada pelo género Candida, mesmo que em menor taxa que a mastite
bacteriana, tém aumentado nos Uultimos anos, sendo causada por espécies
patogénicas oportunistas que colonizam o Ubere da vaca ou ainda pelo uso abuso de
antibacteriano e falta de higiene, que favorecem a colonizacéo dessa levedura.

Um estudo recente realizado por Du et al. (2018) obteve 60 isolados a partir de
vacas diagnosticadas com mastite, dentre eles a espécie mais prevalente foi C. krusei,

sendo que todos os isolados dessa espécie eram resistente ao fluconazol,
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fluorocitosina, itraconazol e cetoconazol e 14,3% resistente a anfotericina B. J& no
trabalho de Erbas et al. (2017) C. tropicalis foi a espécie predominante mas nenhuma
cepa foi resistente a anfotericina B. Em ambos os trabalhos a segunda espécie
predominante foi C. parapsilosis.

Contudo as principais espécies patogénicas oportunistas de Candida ja foram
encontradas em estudos envolvendo mastite fungica (ACOSTA et al., 2016; CAMPOS
et al.,, 2016; COSTA, GERALDO MARCIO DE et al., 2012; DU et al., 2018). Além
disso, Sartori, Santos e Marin (2014) relatam que espécies de Candida sé&o

observadas no Ubere e em leite de vacas mesmo sem a infec¢éo flngica.

2.6 MODELO DE INFECCAO INVERTEBRADO — Caenorhabditis elegans

Compreender os mecanismo de interacdo entre o patdogeno e o hospedeiro
permite um maior conhecimento sobre doencas associadas aos microrganismos
(ARVANITIS; GLAVIS-BLOOM; MYLONAKIS, 2013), além disso o0s aspectos
fisiologicos das infec¢cdes podem ser entendidos e levar ao entendimento dos fatores
de viruléncia e possiveis alvos terapéuticos e antifungicos (ARVANITIS; GLAVIS-
BLOOM; MYLONAKIS, 2013; HUANG et al., 2014; SOUZA et al., 2018).

Para entender essa interacdo é necessario modelos animais para estudos in
vivo. Na maioria dos estudos séo utilizados modelos vertebrados mamiferos, como
(como camundongos e coelhos), devido as semelhancas fisiolégicas com o homem
(ARVANITIS; GLAVIS-BLOOM; MYLONAKIS, 2013). Contudo, ha dificuldades
relacionados a questdes éticas, dificuldade de manuseio, manutencao e tratamento e
também ao longo tempo exigido para o estudo (ARVANITIS; GLAVIS-BLOOM,;
MYLONAKIS, 2013).

Diante disso os modelos de infec¢do invertebrados surgiram como alternativa,
gue mesmo sendo distantes dos mamiferos em relacdo a evolucdo, apresentam
similaridade de genes relacionados a imunidade inata (ARVANITIS; GLAVIS-BLOOM,;
MYLONAKIS, 2013).

O nematoide Caenorhabditis elegans € atualmente o organismo invertebrado

mais amplamente utilizado na avaliacdo de diferentes parametros de infeccdes
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fungicas (CORSI; WIGHTMAN; CHALFIE, 2015; HUANG et al., 2014; PUKKILA-
WORLEY; AUSUBEL; MYLONAKIS, 2011; SOUZA et al., 2018; YILMAZ; WALHOUT,
2017).

Caenorhabditis elegans € um nematoide de vida livre encontrado no solo de
regides temperadas, de facil manipulacdo e cultivo e sua biologia molecular bem
descrita (DIOGO; BRATANICH, 2014; ZHANG; HOU, 2013). A aplicacdo do C.
elegans na pesquisa/saude é extremamente abrangente, envolvendo estudos com o
ciclo celular, da apoptose, de regulacdo génica, de funcdes metabdlicas, na
determinacdo do sexo, na toxicidade de compostos, relacionados ao cancer, da
funcionalidade da sinalizacdo e da polaridade celular e com doencas
neurodegenerativas (KALETTA; HENGARTNER, 2006; OKOLI et al., 2009). Com isso,
ele € amplamente utilizado na avaliagdo da patogenicidade e fatores de viruléncia de
microrganismos, como modelo de infeccdo invertebrado, principalmente por néo
envolver conselho de ética e burocracias (FELIX; BRAENDLE, 2010; KALETTA;
HENGARTNER, 2006; STERKEN et al., 2015).

As caracteristicas que o tornam um modelo de infeccao favoravel sao, seu ciclo
de vida rapido, simplicidade fisiologica, producdo de descendentes geneticamente
idénticos (auto-fertilizacdo), a transparéncia da sua cuticula que permite a observacao
direta dos processos que se passam dentro do nematddeo, tem genoma
completamente sequenciado e é de facil e econémico cultivo (CORSI; WIGHTMAN;
CHALFIE, 2015).

O C. elegans se alimenta da bactéria E. coli OP50, sendo essa sua fonte primaria
de macronutrientes (MARSH; MAY, 2012). O seu tamanho gira em torno de 1,5mm, o
geu facilita seu armazenamento (KALETTA; HENGARTNER, 2006; YILMAZ;
WALHOUT, 2017). O ciclo de vida, entre a transicdo do ovo para 0 adulto em
temperatura entre 15 e 15°C, € de apenas trés dias, compreendendo quatro fases
larvais (L1, L2, L3 e L4). A reproducéo ocorre por dimorfismo, sendo que a grande
maioria dos nematddeos sdo hermafroditas e apenas a menor parcela corresponde
aos machos (KALETTA; HENGARTNER, 2006; MARSH; MAY, 2012). Além de tudo,

apresenta uma estrutura transparente, facilitando a observacao de suas estruturas no
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microscépio e também possibilita o uso de fluorescéncia para a avaliacdo de
marcadores especificos (DIOGO; BRATANICH, 2014).

Como dito anteriormente, o C. elegans possui o0 genoma completamente
sequenciado, sendo constituido por cerca de 20.000 genes com 60 a 80% de
similaridade com os genes humanos. Além disso, a maior parte do DNA € conservada
e associada a doengas humanas e vias de infecgdo (KALETTA; HENGARTNER,
2006).

Devido as caracteristicas citadas o C. elegans esta cada vez mais sendo estuado
e se tornando um modelo invertebrado ideal para estudos in vivo de alvos
diversificados, como doencas infecciosas, resposta imunoldgica, viruléncia de
microrganismos e resposta de novos antimicrobianos (ARVANITIS; GLAVIS-BLOOM,;
MYLONAKIS, 2013; KALETTA; HENGARTNER, 2006).

A interacdo do C. elegans com os patégenos ocorre, principalmente, através da
alimentacao, pela faringe e intestino (KALETTA; HENGARTNER, 2006; MARSH,;
MAY, 2012). Contudo, espécies de bactérias e fungos tem capacidade de aderir a
cuticula do verme e invadir seus tecidos, com suas hifas/pseudohifas (ENGELMANN;
PUJOL, 2010). O controle das infeccbes se da pelo sistema imune inato, pela
liberacdo de moléculas com acédo antimicrobiana, como lecitinas, lisozimas e
peptideos antimicrobianos, localizado principalmente nas células intestinais (MARSH,;
MAY, 2012).

Como C. elegans é cultivado sob alimentacdo normal de Escherichia coli OP50,
para que seja utilizado em ensaios de infeccdo, é transferido para meio de cultura
contendo o fungo de interesse, o qual é ingerido pelo verme (ARVANITIS; GLAVIS-
BLOOM; MYLONAKIS, 2013).

A utilizacdo do modelo invertebrado C. elegans é extremamente vantajosa, visto
gue pode auxiliar em estudos iniciais, com baixo custo e de rapido execucdo. Contudo,
os modelos invertebrados ndo substituem o uso de mamiferos, mas devem ser
utilizados em conjunto, como em estudos e testes primarios (ARVANITIS; GLAVIS-
BLOOM; MYLONAKIS, 2013).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Determinar o potencial risco de Candida spp. isoladas do sistema de tratamento
de dejetos da pecuéria leiteira com biodigestor anaerdbio para a saude humana e

animal.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar e identificar presuntivamente leveduras do género Candida do afluente,
efluente e biofertilizante;

e Determinar a densidade populacional de Candida spp. no sistema de biodigestao
anaerobia;

e Avaliar a dindmica populacional de Candida spp. durante o processo de digestao
anaerobia;

e Determinar a eficiéncia do sistema quanto a taxa de remocéo de Candida spp. pelo
processo anaerobio;

e Avaliar a viruléncia in vitro dos isolados: dimorfismo, formacdo de biofilme e
producdo de exoenzimas;

e Avaliar o perfil de susceptibilidade dos isolados aos antifungicos anfotericina-B,
fluconazol e itraconazol;

e Avaliar a patogenicidade dos isolados selecionados por meio de ensaios de

sobrevivéncia utilizando o modelo invertebrado alternativo Caenorhabditis elegans.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LOCAL DE COLETA DE AMOSTRAS

O biodigestor esté localizado na fazenda experimental da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA), no municipio de Coronel Pacheco, MG. Durante
0 experimento o numero de bovinos leiteiros confinados em estrutura free stall
(FIGURA 3) variou entre 75 e 105 animais, em média.

A parte laboratorial foi conduzida no Laborat6rio de Microbiologia do Rumen,
localizado na sede da EMBRAPA, em Juiz de Fora, MG e no Laboratério de Biologia

Celular de Microrganismos na Universidade Federal de Minas Gerais.

Figura 3: Estrutura free stall utilizada para confinamento de rebanhos leiteiros, consistindo em areas

com camas individualizadas, corredores de acesso e pistas de trato.
Fonte: autor.

4.2 CONDICOES DO BIODIGESTOR ANAEROBIO

O tratamento primario dos dejetos bovinos é efetuado pelo biodigestor
anaerébio, modelo canadense, com alimentag&o continua e regime hidraulico de fluxo
em pistdo (os elementos entram e saem na mesma ordem e concentracdo), tendo

capacidade para 540 m® de residuo. Ele é acoplado a uma lagoa de depdsito do
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efluente (tratamento secundario) com 216 m®de capacidade e regime hidraulico de
mistura completa (os elementos entram e se disperséo, saindo proporcionalmente a
sua concentracao). O biodigestor e a lagoa sdo mantidos em condi¢des naturais de
temperatura e ambiente.

O sistema de abastecimento diario do biodigestor esta ilustrado na FIGURA 4.
Inicialmente, é utilizada agua limpa para a lavagem dos pisos do sistema free stall,
capturando todo o residuo gerado e o escoando para uma peneira separadora de
sélidos, da qual o liquido (afluente) é bombeado para o biodigestor. O TRH €, em
média, de 30 dias, sendo o lodo acumulado no fundo (40 m?®) recircularizado
diariamente. O efluente é encaminhado para uma lagoa de depdsito do efluente (TRH
de 7 dias) e permanece até a utilizagcdo como biofertilizante e/ou reciclo de agua para
a lavagem dos pisos. O biogas produzido fica retido na campéanula sobre o biodigestor,
com capacidade para 270 m?, em seguida é liberado para o queimador de gas tipo

flare ou para o gerador de energia elétrica.

Biodigestor
=P Linha de efluente
=> Linha de recircularizagéio ot
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o
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Distribuigao

Figura 4: Esquema do abastecimento e fluxo de operac¢édo do biodigestor modelo canadense localizado
na fazenda experimental da EMBRAPA, Coronel Pacheco, MG.
Fonte: autor.
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4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA FASE 1

A primeira fase foi constituida do procedimento de isolamento das leveduras,
seguida das analises bioquimicas e caracterizacdo da eficiéncia do sistema quanto a
remocé&o de Candida spp.

Os ensaios ocorreram em dois periodos do ano de 2018, no verdo, entre 0s
meses de fevereiro e margo e no inverno, entre julho e agosto. Foram coletadas
amostras do afluente, efluente e biofertilizante nos TRH de zero, sete, 14, 21 e 30
dias. As amostras foram coletadas em frascos estéreis e transportadas,
assepticamente, em uma caixa térmica até o Laboratorio de Microbiologia do Ramen,
na sede da EMBRAPA Gado de Leite.

No total foram 30 amostras coletas, sendo cinco para cada ponto amostral em
ambas as estacdes do ano. Os procedimentos realizados foram analise quantitativa e
fisico-quimica, calculo da taxa de remocéo, isolamento e identificacdo presuntiva dos

isolados. O delineamento mostrando cada passo realizado esta descrito na figura 5.

0 7 14 21 30
Aaa 2 2
. ANALISE QUANTITATIVA RE;ﬂAg(;Aﬁ[t)::EDE
Vv E FiSICO-QUIMICA :
b oo s a o Candida spp.
a o & a & &
|< e s ISOLAMENTO — . | IDENTIFICAGAO
b DOS ISOLADOS

Figura 5: Esquema com as coletas e os procedimentos realizados posteriormente.

Legenda: Coletas do verdo foram nomeadas com a letra “V” e do inverno com a letra “I”. Para referir-
se as datas foram usados os numeros 0, 7, 14, 21 e 30, representando os dias decorridos da
biodigestdo anaerdbia. A codificagdo para distinguir os locais amostrais foram as letras “a” (afluente),
“e” (efluente) e “b” (biofertilizante). Para os isolados a codificagédo atribuida foi a sequéncia numeral na
ordem de isolamento.

Fonte: autor.
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4.3.1 Analises Microbioldgicas

No laboratério amostras de 10 mL do afluente, efluente e biofertilizante foram
diluidas 10 vezes em solucdo salina 0,9% estéril, para possibilitar a quantificacao,
isolamento de Candida spp. nos pontos amostrais. Em seguida, aliquota de 0,1 mL da
diluicdo e da amostra bruta foi disseminado com alca de Drigalsky, em duplicata, no
meio de cultivo seletivo e diferencial CHROmagar Candida acrescido com 0,025% de
Rosa de Bengala (47,7g em 1L de agua destilada, ferver até total dissolucdo, ndo
autoclavar - Difco) e incubado por 48h a 37°C.

A guantificacdo de Candida spp. foi realizada a partir da contagem direta de
Unidades Formadoras de Colbnias (UFC) crescidas no meio de cultivo a conter entre
20 e 200 UFC. Para o isolamento foram selecionadas cerca de 30% de UFC por
amostra e foi possivel a distincdo de morfotipos e a identificagcdo presuntiva das
espécies devido a substratos cromogénios presentes no meio, que originam colénias
com diferentes coloracdes, sendo que C. albicans se apresentou na cor verde, C.
krusei na cor rosa com ou sem borda branca, C. tropicalis na cor azul com ou sem

borda violeta e C. glabrata na cor malva.

4.3.2 Andlises Fisico-Quimicas

Andlises de pH, DBO e Carbono Organico Total (COT) foram feitas, em
duplicata, a partir das amostras do afluente, efluente e biofertilizante. Essas analises
foram realizadas pelo laboratério CSL (Laboratério de Analise Ambiental) em
Americana — SP, para tanto, no momento das coletas as amostras foram distribuidas
assepticamente em frascos préprios disponibilizados pelo laboratério e conservados

em caixa térmica até a chegada no laboratorio.

4.3.3 Eficiéncia do Sistema Quanto a Remoc¢ao Microbiana e a Matéria Organica

A taxa de remocao de Candida spp. no biodigestor e na lagoa de depdsito do

efluente, foi estimada pela lei de Chick, usando-se a equacéo 1.1, de acordo com Von
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Sperling (1996). Para o calculo do coeficiente de decaimento microbiano (Kp) foi
utilizada a equacao 2.1 para o biodigestor com fluxo em pistdo (VON SPERLING,
1996) e a equacdo 2.2 para a lagoa de depdsito do efluente com sistema de mistura
completa (VON SPERLING, 2018). Como a lagoa de depdsito tem 0 TRH de 7 dias e
as coletas ocorreram por 5 semanas consecutivas, a média do afluente e efluente da
lagoa foram calculadas, para entéo se ter apenas um valor inicial e final.

A eficiéncia (E) do biodigestor e da lagoa de depdsito do efluente quanto a
remocédo microbiana e a remoc¢do de matéria organica foi calculada pela equacéo 3.1
(VON SPERLING, 2018).

Equacéo 1.1: ‘;—’Z = —k,.N

Equacdo 2.1: N = Ny.e k-t

No
1+ kp. t

Equacdo 2.2: N =

Equacgdo 3.1: E = (N‘I’V—_N) . 100

0

Onde,

N = quantidade de microrganismos/matéria organica apos um tempo t (UFC/100ml)
No = quantidade de microrganismo/matéria organica no afluente (UFC/100 ml)

Ky = coeficiente de decaimento microbiano (/dia)

t = tempo (dia)

E = eficiéncia
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4.4 CULTIVO E MANUTENCAO DOS MICRORGANISMOS

Os microrganismos foram mantidos em BHI (Brain Heart Infusion) sélido e para
os ensaios foram crescidos, a partir de uma colonia isolada, durante 24h em meio BHI
liquido a 36°C, sob agitacdo de 180 RPM, overnight.

Os estoques foram preservados a -80°C. Para o preparo dos estoques uma
colénia dos microrganismos crescidos em BHI sdlido foi passada para 500uL de BHI
liquido e apds 24 horas de crescimento, foi adicionado 500uL de glicerol 40%.

Os controles clinicos utilizados para os ensaios de viruléncia foram Candida
albicans (SC5314), Candida tropicalis (ATCC750), Candida glabrata (ATCC90030) e
Candida krusei (ATCC20298).

4.5 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL DA FASE 2

Na segunda fase do trabalho, inicialmente, foi feita uma selecéo de leveduras
(FIGURA 6). A selecéo dos isolados ocorreu baseando-se na identificacdo putativa
das espécies no meio seletivo CHROmagar. Para cada espécie identificada escolheu-
se aleatoriamente ao menos um isolado com resultado positivo e negativo para o teste
de dimorfismo, obtidos tanto no inverno quanto no verao, quanto nos trés pontos de
coleta do sistema de biodigestdo anaerobica. Ainda foi considerado os padrdes de
banda dos isolados dentro dos clados, com no minimo 70% de confiabilidade,
formados a partir da analise de fingerprint da regido (GTG)5, para tentar diminuir ao
maximo a possibilidade de selecdo de isolado semelhante.

Em seguida os isolados selecionados foram submetidos aos testes viruléncia de
formacdo de biofilme, producdo de exoenzimas, susceptibilidade a antifangicos e

viruléncia in vivo em modelo invertebrado C elegans.
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D+VA D-VA Formacao de biofilme
Leved Espécies D+IA - D-1A 12 isolados Producdo de exoenzimas
eveduras  Triagem i - )
olades —_ Identificadas —_— D+VE D-VE — decada < o ‘ o
Pelo D+IE  D-IE espécie + Susceptibilidade & antifingicos
CHROmagar D+VL D-VL
D+IL  D-IL + Viruléncia in vivo

Figura 6:Esquema do delineamento experimental adotado na 22 fase do trabalho.

Legenda: A simbologia “D+” e “D-" se refere a caracteristica de dimorfismo, positivo ou negativo,
respectivamente. As letras “V” e “I” estéo referenciando as esta¢des do ano, veréo e inverno,
respectivamente. O afluente, e fluente e a lagoa de depdsito estdo sendo representados pelas letras
“‘A”, “E” e “L”, respectivamente.

4.5.1 Triagem dos Isolados

a) Dimorfismo

O teste de dimorfismo foi realizado de acordo com Ferreira e Avila (2001). Para
tanto os isolados foram semeados por microgota em agar-fuba acrescido de 10ml/L
de tween 80 e pH final entre 6,6 e 6,8. As placas foram incubadas em temperatura
ambiente por 72 horas, observando-se a morfologia das colonias.

Para o preparado do meio inicialmente foi necessario aquecer 40g de fuba em
guantidade suficiente de agua por 1 hora, em seguida filtrou-se o extrato em gaze
dobrada até a obtencao total de 1L, posteriormente acrescentou-se 20g de agar, 10ml
de tween 80 e ajustou-se o pH, por fim 0 meio foi autoclavado.

Um teste adicional foi realizado, da mesma forma, por microgota e observando-
se a morfologia das col6nias, utilizando-se 0 meio NGM (Nematode Growth Media —
21g agar, 3g NaCl, 2,5g peptona, autoclavar, acrescentar 1ml CaCl 1M, 1mL MgSQO4
1M, 256mL KPO4 pH6, 1mL colesterol 5mg/mL em etanol), pois € um meio de
crescimento minimo utilizado na manutencdo do modelo invertebrado trabalhado

neste estudo, Caenorhabditis elegans.
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b) Fingerprint da regido (GTG)5

Para a extragéo total do DNA foi usado o protocolo de Pinheiro et al., (2018) com
modificagdes. Coldnias puras das leveduras foram previamente crescidas em meio
solido YPD (glicose 1%, extrato de levedura 0,3%, peptona bacteriolégica 0,5%, agar
2%) a 37 °C por 48 horas. Uma alcada de coldnia pura de cada levedura foi
ressuspendida em 100 yL de tampéo de lise (25 mL de solugao de Tris 1M + HCI; 5mL
de solucdo de EDTA 0,5M; 10 mL de solucédo de NaCl 5M; 50 mL de solucao de SDS
a 10% e 410 mL de agua destilada) em microtubo estéril. Procedeu-se
homogeneizacdo em vortex por 2 minutos e incubagdo em banho-maria a 65 °C por
30 min. Em seguida, foram adicionados 200 uL de cloroformio: alcool isoamilico (24:1),
homogeneizado por inversao, e centrifugado a 14.000 RPM por 10 min.

Apoés a centrifugacdo, o sobrenadante foi retirado com auxilio de pipeta e
transferido para outro microtubo estéril, com adi¢cdo de isopropanol v/v (~80 uL). O
microtubo foi disposto em repouso a temperatura ambiente por 15 min, para que
ocorresse a precipitacdo do DNA.

Apos precipitacdo do DNA, procedeu-se centrifugacéo a 14.000 RPM por 10 min
e 0 sobrenadante foi descartado por inversdo. Apds o descarte do sobrenadante,
foram adicionados ao microtubo 200 pL de etanol 70% e novamente foi realizada a
centrifugacéo a 14.000 RPM por 10 min e o etanol foi descartado por inversdo. Essa
etapa de lavagem do sedimento com etanol 70% foi repetida duas vezes. Os
microtubos foram mantidos abertos a temperatura ambiente overnight, para total
evaporacao do etanol.

Posteriormente, o pellet de DNA foi ressuspendido em 50 pL de tampao TE pH
8,0 (Tris base 121,119, EDTA 0,5M 9,3059).

O DNA foi quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop 1000®) para verificar
se a relacdo das leituras dos comprimentos de onda 260/280 nm estavam entre 1,8 e
2,0. A concentracdo do DNA foi ajustada para aproximadamente 200 ng.uL-1,
utilizando tampao TE pH 8,0 como diluente

A integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1% a
100 V por 1h em tampéao TAE 1X (4,99 Tris, 1,15ml de acetato, 2ml de EDTA 0,5M pH
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8.0), corados com SYBR® Safe (Thermo Fisher Scientific). Apos a eletroforese, os géis
foram visualizados em luz UV e fotodocumentados.

Apos extracdo do DNA total das leveduras, foi realizada reacdo de PCR das
regides de microssatélites com o iniciador (GTG)5 (5-GTGGTGGTGGTGGTG-3’)
(SVEC et al., 2005).

A reacéo de PCR consistiu de 2,5 yL de tampé&o 10X, 1,5 yL de MgCI2 (25 mM),
1 uL de dNTP 10 mM (2,5 mM cada), 2,0 pL do iniciador (GTG)5 a 10 pmol.uL-1, 5,0
ML do DNA (150 ng.uL-1), 0,2 yL de Taqg DNA polimerase a 5 U.uL-1 e agua ultrapura
esterilizada g.s.p. um volume final de 25 L.

A amplificacdo foi realizada com desnaturagéo inicial a 94°C por 3 minutos,
seguida de 40 ciclos de 20 segundos com desnaturacdo a 93°C, 1 minuto de
anelamento do iniciador a 50°C e 20 segundos de extensdo a 72°C, com uma
extensao final por 6 minutos a 72°C.

Os produtos da PCR juntamente com o tampado de corrida 6X (1:1) foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% a 100 V por 1h em tampéo TAE 1X,
corados com SYBR® Safe (Thermo Fisher Scientific). Os perfis de banda foram
visualizados com auxilio de UV, fotografados utilizando um fotodocumentador

(MARCA) e agrupados utilizando o software BioNumerics (Applied Maths).

4.5.2 Producéo de biofilme

A capacidade de formar biofilme foi avaliada, utilizando-se a metodologia
descrita por Shin et al. (2002).

Inicialmente os isolados foram inoculados no meio de cultivo ASD (Agar
Sabouraud Dextrose) e incubados a 37°C por 48 horas. Em seguida, foi feito o ajuste
do in6culo de acordo com a escala 0,5 McFarland (1x10° a 5x108 células/ml).

A distribuicdo nas placas de 96 pocgos foi em duplicata com 20ul do indculo
ajustado e 180ul do meio RPMI-1640. O controle negativo para producao de biofilme
sera 200ul apenas de meio RPMI-1640. Posteriormente as placas foram incubadas

em estufa a 37°C por 48 horas.
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Para leitura, os pocos foram lavados duas vezes com soro fisiolégico estéril e
adicionado 200ul de metanol por 15 minutos para fixagdo. Em seguida, as placas
foram novamente lavadas duas vezes com soro fisioldgico estéril e adicionado 200l
de cristal violeta para coloracéo e 250ul de etanol para lavagem dos pocos.

A absorbancia foi medida em espectrofotometro com comprimento de onda de
550nm. Baseado na densidade Otica do crescimento das leveduras (D.O.i) e na
densidade 6tica do controle negativo (D.O.c) as leveduras foram classificados em: nao
produtor de biofilme (D.O.i < D.O.c); produtor fraco (D.O.c < D.O.i < 2x D.O.c); produtor
moderado (2 x D.O.c < D.O.i < 4x D.0O.c) e produtor forte (D.O.i > 4x D.O.c).

4.5.3 Producao de Exoenzimas

a) Fosfolipases

Para o teste de producéo da exoenzimas fosfolipase foi usado o método descrito

por Price, Wilkinson e Gentry (1982) com modificacbes. O meio consiste em:

Para 180 mL de meio agar Sabouraud dextrose acrescentar:
11,409 de cloreto de sodio;

0,119 de cloreto de calcio;

4% de glicose;

20 mL de gema de ovo (acrescentar no meio com temperatura toleravel).

O indculo foi ajustado de acordo com a escala McFarland 0,5 (1 a 5 x 10°
células/mL). Nas placas 3L dos indculos foram distribuidos, em duplicata e incubadas
a 37°C por 4 dias.

Para se obter o tamanho da zona de precipitacdo das exoenzimas fosfolipases

foi usada a equacéo 4.1.
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dc
dc+dt

Equacdo 4.1: Pz =

Onde:

Pz = Zona de precipitacéo
dc = didmetro da colénia

dt = didmetro da area transltcida

Os coeficientes encontrados foram classificados em cinco grupos:

Pz = 1 resultado negativo

Pz entre 0,9 e 0,99 produtor fraco;

Pz entre 0,80 e 0,89 produtor moderado;
Pz entre 0,70 e 0,79 produtor forte;

Pz < 0,70 produtor muito forte.

b) Proteases

Para o teste de producédo da exoenzimas protease foi usado o método descrito

por Aoki et al. (1990) com modificacdes. O meio consiste em:

140 mL de meio agar Sabouraud dextrose

60 mL de solu¢cdo composta por:

0,04g de MgS0O*7 H20;

0,5 g de KoHPOg;

1g de NaCl;

0,2g de extrato de levedura,

4qg de glicose;

0,5g de BSA

pH da solucdo ajustado para 4,0, esterilizado por filtracdo e adicionado em

temperatura toleravel.
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O inéculo foi ajustado de acordo com a escala McFarland 0,5 (1 a 5 x 10°
células/mL). Nas placas 3pL dos in6culos foram distribuidos, em duplicata e incubadas
a 37°C por 7 dias.

Para se obter o tamanho da zona de precipitacdo das exoenzimas proteases foi
usada a equacéao 4.2.

dc
dc+dt

Equacdo 4.2: Pz =

Onde:

Pz = Zona de precipitacédo
dc = didmetro da colbénia

dt = diametro da area translucida

Os coeficientes encontrados foram classificados em cinco grupos:

Pz = 1 resultado negativo

Pz entre 0,9 e 0,99 produtor fraco;

Pz entre 0,80 e 0,89 produtor moderado;
Pz entre 0,70 e 0,79 produtor forte;

Pz < 0,70 produtor muito forte.

4.5.4 Perfil de Susceptibilidade aos Antifungicos

A susceptibilidade a antifUngicos para os isolados foi realizada de acordo com o
método de microdiluicdo, descrito no documento M27 - A3 (CLSI, 2008)
regulamentado e publicado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Os antifungicos usados foram anfotericina-B, fluconazol e itraconazol.
Inicialmente foram preparadas solu¢des padrdo em que o fluconazol foi diluido na
concentracdo 1280ug/ml em agua destilada e itraconazol e anfotericina B diluidos na
concentracdo de 1600ug/ml em DMSO (dimetilsulfoxido). As concentragfes finais
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testadas foram de 0,125 a 128ug/ml para fluconazol e de 0,0313 a 16ug/ml para os
demais antifangicos (100uL).

Para o preparo dos in6culos, inicialmente, os isolados foram crescidos em meio
ASD a 37°C por 24h, em seguida cerca de 5 coldnias foram suspensas em 5mL de
solugdo salina 0,85% e a transmitancia ajustada de acordo com a escala 0,5
McFarland (1x108 a 5x108 células/ml), usando comprimento de onda de 530nm. Essas
suspencdes padrdes foram diluidas 1:20 e 1:50 vezes em meio RPMI-1640 (Roswell
Park Memorial Institute — 1640 / 10,4g do meio, 34,53g tampao MOPS em 900mL de
agua destilada, pH 7,0, 4gua destilada g.s.p. 1000mL, esterilizar por filtracdo),
obtendo-se as suspensdes de trabalho (1x102 a 5x102 células/ml), que foram diluidas
1:1 quando adicionadas nos pocos com a droga(100uL), chegando na concentragéao
final desejada de 0,5x10° a 2,5x102 células/ml.

Para o controle de crescimento, foi inoculado 100uL de meio RPMI-1640 estéril,
sem droga, com 100uL de inoculo. Para o controle de esterilidade foi inoculado 200uL
de meio RPMI-1640 estéril.

As placas de microdiluicdo foram incubadas em estufa a 37°C por 48h. Para a
leitura, a concentracao inibitéria minima (CIM) foi considerada naqueles pogcos com
crescimento de 80% comparados com o0 poco controle do crescimento (microrganismo
inoculado em meio RPMI-1640 isento de droga).

Os valores de ponto de corte (breakpoints), ou seja, a concentracdo de
antifangico que define a resisténcia da cepa, adotados para os diferentes antifingicos
estdo descritos na tabela 1, sendo que para fluconazol e itraconazol foram utilizados
0s documentos M27-S3 (CLSI, 2008) e (CLSI, 2012) e para anfotericina B os estudos
de Pfaller e Diekema (2012). As espécies de C. krusei hdo possuem ponto de corte
para fluconazol pois sdo consideradas resistentes intrinsicamente (M27-S4, CLSI,
2012).
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Tabela 1: Valores de ponto de corte (breakpoints) estabelecidos para caracterizar as espécies de
Candida como resistentes ou susceptiveis a antifingicos.

Antifunficos Espécie Suscetivel  Resistente Referéncia
Fluconazol (ug/ml)

C. albicans <2 =B CLSI, 2012

C. glabrata - > 64 CLSIL 2012

C. topicalis <2 >8 CLSI, 2012
Itraconazol (pg/mlL)

Candida sp =0,12 =1 (CLSI, 2008)
Anfotericina B (ug/mL)

Candida sp - > 1 Pfaller; Diekema,

(2012)

4.5.5 Viruléncia in vivo

Os ensaios de infecgdo foram realizados conforme descrito por Huang et al.
(2014) com modificagcbes. Foram utilizadas placas de 24 pocos preparadas com agar
NGM (Nematode Growth Media — 21g agar, 3g NaCl, 2,59 peptona, autoclavar,
acrescentar 1ml CaCl 1M, 1mL MgSO4 1M, 25mL KPO4 pH6, 1mL colesterol 5mg/mL
em etanol), sendo o controle negativo vermes sob alimentacdo normal com E. coli
OP50.

A partir das leveduras crescidas em ASD a 24h, foram colocados 10 uL de cada
amostra no centro de cada poco. ApOGs secagem, foram adicionados 5 uL de
estreptomicina 50ug/ml, 5 pL de cloranfenicol 34mg/ml e 5 uL de FUdR 50 ug/ml (5-
fluoro-2’- deoxiuridina - SIGMA). Esse ultimo impede C. elegans de se reproduzir.

Para os ensaios de infec¢do, os nematdédeos foram sincronizados de acordo com
a metodologia dos autores Porta-de-la-Riva et al. (2012), ou seja, todos na mesma
fase de desenvolvimento. Adultos jovens (estagio L4), foram distribuidos em 15 mL
de tampao M9 (3g KH2PO4; 6g Na2POs; n5g NaCl; apds autoclavado adicionar 1 mL
MgSO4 1M) em tubo de polipropileno estéril. Os vermes foram lavados trés vezes com
10mL de tampdo M9 com centrifugacdo de 2000 RPM durante 1 minuto. O
sobrenadante foi descartado e os vermes contabilizados em lamina escavada com
auxilio de microscépio Optico, para se obter uma suspensdo de 10uL com
aproximadamente 12 vermes. Os 10uL (n=12) foram adicionados sobre a camada de
leveduras. A placa foi incubada a temperatura de 25°C e os vermes contabilizados em
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vivos ou mortos (sem resposta aos estimulos mecanicos) com auxilio de
estereomicroscopio.

A curva de sobrevivéncia foi construida pela contabilizacao de individuos mortos
a cada 48 horas até a morte de todos os nematodeos. Dessa forma, foi possivel
calcular o tempo necessério para a morte de 50% da populagéo (LT50).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

As quantificag6es microbianas foram feitas em duplicata, calculadas as médias
e convertidas em logio (log UFC/mI). As analises fisico-quimicas também foram feitas
em duplicatas e calculadas suas médias.

O teste t de Student e o teste Tukey foram utilizados para comparar, entre as
estacdes do ano e entre os pontos amostrais, a densidade de Candida spp. e os dados
fisico - quimicos. O nivel estabelecido para significancia dos testes foi p<0,05.

As analises de correlacdo entre osforam feitas utilizando-se o software
GraphPrism e o0 Teste de Spearman para comparar as caracteristicas de viruléncia
entre as cepas de leveduras, com o nivel de significancia dos testes estabelecido em
p<0,05.

As curvas de sobrevivéncia foram construidas com o auxilio do programa
GraphPrism e analisadas pelo método de Kaplan — Meyer. As analises estatisticas
foram realizadas utilizando o teste de Log Rank. O resultado foi considerado

significativo quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 AVALIACAO DA POPULACAO DE Candida spp. NO PROCESSO DE
BIODIGESTAO ANAEROBIA

Observando o crescimento de Candida spp., a partir do plaqueamento em meio
seletivo CHROmagar, no carregamento inicial do biodigestor é possivel concluir que
ele foi maior no inverno (p<0,05), atingindo 4,6 log UFC/mI, que no verdo, o qual foi
de 3,19 log UFC/ml (GRAFICO 1). Esses valores estdo abaixo do encontrado por Alfa
et al. (2014) em que a densidade geral da populacao fungica do dejeto bovino de
abastecimento do biodigestor foi de 5,51 log UFC/ml.

Afluente

Verao Afluente
3.191og Inverno
UFC/ml

4.6 log
UFC/ml

Gréfico 1: Densidade populacional de Candida spp. no abastecimento inicial do biodigestor em ambas
as estacdes do ano.

A diferenca na presenca de Candida spp. nos afluentes do biodigestor, pode ser
explicada pelo nimero de animais em confinamento (média de 105 vacas no inverno
e 75 vacas no verao) e o tipo de alimentacdo desses animais, ja que variando esses
parametros geram-se residuos desuniformes (MENDONCA; OMETTO; OTENIO,
2017) e, além de tudo, essa levedura vive em comensalismo no trato gastrointestinal
do animal e esta diretamente relacionada a alimentacdo (COOPER, 2011,
EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003).

Comprovando isso, observa-se uma diferenca, em nimero absoluto (p>0,05),

entre inverno e verao nos valores de DBO e COT nos afluentes (TABELA 2). No veréo,
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onde Candida spp. mostrou-se em menor densidade, a quantidade de DBO e COT foi
de 1587,5 mg/L e 327 mg/L, respectivamente, ja no inverno de 1775 mg/L e 951,45
mg/L, ou seja, 0 numero de animais no confinamento era menor e o sistema de
producdo gerou menos residuo, juntamente, a alimentacao diferenciada, ocasionou a
geracao de residuos com menos DBO, COT e taxa de carbono facilmente assimilavel
por microrganismos, justificando o menor crescimento de Candida spp. (BISUTTI,
HILKE; RAESSLER, 2004).

Tabela 2: Analises fisico-quimicas do afluente, efluente e biofertilizante no periodo de veréo e
inverno.

Estacdo do ano Local de coleta pH DBO (mg/L) COT (mg/L)
Afluente 7,1 1775,0 951,5
INVERNO Efluente 74 861,0 680,8
Biofertilizante 7,4 499,0 410,6
Afluente 7,3 1587,5 327,0
VERAO Efluente 7,2 367,4 129,3
Biofertilizante 7,4 239,9 49,8

Legenda: DBO: Demanda Bioquimica de Oxigénio; COT: Carbono Orgéanico Total.

O pH do afluente (TABELA 1), ou seja, a concentracdo de acidos na agua de
lavagem do curral, tanto no inverno quanto no verao, ficou perto da neutralidade (7,1
e 7,3, respectivamente), valores esses, proximos aos encontrados no trabalho de
Amon et al. (2007) e Mendonca, Ometto e Otenio (2017) que foi de 7,4 e 6,7,
respectivamente, ambos trabalhos utilizando dejetos da pecuéria. Este fato indica que
a maior parte dos acidos organicos estdo na sua forma ionizada, ndo toxica,
estabelecendo uma condicdo favoravel a digestdo anaerdébia (pH entre 6,7 e 8)
(MENDONCA; OMETTO; OTENIO, 2017). Elevada concentracdo de acidos durante a
fermentacdo inibi o crescimento de bactérias, principalmente as metanogénicas, que
mesmo sendo responsaveis pela degradacao deles, sdo sensiveis a pH menores que
6,5 (KOTHARI et al., 2014; LEE et al., 2009). Leveduras do género Candida suportam
pH acido até 2 e alcalino até 10, ou seja, o pH do afluente é propicio ao crescimento
desse género (BENGELSDOREF et al., 2013).

A densidade de Candida spp. no efluente do biodigestor, durante os 30 dias de

fermentacdo, é mostrada no GRAFICO 2. No inverno, apds 7 dias de biodigestio, a
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guantificacdo de Candida spp. foi de 2,98 log UFC/mI, mostrando uma reducéo inicial
de 1,62 ciclos log. Nas coletas de 14 e 21 dias manteve-se a taxa populacional em
torno de 2,98 log UFC/ml. Ja na ultima coleta (30 dias) o crescimento foi de 2,76 log
UFC/ml, totalizando uma reducéo de 1,84 ciclos log. No verdo, a taxa de morte na
primeira coleta (7 dias de fermentacéo) foi de 0,24 ciclos log. A partir dos 14 dias a
densidade populacional decaiu constantemente e chegou a 2,51 log UFC/ml aos 30
dias do processo, totalizando uma reducgéo de 0,68 ciclos log. A reducgéo populacional
de Candida, no periodo do inverno, foi parecida com a observada por Alfa et al. (2014)
para a populacao fungica em geral, que foi de 1,68 log UFC/ml.

4.6
mmmm A fluente Inverno Afluente verdo
--@--Efluente Inverno Efluente Verdo
3.19 508 2,99 2.98
2.76
g \ """"" 'iL """""" l I
2.93 ! -
O 2,95 ;
B 2.76 N
"
o 2,51
Q
—
0 dias 7 dias 14 dias 21 dias 30 dias

Gréafico 2: Densidade de Candida spp. no afluente do biodigestor e no decorrer do processo de
biodigestdo anaerdbia, em ambas as esta¢fes do ano.

Mesmo com a maior presenca de Candida spp. no afluente do inverno, os
efluentes ndo se mostraram distintos (p>0,05), ou seja, no inverno obteve-se maior
taxa de morte desse possivel patdgeno, principalmente na primeira semana de
fermentacdo. Este fato pode ser atribuido a temperatura, a qual no inverno foi em
média 20,4°C e no verdo 28,8°C, de acordo com dados do Instituto Nacional de

Meteorologia (INMET, 2018). A temperatura afeta diretamente a sobrevivéncia de
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microrganismos e a qualidade do efluente, ja que em temperaturas psicrofilas diversos
microrganismos envolvidos na fermentacdo s&o inibidos e cessdo o processo
(KUMAR et al., 2013; AMON et al., 2010; BRANDA et al., 2016).

Dessa forma, a baixa temperatura atua muito bem na remoc¢édo de possiveis
patégenos, porém reduz a qualidade do efluente, quando considerado a estabilizacao
da matéria organica, como é observado na TABELA 1, em que houve maior reducéo,
em nuamero absoluto (p>0,05), de DBO e COT no verdo (76,9% e 60,5%
respectivamente) do que no inverno (51,5% e 28,4%, respectivamente), ou seja, a
maior reducdo de Candida spp. na primeira semana de fermentacdo no periodo do
inverno, pode ter resultado em um desequilibrio microbiano e afetado a metabolizacéo
da matéria organica.

O pH do efluente do biodigestor (TABELA 1), tanto no inverno quanto no verao
ficou proximo a neutralidade (7,4 e 7,2, respectivamente), indicando que os acidos
formados pela fermentacédo da matéria organica complexa ndo se acumularam e nem
foram removidos em excesso (KOTHARI et al., 2014). Os valores encontrados estéao
de acordo com o observado no trabalho de Alfa et al. (2014), que foi de 7,0. Os autores
Liu et al. (2008) descreveram um modelo matematico para relacionar a melhor faixa
de pH com o melhor rendimento no processo de biodigestéo e eles encontraram que
o pH ideal € em média 7,2. Relacionando o pH do efluente com a presenca de
Candida, temos que ele é ideal para o dimorfismo, encontrado principalmente na
espécie C. albicans, que aumenta sua chance de sobrevivéncia e infecgdo no homem
ou animal (KIM; SUDBERY, 2011).

Neste estudo, o biofertilizante é dito o efluente que saiu do biodigestor e entrou
na lagoa, para seu depadsito e posterior uso. Esta lagoa funciona como um depadsito,
pois é a partir dela a reciclagem de agua para a lavagem dos pisos free stall e também
€ de onde é retirado o biofertilizante para fertirrigacdo. A lagoa € aberta e sofre
diversas influéncias, como chuva, incidéncia de radiacdo solar, contaminacédo por
excrementos de aves e crescimento de algas. Contudo, observando os dados da
lagoa na TABELA 1, é possivel notar um pH neutro nos dois periodos do ano e
também uma reducéo adicional (p>0,05) de DBO e COT no verao (34,7% e 61,5%,

respectivamente) e no inverno (42% e 39,7%, respectivamente). Essa reducéo
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adicional observada pode ser atribuida ao metabolismo microbiano ainda presente e
também a sedimentac&do da matéria organica, que tende a formar um lodo e uma zona
anaerdébia no fundo da lagoa (MATOS, 2014; VON SPERLING, MARCOS, 2018).

A eficiéncia total do sistema na estabilizacdo da matéria organica foi de 84,9%
(DBO) e 84,8% (COT) no verao e 71,9% (DBO) e 56,8% (COT) no inverno.

A densidade de Candida spp. no biofertilizante pode ser analisada no GRAFICO
3. Aremocao de Candida spp. no biofertilizante, no periodo do veréo, ficou em torno
de 0,48 ciclos log (efluente + biofertilizante = remocéao total média de 1,68 ciclos log).
No inverno, essa remo¢do média foi de 0,44 ciclos log (efluente + biofertilizante =

remocdao total média de 2,28 ciclos log).
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Gréafico 3: Densidade de Candida spp. no biofertilizante e efluente, no verdo e inverno, durante o
periodo de fermentacao.

Observando o GRAFICO 3, é possivel notar que no verdo houve menor
crescimento de Candida spp. em todas as coletas, mesmo ndo sendo significativa a
diferenca entre as estacfes do ano (p>0,05). Assim como ndo houve diferenca
estatistica na quantificacdo entre o biofertilizante e o efluente, nas duas estacdes
(p>0,05). O distinto comportamento populacional de Candida spp. no biofertilizante,

pode ser explicado pela radiacéo solar incidente durante o periodo do verdo, que é

60



mais intensa e atua desestruturando e inativando microrganismos (VIVAN et al.,
2010).

Uma viséo geral da densidade populacional de Candida spp. pode ser vista no
GRAFICO 4. Em ambas as estagdes do ano, houve diferenca (p<0,05) entre o afluente
e efluente, contudo os efluentes ndo se diferiram dos biofertilizantes (p>0,05). Foi
observado diferenca entre as estagcdes apenas nos afluentes (p<0,05). A reducao no
efluente, nas duas estacodes, foi diferente (p<0,05), contudo no biofertilizante nao teve
diferenca (p>0,05). A reduc&o no inverno foi maior que no verao (p<0,05).
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Gréfico 4: Visao geral da densidade populacional de Candida spp no afluente, efluente e biofertilizante,

durante o processo de biodigestdo anaerébia em ambos periodos do ano.

O decaimento de UFC de Candida spp. no biodigestor, foi estimada em 6.270
cand/100ml/dia no inverno e 1.664 cand/100ml/dia no verdo, garantindo uma
eficiéncia de 95,44% e 79,22%, respectivamente. Considerando a lagoa, a taxa
estimada foi de 657 cand/100ml/dia no inverno e 768 cand/100ml/dia no veréo,
configurando eficiéncia de 39,42% e 69,33%, respectivamente. A eficiéncia total do
sistema no verao e inverno quanto a estabilizacdo de leveduras Candida foi 98,44% e

99,42%, respectivamente.
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5.2 ISOLADOS DE Candida spp. DA BIODIGESTAO ANAEROBIA

Durante o experimento foram isoladas 376 cepas de Candida spp., sendo 177
no verdo e 199 no inverno. A maior quantidade de isolados no inverno ja era prevista,
visto que, o afluente dessa estagdo obteve maior densidade de Candida spp. e 0
padréo de isolamento estabelecido foi cerca de 30% de células viadveis. Além disso,
esse resultado também foi observado em estudos anteriores de isolamento sazonal
de espécies de Candida (AHMED et al., 2019).

A identificacdo presuntiva desses isolados, a nivel de espécie foi possivel devido
a compostos cromogénios presentes no meio, 0s quais quando fermentados originam
colonias com diferentes coloragdes, sendo C. albicans de coloragéo verde, C. krusei
rosa com ou sem borda branca, C. tropicalis azul com ou sem borda violeta e C.
glabrata malva. Colbnias que ndo se encaixavam na colorimetria citada foram
classificadas como “outra” (TABELAS 3 e 4) (FIGURA 7).
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Tabela 3: Isolados de Candida a partir do afluente, efluente e biofertilizante, no periodo do verao.

VERAO
Isolados do afluente Isolados do efluente | Isolados biofert.
25 C.albicans 43 C.krusei 50 C.albicans 59 C. albicans
27 C.albicans 67 C.krusei 53 C. albicans 99 C. albicans
28 C.albicans 117 C.Krusei 55 C. albicans 101 C. albicans
33 C.albicans 125 C. Krusei 80 C. albicans 103 C. albicans
34 C.albicans 128 C. Krusei 82 C. albicans 105 C. albicans
39 C.albicans 132 C.Krusei 83 C. albicans 106 C. albicans
44 C.albicans 141 C.Krusei 92 C.albicans 168 C. albicans
47 C.albicans 174 C.krusei 148 C. albicans 169 C. albicans
62 C.albicans 182 C. Krusei 152 C. albicans 191 C. albicans
64 C.albicans 187 C.krusei 155 C. albicans 108 C. glabrata
66 C.albicans 1 C.tropicalis | 157 C. albicans 110 C. glabrata
78 C.albicans 3 C.tropicalis 14 C.glabrata 114 C. glabrata
116 C. albicans 5 C.tropicalis 52 C.glabrata 166 C.glabrata
118 C. albicans 6 C.tropicalis 54 C.glabrata 193 C. glabrata
124 C. albicans 7 C.tropicalis | 48 C.krusei 100 C. krusei
126 C. albicans 9 C.tropicalis 49 C.krusei 102 C. krusei
133 C.albicans 12 C.tropicalis 56 C.krusei 104 C. krusei
137 C.albicans 31 C.tropicalis 57 C.krusei 113 C. krusei
146 C.albicans 38 C.tropicalis 85 C.Kkrusei 115 C. krusei
173 C.albicans 40 C. tropicalis 91 C.krusei 171 C.Krusei
177 C.albicans 46 C.tropicalis 94 C.krusei 189 C. krusei
179 C.albicans 61 C.tropicalis | 149 C. Krusei 190 C.krusei
180 C.albicans 63 C.tropicalis | 156 C. Krusei 192 C. krusei
181 C.albicans 65 C.tropicalis | 160 C. Krusei 194 C.krusei
185 C.albicans 68 C.tropicalis 15 C. tropicalis 21 C.tropicalis
186 C.albicans 69 C.tropicalis 16 C.tropicalis 22 C.tropicalis
2 C.glabrata 70 C.tropicalis 17 C.tropicalis 23 C.tropicalis
4 C.glabrata 71 C.tropicalis 19 C.tropicalis 24 C.tropicalis

8 C.glabrata 72 C.tropicalis 20 C.tropicalis 107 C.tropicalis
10 C.glabrata 74 C.tropicalis 58 C.tropicalis 109 C. tropicalis
26 C.glabrata 75 C.tropicalis 81 C.tropicalis 112 C.tropicalis
77 C.glabrata 79 C.tropicalis | 88 C.tropicalis 167 C.tropicalis

121 C.glabrata 119 C.tropicalis | 89 C.tropicalis 170 C.tropicalis
122 C.glabrata 120 C.tropicalis 90 C.tropicalis 188 C.tropicalis
131 C.glabrata 123 C.tropicalis 93 C.tropicalis 111 Outro
143 C.glabrata 127 C.tropicalis 97 C.tropicalis 164 Outro
145 C.glabrata 129 C.tropicalis | 153 C.tropicalis 165 Outro
175 C.glabrata 130 C.tropicalis | 154 C.tropicalis
183 C.glabrata 134 C.tropicalis | 158 C.tropicalis
184 C.glabrata 135 C.tropicalis | 162 C.tropicalis
29 C.krusei 136 C.tropicalis | 163 C.tropicalis
30 C.krusei 138 C.tropicalis 95 Outro
32 C.krusei 142 C.tropicalis 98 Outro
35 C. krusei 144 C.tropicalis | 151 Outro
36 C.krusei 147 C.tropicalis | 159 Outro
37 C.krusei 172 C.tropicalis
41 C.krusei 178 C.tropicalis
76 Outro
n=95 n=45 n=37




Tabela 4: Isolados de Candida a partir do afluente, efluente e biofertilizante, no periodo do inverno.

INVERNO
Isolados do afluente Isolados do efluente Isolados biofert.
197 C.albicans 290 C.glabrata 216 C.krusei 224 C. albicans 234 C.albicans
200 C.albicans 294 C.glabrata 244 C.krusei 229 C. albicans 240 C.albicans
210 C.albicans 299 C.glabrata 248 C. krusei 275 C.albicans 282 C.albicans
211 C.albicans 303 C.glabrata 249 C.krusei 311 C. albicans 354 C. albicans
217 C.albicans 306 C.glabrata 252 C.krusei 346 C.albicans 355 C. albicans
219 C. albicans 307 C.glabrata 253 C. krusei 347 C. albicans 359 C. albicans
245 C. albicans 330 C.glabrata 255 C. krusei 348 C.albicans 361 C.albicans
247 C.albicans 331 C.glabrata 256 C.krusei 352 C.albicans 393 C.albicans
254 C. albicans 332 C.glabrata 259 C.krusei 382 C.albicans 394 C. albicans
260 C.albicans 335 C.glabrata 264 C.krusei 383 C.albicans 398 C.albicans
288 C.albicans 336 C.glabrata 265 C. krusei 386 C.albicans 399 C. albicans
289 C. albicans 337 C.glabrata 266 C.krusei 225 C.glabrata 400 C. albicans
291 C.albicans 338 C.glabrata 284 C. krusei 226 C.glabrata 237 C.glabrata
293 C.albicans 340 C.glabrata 285 C. krusei 272 C.glabrata 238 C.glabrata
295 C. albicans 342 C.glabrata 287 C.krusei 273 C.glabrata 239 C.glabrata
297 C.albicans 343 C.glabrata 296 C.krusei 274 C.glabrata 278 C.glabrata
300 C.albicans 366 C.glabrata 298 C. krusei 228 C.glabrata 279 C.glabrata
305 C. albicans 367 C.glabrata 301 C.krusei 270 C.glabrata 318 C.glabrata
329 C.albicans 368 C.glabrata 302 C. krusei 308 C.glabrata 320 C.glabrata
333 C. albicans 372 C.glabrata 334 C.krusei 351 C.glabrata 326 C.glabrata
341 C.albicans 373 C.glabrata 370 C.krusei 353 C.glabrata 327 C.glabrata
344 C.albicans 374 C.glabrata 196 C.tropicalis 384 C.glabrata 328 C.glabrata
345 C. albicans 375 C.glabrata 207 C.tropicalis 385 C.glabrata 391 C.glabrata
363 C.albicans 377 C.glabrata 212 C.tropicalis 387 C.glabrata 395 C.glabrata
364 C.albicans 379 C.glabrata 221 C.tropicalis 388 C.glabrata 243 C.glabrata
365 C.albicans 380 C.glabrata 250 C.tropicalis 389 C.glabrata 325 C.glabrata
369 C. albicans 195 C. krusei 261 C.tropicalis 390 C.glabrata 356 C.glabrata
378 C.albicans 198 C.krusei 263 C.tropicalis 222 C.krusei 358 C.glabrata
381 C. albicans 201 C.krusei 286 C.tropicalis 223 C.krusei 362 C.glabrata
220 C.glabrata 203 C. krusei 304 C.tropicalis 227 C.krusei 235 C.krusei
199 C.glabrata 205 C. krusei 376 C.tropicalis 231 C.krusei 236 C.krusei
202 C.glabrata 206 C.krusei 251 Qutro 232 C.krusei 241 C.krusei
204 C.glabrata 208 C. krusei 339 Qutro 267 C.krusei 242 C.krusei
215 C.glabrata 209 C.krusei 268 C.krusei 281 C.krusei
218 C.glabrata 213 C. krusei 269 C.krusei 283 C.krusei
246 C.glabrata 214 C.krusei 271 C.krusei 321 C.krusei
257 C.glabrata 309 C.krusei 324 C.krusei
258 C.glabrata 316 C.krusei 357 C.krusei
262 C.glabrata 317 C.krusei 360 C. krusei
310 C.tropicalis 397 C.krusei
312 C.tropicalis 277 C.tropicalis
313 C. tropicalis 280 C.tropicalis
314 C.tropicalis 322 C.tropicalis
349 QOutro 392 C.tropicalis
350 Outro 276 Outro
396 Outro
n =108 n=45 n =46
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Figura 7:Apresentacdo das diferentes espécies de Candida no meio seletivo e diferencial
CHROmagar.

No inverno as espécies de Candida identificadas foram C. glabrata (35%), C.
krusei (27%), C. albicans (26%) e C. tropicalis (9%). No verdo, as espécies
encontradas foram C. tropicalis (36%), C. albicans (25%), C. krusei (21%) e C. glabrata
(12%). Com esses dados, disponiveis também na TABELA 4, é possivel notar que C.
glabrata foi a mais encontrada no inverno e no verao a menos detectada. Do mesmo
modo C. tropicalis, que foi a mais prevalente entre os isolados do verdo, no inverno
foi a menos encontrada. Contudo C. albicans e C. krusei foram observadas na mesma

densidade em ambas as estacdes.
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Tabela 5: Porcentagem das espécies de Candida encontradas no inverno e verao, nos trés pontos
amostrais.

INVERNO
Espécies Total Afluente Efluente Biofertilizante
C. tropicalis 18 9% 10 9% 4 9% 4 9%
C. albicans 52 26% | 29 21% | 11 24% | 12 26%
C. Krusei 54 2% | 31 29% | 12 21% | 11 24%
C.glabrata 69 3% | 36 33B% | 16 36%| 17 37%
Outras 6 3% 2 2% 2 4% 2 4%
TOTAL 199  100%| 108 100% | 45 100% | 46 100%
VERAO
Espécies Totais Afluente Efluente Biofertilizante
C. tropicalis 64  36% 37 39% 17 38% 10 27%
C. albicans 45 2% | 26 2% | 10 22% 9 24%
C. Krusei 38 2% | 17 18% | 11  24% | 10 27%
C.glabrata 22 12% 14 15% 3 % 5 14%
Outras 8 5% 1 1% 4 9% 3 8%
TOTAL 177 100%| 95 54% | 45 25% | 37 21%

Diversos trabalhos indicam que espécies de C. tropicalis isoladas do solo séo
termotolerantes e suportam temperaturas superiores a 40°C. Esse fato pode explicar
a sua predominancia no sistema de biodigestao anaerobia no periodo do verao.

Os autores Pongsanat e Miyuki (2018) isolaram do solo de uma plantacao de
cana-de-acucar, no Taiwan, cerca de 16 C. tropicalis que sobreviveram e
apresentaram atividade metabodlica a temperaturas de até 42°C. No trabalho de
Kuntiya, Takenaka e Seesuriyachan (2013) foi descrito uma cepa de C. tropicalis
termotolerante (42°C) e degradadora de fenol isolada de solo contaminado com
produtos quimicos, na Tailandia. Os autor Buddiwong et al. (2014) também da
Tailandia isolaram cerca de 14 cepas de C. tropicalis do solo de plantacdo de cana-
de-acucar, essas cepas foram testadas quanto a sua termotolerancia e sobreviveram
a 45°C,

Considerando a distribuicdo mundial de C. tropicalis, € visto que ela é
predominante em regides tropicais e € a espécie ndo-albicans mais frequentemente
isolada de solo (PONGSANAT; MIYUKI, 2018; YANG et al., 2012). Os autores Yang

et al. (2012) avaliando a susceptibilidade de isolados de C. tropicalis de solo agricola
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no Taiwan ao antifungico fluconazol, constatou CIM maior que 64mg/L, sugerindo que
o solo é fonte de C. tropicalis resistente.

Com relagédo a predominancia de C. glabrata no periodo de inverno, trabalhos
como dos autores Azie et al. (2012), Lortholary et al. (2014), Milazzo et al. (2014) e
Pfaller et al. (2013) mostram maior prevaléncia dessa espécie em regifes de
temperatura fria.

O fato dessas espécies de Candida terem sido encontradas tanto no afluente
guanto no biofertilizante € preocupante, visto que o biofertilizante produzido na
fazenda experimental da EMBRAPA Gado de Leite, além de ser usado para a
irrigacdo, também é reaproveitado para a lavagem dos currais, ou seja, € criado um
ciclo em que as leveduras sempre estardo em contato com o animal e/ou homem
(FIGURA 14). Esse fato também ocorre em muitas producdes agricolas e sem o
correto controle do impacto que pode causar (OTENIO, 2015).

IRRIGAGAO | =———— | SOLO

{efluente contaminado)
BIOFERTILIZANTE ]

\ \ [ LAVAGEM DO CURRAL ]

[ BIODIGESTOR ]

{afluente contaminado)

Figura 8: Fluxo de contaminacéo das leveduras do género Candida entre biodigestor/animal/homem.

A presenca dessas espécies no ambiente de confinamento e pastejo é de suma
importancia para a pecuaria mundial, visto que a mastite de origem fingica é causada
principalmente por espécies do género Candida, (SARTORI; SANTOS; MARIN, 2014;
TURKYILMAZ; KAYNARCA, 2010). Embora a mastite fangica ndo tenha tanta
evidéncia quanto a bacteriana, foi relatado um aumento de 16% nos casos dessa
doenca nos ultimos anos, sendo a infeccao pelo género Candida a 3% maior causa de
mastites no Brasil (ACOSTA et al., 2016; BRITO et al., 2009). A causa da mastite
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fungica, em geral, é devido ao prolongado tratamento com antifingicos, abaixando a
imunidade dos animais e também pela higiene do confinamento, do local de ordenha
e dos trabalhadores rurais (SEKER, 2010).

Em minas Gerais, os autores (COSTA, et al., 2008; COSTA, et al., 2012) relatam
gue as espécies C. albicans, C. glabrata e C. tropicalis, dentre outras, sdo encontradas
em leites provenientes de vacas com mastite. Um estudo na Turquia isolou cerca de
207 espécies de Candida a partir de vacas com mastite e as espécies encontradas
foram C. krusei, C albicans, C. tropicalis e C.glabrata, dentre outras (SEKER, 2010).
Ainda na Turquia, os autores Turkyilmaz e Kaynarca (2010) isolaram
predominantemente C. krusei de leite proveniente de vacas doentes. Os autores
Santos e Marin (2005) estudaram diversos rebanhos brasileiros e dentre as espécies
de Candida isoladas de leite ordenhado de vacas com mastite estdo C. krusei e C.
albicans. Também em um estudo randomizado pelos rebanhos brasileiros, os autores
(SARTORI; SANTOS; MARIN, 2014) isolaram as espécies C. krusei, C. tropicalis, C
albicans e C. glabrata a partir de leite proveniente de vacas infectadas.

A mastite em geral afeta diretamente a economia do pais, pois ha a reducéao da
produtividade do rebanho e também o aumento dos gastos com o tratamento dos
animais (ACOSTA et al., 2016; SARTORI; SANTOS; MARIN, 2014; SEKER, 2010;
SPANAMBERG et al., 2009). Além disso o consumo do leite cru contaminado é
perigoso para os imunossuprimidos (SARTORI; SANTOS; MARIN, 2014) e o excesso
de antifingico administrado para as vacas aumenta o risco de sua sucessao no leite,
tornando-se um problema também ao homem (ACOSTA et al., 2016).

A origem dessas espécies no processo de biodigestdo e o qudo elas podem
afetar o animal e/ou homem, devem ser melhores estudados, contudo, a principio
podemos inferir que esse género possui leveduras amplamente distribuidas e com
mecanismos de sobrevivéncia eficazes (tolerancia a variacfes de temperatura e pH,
producdo de enzimas extracelulares, formacdo de biofilme e pseudohifas), o que
possibilitaria sua sucessdo no biofertilizante, animal, solo e homem. Dessa forma
pesquisas que envolvam o género Candida no ambiente pecuério precisam ser
ampliadas, principalmente para o melhor conhecimento e controle de contaminacdes

dos animais e do homem por essas leveduras.
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5.3 REATIVACAO DOS ISOLADOS

A reativacéo das 376 cepas de Candida spp. foi realizada em meio BHI liquido
por até 72h a 36°C, dessas, 216 se mostraram viaveis e puras (TABELA 6).

Dentre as cepas viaveis a sobrevivéncia por espécie, obtidas apds crescimento
em meio especifico e diferencial, foi estimada em 41% para C. krusei, 57% para C.
albicans, 73% para C. tropicalis, 79% para C. glabrata e 100% para “outras”. A perda
de viabilidade das cepas pode ser decorrente do processo de congelamento a -80°C.

Tabela 6: Isolados viaveis obtidos apds congelamento e transporte.

Isolados vidweis obtidos do processo da biodigestao anaerdbica

C. albicans 275 C.albicans 238 C.glabrata 49  C.krusei 7 C.tropicalis 138 C.tropicalis
27 C.albicans 282 C.albicans 239 C.glabrata 57 C.krusei 9 C.tropicalis 142 C.tropicalis
28 C.albicans 288 C.albicans 243 C.glabrata 67 C.Kkrusei 12 C.tropicalis 144 C.tropicalis
33 C.albicans 289 C.albicans 246 C.glabrata 85 C.krusei 15 C.tropicalis 154 C.tropicalis
34 C.albicans 291 C.albicans 258 C.glabrata 91 C.krusei 16 C.tropicalis 163 C.tropicalis
39 C.albicans 293 C.albicans 262 C.glabrata| 100 C.krusei 17 C.tropicalis 167 C.tropicalis
44 C.albicans 344 C.albicans 270 C.glabrata| 102 C.krusei 19 C.tropicalis 170 C.tropicalis
47 C.albicans 346 C.albicans 273 C.glabrata| 113 C.krusei 20 C.tropicalis 172 C.tropicalis
53 C.albicans 347 C.albicans 274 C.glabrata| 115 C.krusei 21 C.tropicalis 178 C.tropicalis
55 C.albicans 365 C.albicans 278 C.glabrata| 125 C.krusei 22 C.tropicalis 188 C.tropicalis
59 C.albicans 369 C.albicans 299 C.glabrata| 128 C.krusei 23 C.tropicalis 196 C.tropicalis
62 C.albicans 378 C.albicans 307 C.glabrata| 141 C.krusei 24 C.tropicalis 207 C.tropicalis
103 C. albicans 381 C.albicans 325 C.glabrata| 156 C.krusei 25 C.tropicalis 212 C.tropicalis
105 C.albicans 382 C.albicans 330 C.glabrata| 160 C.krusei 31 C.tropicalis 221 C.tropicalis
106 C.albicans 383 C.albicans 335 C.glabrata| 171 C.krusei 38 C.tropicalis 250 C.tropicalis
116 C.albicans 386 C.albicans 338 C.glabrata| 203 C.krusei 40 C.tropicalis 263 C.tropicalis
126 C.albicans 393 C.albicans 340 C.glabrata| 206 C.krusei 46 C.tropicalis Outras
133 C.albicans 399 C.albicans 342 C.glabrata| 208 C.krusei 58 C.tropicalis 151 Outra
148 C. albicans C.glabrata 351 C.glabrata | 216 C.krusei 61 C.tropicalis 159 Outra
155 C.albicans 8 C.glabrata 356 C.glabrata| 244 C.krusei 63 C.tropicalis 164 Outra
157 C.albicans 26 C.glabrata 358 C.glabrata| 249 C.krusei 65 C.tropicalis 165 Outra
168 C.albicans 52 C.glabrata 366 C.glabrata| 253 C.krusei 68 C.tropicalis 251 Outra
169 C.albicans 54 C.glabrata 367 C.glabrata| 301 C.krusei 69 C.tropicalis 276 Outra
173 C.albicans 77 C.glabrata 372 C.glabrata| 316 C.Kkrusei 70 C.tropicalis 339 Outra
179 C.albicans 108 C.glabrata 373 C.glabrata| 317 C.krusei 71 C.tropicalis 349 Outra
185 C.albicans 110 C.glabrata 374 C.glabrata| 320 C.Kkrusei 74 C.tropicalis 350 Outra
191 C.albicans 114 C.glabrata 375 C.glabrata| 321 C.krusei 75 C.tropicalis 396 Outra
200 C.albicans 121 C.glabrata 377 C.glabrata| 326 C.krusei 81 C.tropicalis 76 Outra
210 C.albicans 122 C.glabrata 379 C.glabrata| 328 C.krusei 97 C.tropicalis 95 Outra
217 C.albicans 131 C.glabrata 385 C.glabrata| 370 C.krusei 107 C.tropicalis 98 Outra
219 C.albicans 143 C.glabrata 387 C.glabrata| 391 C.krusei 109 C.tropicalis 111 Outra
224 C.albicans 145 C.glabrata C. krusei 395 C.krusei 119 C.tropicalis
229 C.albicans 166 C.glabrata 30 C.krusei 397 C.krusei 120 C.tropicalis
234 C.albicans | 183 C.glabrata 35 C.krusei C. tropicalis 123 C.tropicalis
240 C.albicans 202 C.glabrata 36 C.krusei 1 C.tropicalis 129 C.tropicalis
245 C.albicans 215 C.glabrata 41 C.Kkrusei 3 C.tropicalis 130 C.tropicalis
247 C.albicans 226 C.glabrata 43 C.Kkrusei 5 C.tropicalis 134 C.tropicalis
260 C.albicans 237 C.glabrata 48 C.krusei 6 C.tropicalis 135 C.tropicalis
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5.4 TRIAGEM DOS ISOLADOS

Na primeira etapa da triagem dos isolados foi feito o teste de dimorfismo. Entre
0s 216 isolados, os identificados como C. krusei ndo foram capazes de filamentar,
para C. albicans 11% apresentaram capacidade para produzir hifa, ja para C. tropicalis
66% foram dimérficas e para “outras” cerca de 57% dos isolados produziram hifas.
Um fato curioso observado foi que cerca de 6% das espécies de C. glabrata (trés
isolados) apresentaram dimorfismo, caracteristica essa pouco relatada nesta espécie
(FIGURA 10) (TABELA 7).
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Figura 9: Microscopia mostrando filamentos produzidos durante o teste de dimorfismo. Em A é
mostrado o dimorfismo em um isolado de Candida albicans e em B, C e D as hifas/pseudohifas
produzidas pelas cepas isoladas de Candida glabrata, 262, 299 e 307, respectivamente. Ja em E é
representado o controle negativo de Candida glabrata para produgéo de hifas/pseudonhifas.
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Tabela 7: Teste de dimorfismos dos isolados, numerados no canto esquerdo e cepas padrdes.

Classificacdo Crhomagar Dimorfismo Classificacdo Crhomagar Dimorfismo
C. albicans SC 5314 Sim - 48 C. krusei N&o
53 C.albicans Sim 171 C.krusei N&o
106 C. albicans N&o 253 C. krusei Né&o
116 C.albicans Sim 316 C. krusei Néo
157 C. albicans N&o 326 C. krusei Néo
185 C.albicans Né&o C.glabrata ATCC 90030 N&o
210 C.albicans Nao 52 C.glabrata N&o
229 C.albicans Sim 77 C.glabrata Néo
282 C.albicans Nao 166 C.glabrata N&o
291 C.albicans Sim 258 C.glabrata Nao
347 C. albicans N&o 262 C.glabrata Sim
C.tropicalis ATCC 750 Sim 299 C.glabrata Sim
19 C. tropicalis Nao 307 C.glabrata Sim
24 C. tropicalis Néo 358 C.glabrata Nao
63 C. tropicalis Sim 387 C.glabrata Nao
81 C.tropicalis Sim 76 Outra Sim
107 C. tropicalis Sim 98 Outra Sim
119 C.tropicalis Nao 151 Outra Sim
196 C. tropicalis Sim 251 Outra Nao
C. krusei ATCC 20298 Sim 276 Outra Néo
41 C.krusei Nao 349 Outra Né&o

A producao de hifas/pseudohifas por C. glabrata ainda n&o é reconhecida como
uma caracteristica da espécie, contudo estudos como de Lachke et al. (2002)
demostraram que a maioria das cepas de C. glabrata isoladas de ambiente hospitalar
foram capazes de produzir pseudohifas e ainda relata casos antigos do mesmo
acontecimento, como dos autores Brandao et al. (1995), Csank e Haynes (2000) e
Odds et al. (1997). Os autores Sasani et al. (2016) avaliaram ainda a capacidade de
C. glabrata produzir filamento sob diferentes niveis de CO2 e observaram que a 10%
a maioria das cepas foram capazes de filamentar.

Na segunda etapa da triagem dos isolados foi realizado o agrupamento das
leveduras por fingerprint da regido (GTG)5. As 216 amostras formaram 10 clados

separados por no6 de confiabilidade superior a 70% (TABELA 8).
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Tabela 8: Impresséo digital da regido (GTG)5 dos 216 isolados.
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(Continua...)

Amostra Chromagar Dimorfismo | Local | Estagéo
55 C. albicans Nao Efluente | Verdo
397 C. krusei Nao Lagoa Inverno
53 C. albicans Sim Efluente | Verdo
143 C. glabrata Nao Afluente | Verdo
67 C. krusei Nao Afluente | Verdo
59 C. albicans Mao Lagoa Verdo
168 C. albicans Mao Lagoa Verdo
229 C. albicans Sim Efluente | Inverno
391 C. krusei NED] Lagoa Inverno
RS C. krusei NED] Lagoa Inverno
212 C. tropicalis Sim Afluente | Inverno
221 C. tropicalis Sim Afluente | Inverno
110 C. glabrata Mo Lagoa Verdo
69 C. tropicalis Sim Afluente | Verdo
7 C. tropicalis Sim Afluente | Verdo
74 C. tropicalis Sim Afluente | Verdo
328 C. krusei Nao Lagoa Inverno
365 C. albicans Nao Afluente | Inverno
320 C. krusei Nao Lagoa Inverno
36 C. krusei Nao Afluente | Verdo
ral C. krusei NED] Lagoa Inverno
48 C. krusei MNao Efluente | Verdo
164 Outra Sim Lagoa Verdo

o C. tropicalis MNao Afluente | Verdo
98 Outra Sim Lagoa Verdo
159 Outra Sim Efluente | Verdo
165 Outra Sim Lagoa Verdo
52 C. glabrata Mo Efluente | Verdo
15 C. tropicalis Mo Efluente | Verdo
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C. glabrata Afluente | Inverno
16 C. tropicalis Mao Efluente | Verdo
35 C. krusei Méo Afluente | Verdo
251 Qutra MNao Afluente | Inverno
05 C. albicans MNao Lagoa Inverno
301 C. krusei MNéo Afluente | Inverno
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| |
|
148 C. albicans Nao Efluente | Verdo
d 210 C. albicans MNao Afluente | Invemo
183 C. glabrata MNio Afluente | Verdo
163 C. tropicalis Sim Efluente | Verdo
167 C. tropicalis Sim Lagoa Verdo
170 C. tropicalis Sim Lagoa Verdo
172 C. tropicalis Sim Afluente | Verdo
1 — 250 C. tropicalis Sim Afluente | Invemo
i 145 C. glabrata MNio Afluente | Verdo
' ' 126 C. albicans VED] Afluente | Verdo
E 202 C. glabrata VED] Afluente | Invemo
B 2 7 C. tropicalis Nao Efluente | Verao
243 C. glabrata MNao Lagoa Inverno
70 C. tropicalis Sim Afluente | Verdo
TE% 30 C. krusei Nao Afluente | Verdo
81 C. tropicalis Sim Efluente | Verdo
160 C. krusei Mao Efluente | Verdo
3 C. tropicalis Mao Afluente | Verdo
244 C. krusei Nao Afluente | Inverno
253 C. krusei Méo Afluente | Inverno
—|: e 1 216 C. krusei Nao Afluente | Inverno
135 C. tropicalis Sim Afluente | Verdo
44 C. albicans Sim Afluente | Verdo
262 C. glabrata Sim Afluente | Inverno
115 C. krusei Nio Lagoa Verdo
S 128 C. knusei Nzo Afiuente | Verdo
141 C. krusei Mo Afluente | Verdo
68 C. tropicalis Sim Afluente | Verdo
109 C. tropicalis Sim Lagoa Verdo
119 C. tropicalis Mo Afluente | Verdo
263 C. tropicalis Sim Afluente | Inverno

A partir dos dados de agrupamento molecular foram selecionados 38 isolados
para as analises de viruléncia, como base na capacidade de filamentacao, estacao do
ano isolado e local de isolamento (TABELA 9). Para essa selecéo algumas espécies
nao preencheram todos os critérios citados anteriormente, como por exemplo C.
krusei, em que nenhum isolado apresentou dimorfismo e C. tropicalis, que durante o
inverno apenas um isolado do afluente do biodigestor foi encontrado. Dessa forma, 0s

isolados com essas caracteristicas nao foram substituidos.
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Tabela 9: Isolados selecionados para analise de viruléncia.

Amostra| Chromagar [Dimorfismo| Local | Estagdo
19 C. tropicalis Nao Efluente | Veréo
24 C. tropicalis Nao Lagoa Verao
41 C. krusei Nao Afluente | Verdo
48 C. krusei Nao Efluente | Verdo
52 C. glabrata Nao Efluente | Verdo
53 C. albicans Sim Efluente | Verdo
63 C. tropicalis Sim Afluente | Veréo
76 Outra Sim Afluente | Verdo
77 C. glabrata Nao Afluente | Verdo
81 C. tropicalis Sim Efluente | Verao
98 Outra Sim Lagoa Verédo
106 C. albicans Nao Lagoa Verao
107 | C. tropicalis Sim Lagoa Veréo
116 C. albicans Sim Afluente | Veréo
119 |C. tropicalis Nao Afluente | Veréo
151 Outra Sim Efluente | Veréo
157 C. albicans Nao Efluente | Verao
166 C. glabrata Nao Lagoa Verao
171 C. krusei Nao Lagoa Verao
185 C. albicans Nao Afluente | Veréo
196 |C. tropicalis Sim Afluente | Inverno
210 C. albicans Nao Afluente | Inverno
229 C. albicans Sim Efluente | Inverno
251 Outra Nao Afluente | Inverno
253 C. krusei Nao Afluente | Inverno
258 C. glabrata Nao Afluente | Inverno
262 C. glabrata Sim Afluente | Inverno
276 Outra N&o Lagoa Inverno
282 C. albicans Nao Lagoa | Inverno
291 C. albicans Sim Afluente | Inverno
299 C. glabrata Sim Afluente | Inverno
307 C. glabrata Sim Afluente | Inverno
316 C. krusei Nao Efluente | Inverno
326 C. krusei Nao Lagoa Inverno
347 C. albicans Nao Efluente | Inverno
349 Outra Nao Efluente | Inverno
358 C. glabrata Nao Lagoa | Inverno
387 C. glabrata Nao Efluente | Inverno
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5.5 AVALIACAO DOS FATORES DE VIRULENCIA

ApOs o teste de Spearman, utilizando-se o softwere GraphPrism, foi observado
gue nem todas as caracteristicas se correlacionavam, dessa forma, na continuidade
dos resultados é relatado e discutido a caracteriza¢do das cepas isoladas, e quando
observada correlacdo significante entre as caracteristicas (p<0,05), essas foram
descritas e discutidas.

5.5.1 Producéao de biofilme

A capacidade de formacao de biofilme foi detectada em todos os isolados
(TABELA 10), sendo produtor fraco cerca de 71% e produtor moderado 29% das
cepas. Dos produtores moderados a maioria € da espécie C. albicans (45,5%). No
trabalho de Ahmed et al. (2019) os maiores produtores de biofilme foram as espécies
nao albicans isoladas de pacientes hospitalares, da mesma forma o trabalho de Arora
et al. (2017). Os autores Arora et al. (2017) isolaram 142 espécies de Candida de
pacientes com candidemia, dentre elas, 90 eram C. albicans e a taxa de formacéo de
biofilme foi maior para as Candida nao-albicans.

Os autores Guembe et al. (2017), em estudo feito com isolados de pacientes
hospitalizados, correlacionam que quanto maior a producao de biofilme mais severa
€ ainfeccao no hospedeiro e ainda afirmam que o local em que os isolados se instalam
tem relacdo direta com a producéo de biofilme.

Além disso foi observada uma correlacéo estatistica (p<0,05) entre a producéo
de biofilme e as Candida glabrata dimérficas, em que as cepas 262 e 299 produtoras
moderadas de biofilme sdo também produtoras de hifas/pseudohifas.

Os microrganismos isolados neste trabalho, de um ambiente agropecuario,
mostraram caracteristicas diferentes, com relacdo a formacao de biofilme, daquelas
cepas ATCC (origem hospitalar). Fato esse que demostra a existéncia de diferencas
metabolicas e adaptativas entre isolados hospitalares e ambientais, o que deixa um
caminho aberto e prospectivo para estudos mais aprofundados de viruléncia em

isolados possivelmente patogénicos no ambiente.
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Tabela 10: Producéo de biofilme, in vitro, dos isolados de Candida.

Classificacdo Crhomagar Biofilme Classificacdo Crhomagar Biofilme
C.albicans SC 5314 €] 48 C.krusei Fraco
53 C. albicans Moderado j§ 171 C. krusei Fraco
106 C. albicans Moderado j§ 253 C. krusei Moderado
116 C. albicans Moderado g 316 C.krusei Fraco
157 C. albicans Fraco 326 C. krusei Fraco
185 C. albicans Fraco C.glabrata ATCC 90030 €]
210 C. albicans Fraco 52 C.glabrata Fraco
229 C. albicans Fraco 7 C.glabrata Fraco
282 C. albicans Moderado j§ 166 C.glabrata Fraco
291 C. albicans Fraco 258 C.glabrata Fraco
347 C. albicans Moderado j§ 262 C.glabrata Moderado
C. tropicalis ATCC 750 (+) 299 C.glabrata Moderado
19 C. tropicalis Fraco 307 C.glabrata Fraco
24 C. tropicalis Fraco 358 C.glabrata Fraco
63 C. tropicalis Moderado j§ 387 C.glabrata Fraco
81 C. tropicalis Fraco 76 Outra Fraco
107 C. tropicalis Moderado § 98 Outra Fraco
119 C. tropicalis Fraco 151 Outra Fraco
196 C. tropicalis Fraco 251 Outra Moderado
C. krusei ATCC 20298 (+) 276 Outra Fraco
41 C.krusei Fraco 349 Outra Fraco

5.5.2 Producao de exoenzimas (fosfolipase e protease)

Com relacdo a producdo da fosfolipase (FIGURA 11) (TABELA 11), cerca de

52,6% dos isolados foram produtores, variando entre moderado (15%), forte (40%) e

muito forte (45%). Os isolados de C. albicans foram os menos produtores, com apenas

uma cepa produtora “forte” (isolado numero 53). Contudo, todos os isolados de C.

krusei foram produtores, em sua maioria “muito forte”, sendo a cepa ATCC de origem

hospitalar ndo produtora. Dos isolados de C. glabrata apenas 33,33% nao

apresentaram atividade, sendo a ATCC 90030 também nao produtora.
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Tabela 11: Producgédo de exoenzimas, in vitro, dos isolados de Candida.

Classificacdo Crhomagar Fosfolipase Proteinase Classificacdo Crhomagar Fosfolipase Proteinase
C. albicans SC5314 +) ) 48 C.krusei Muito Forte N&o produz
53 C. albicans Forte  N&o produzf 171 C.Kkrusei Moderado Né&o produz
106 C. albicans N&o produz N&o produz f 253 C. krusei Forte Né&o produz
116 C. albicans N&o produz  Forte 316 C.Kkrusei Muito Forte N&o produz
157 C. albicans N&o produz Moderado j 326 C.Kkrusei Muito Forte N&o produz
185 C. albicans N&o produz N&o produz C.glabrata ATCC 90030 ) )
210 C. albicans Né&o produz Moderado j§ 52 C.glabrata Forte N&o produz
229 C. albicans Né&o produz N&o produzjj 77 C.glabrata Forte N&o produz
282 C. albicans Né&o produz N&o produzj§ 166 C.glabrata Moderado Né&o produz
291 C. albicans Né&o produz N&o produz j§ 258 C.glabrata Muito Forte N&o produz
347 C. albicans N&o produz N&o produz j§ 262 C.glabrata Muito Forte N&o produz
C. tropicalis ATCC 750 +) “) 299 C.glabrata N&o produz N&o produz
19 C. tropicalis N&o produz N&o produz jf 307 C.glabrata Né&o produz N&o produz
24 C. tropicalis N&o produz N&o produz f 358 C.glabrata N&o produz N&o produz
63 C. tropicalis Forte  Né&o produzj 387 C.glabrata Forte N&o produz
81 C. tropicalis Forte  Né&o produzfl 76 Outra Nao produz N&o produz
107 C.tropicalis Moderado N&o produzfl 98 Outra Nao produz N&o produz
119 C. tropicalis Forte  N&o produzf 151 Outra Nao produz N&o produz
196 C. tropicalis Forte  N&o produzf 251 Outra Muito Forte N&o produz
C. krusei ATCC 20298 ) “) 276 Outra Forte N&o produz
41 C.krusei Muito Forte N&o produz | 349 Outra N&o produz N&o produz

Figura 10: Zona de precipitagdo observada no teste de produgéo da exoenzima fosfolipase, em que
“A” € a cepa 253, “B” a cepa 258, “C” a cepa 276 e “D” a ATCC 20298 controle negativo.
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Os trabalhos encontrados na literatura, em estudos com isolados clinicos de
Candida, relatam o oposto do observado aqui, mostrando mais uma vez a importancia
de se estudar e conhecer melhor leveduras potencialmente patogénicas oriundas do
ambiente agropecuario. O trabalho de Shirkhani et al. (2016) mostra que a maioria
dos isolados de Candida de vulvovaginite ndo foram produtores de fosfolipase
(74,4%). Da mesma forma, os autores Akinjogunla, Ajayi e Nkanga (2018)
identificaram a produgéo da exoenzima fosfolipase em apenas 21,7% dos isolados de
Candida de pacientes internados com quadro de diarreia. Os autores Andreola et al.
(2016) estudaram 35 isolados clinicos de Candida, em sua maioria da espécie
albicans, e apenas 29% apresentaram atividade para a exoenzima fosfolipase. No
trabalho dos pesquisadores Sharma, Chumber e Kaur (2017), foi estudado 35 isolados
de Candida albicans, no qual apenas 19% foram produtoras de fosfolipase.

A producéo de protease foi observada em apenas trés cepas de C. albicans,
sendo uma produtora forte e o restante moderado (FIGURA 17) (TABELA 11).

Figura 11: Zona de precipitagdo observada no teste de producgdo da exoenzima protease, em que “A”
€ a cepa nao produtora, “B” a cepa 210, “C” a cepa 116 e “D” a cepa 157.

O trabalho de Emam, Elazm e Morad (2012) mostrou que cerca de 57,8% dos
isolados de Candida de vulvovaginite foram produtores de protease, sendo a espécie

com mais atividade a C. albicans. J& os autores Serda, Kantarciolu e Ytcel (2002)
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encontraram cerca de 78,9% de atividade da enzima protease em isolados de
pacientes diagnosticados com candidemia, com C. albicans também sendo a espécie
mais produtora. No trabalho dos autores Andreola e colaboradores (2016) foi testado
27 isolados de C. albicans de origem hospitalar quanto a producdo da exoenzima
protease e cerca de 97% apresentaram atividade. No mesmo trabalho, as cepas nao-
albicans testadas tiveram cerca de 88% de atividade. Igualmente aos trabalhos
citados acima, os autores Dabiri, Shams-Ghahfarokhi e Razzaghi-Abyaneh (2018)
relataram a producdo de protease em 96,7% dos isolados clinicos de Candida,
mostrando mais uma vez a diferenca fisiolégica entre cepas de mesma espécie
isoladas de ambientes diferentes (hospitalar e agropecuario) e a importancia de uma
maior atencdo a espécies leveduriformes potencialmente patogénicas oriundas do

meio ambiente.

5.5.3 Susceptibilidade in vitro dos isolados aos antifungicos

Para todas os isolados, as faixas de intervalos de CIM encontradas para cada
antifangico avaliado (anfotericina-B, fluconazol e itraconazol) podem ser observadas
na Tabela 12. Na tabela sdo descritos os valores de CIMgo dos antifingicos, que
correspondem aos valores de CIM em que 80% dos isolados foram inibidos.

Como podemos ver na tabela, nenhum isolado de Candida albicans foi resistente
ao fluconazol. Esse resultado estd em acordo com o observado no estudo de Hizlisoy
et al. (2020), em que as cepas isoladas a partir de leite contaminado, apenas 2,7% foi
resistente ao fluconazol. O trabalho de Mendes et al. (2017) avaliou a susceptibilidade
de Candida albicans isoladas da microbiota de vacas leiteiras frente ao antifingico
fluconazol e cerca de 42,8% foram resistentes. Os pesquisadores Sonmez e Erbas
(2017) isolaram Candida albicans e ndo-albicans a partir de leite ordenhado de vacas
com mastite, e dessas todas foram resistentes ao fluconazol.

O trabalho dos autores Ghaddar et al (2020) analisou 100 C. albicans obtidas de
vulvovaginite, sendo 90% susceptiveis ao fluconazol. Os pesquisadores Shi et al.
(2019) encontraram uma taxa de resisténcia de 65,2% em isolados de C. albicans

obtidos também de um banco de dados hospitalar e no trabalho de Wang et al. (2016),

81



foi estudado 1714 C. albicans originarias de vulvovaginite, e dessas 70,8% foram
susceptiveis ao fluconazol.

Essa variacdo na resisténcia a antifingicos esté diretamente relacionada ao tipo
e local de infeccdo, a origem do agente infectante e também com tratamentos e
contatos prévios da levedura com o antifingico (PAPPAS et al., 2015; WHALEY et al.,
2017). De acordo com EImanama e colaboradores (2020) a resisténcia secundaria de
C. albicans a azo6is, como o fluconazol, esta relacionada ao tratamento longo e
repetido, principalmente naqueles pacientes imunocomprometidos, mas ainda é

pouco frequente, sendo a resisténcia primaria quase nula.

Tabela 12: Leitura da CIMso dos isolados de Candida frente aos agentes antifingicos fluconazol,
itraconazol e anfotericina B.

Isolado MIC = Isolado MIC =

Fluconazol Itraconazol Anfotericina B Fluconazol Itraconazol Anfotericina B
SC5315 | 64 +) 8 +) 2 (+) 48 64 Resistente| 2  Resistente| 2 Resistente
53 4 dose-dep | 2 Resistente| 4  Resistente 171 64 Resistente| 2  Resistente| 2 Resistente
106 4 dose-dep [0,5 dose-dep | 4 Resistente 253 32 Resistente| 2  Resistente| 2 Resistente
116 8 Resistente [0,5 dose-dep | 2  Resistente 316 32 Resistente| 1 Resistente| 4 Resistente
157 4  dose-dep |0,5 dose-dep | 2  Resistente 326 32 Resistente| 2  Resistente| 1 Resistente

185 4 dose-dep |0,5 dose-dep [ 4 Resistente [ ATCC90030| 16 () 2 +) 2 )
210 4  dose-dep | 1 Resistente| 4 Resistente 52 8  Suscetivel| 2  Resistente| 2 Resistente
229 2 Suscetivel | 2 Resistente| 4 Resistente 77 8  Suscetivel| 4  Resistente| 4 Resistente
282 4  dose-dep |0,5 dose-dep | 2  Resistente 166 8  Suscetivell 2  Resistente| 4 Resistente
291 2 dose-dep | 1 Resistente| 4 Resistente 258 32 Suscetivel| 2  Resistente| 2 Resistente
347 8 Resistente [0,5 dose-dep | 1  Resistente 262 >64 Resistente| >16 Resistente| 1 Resistente
ATCC 750 |>64 +) >16 (+) 2 (+) 299 2 Suscetivell] 1 Resistente| 4 Resistente
19 2 Suscetivel | 2 Resistente| 1  Resistente 307 2 Suscetivel| 2  Resistente| 4 Resistente
24 4 dose-dep | 4 Resistente| 2  Resistente 358 64 Resistente| 0,5 Resistente| 1 Resistente
63 >64 Resistente [>16 Resistente| 2  Resistente 387 32 Suscetivel| 2  Resistente| 2 Resistente
81 >64 Resistente | 1 Resistente| 2  Resistente 76 4  dose-dep | 1 Resistente| 4 Resistente
107 >64 Resistente | 4 Resistente| 2  Resistente 98 4  dose-dep | 2 Resistente| 4 Resistente
119 64 Resistente | 16 Resistente| 2  Resistente 151 2 Suscetivel| 1 Resistente| 2 Resistente
196 64 Resistente | 2 Resistente| 4  Resistente 251 2 Suscetivell] 1 Resistente| 4 Resistente
ATCC 20298| 8 (+) 2 ) 2 +) 276 32 Resistente| 2  Resistente| 4 Resistente
41 64 Resistente | 1 Resistente| 2  Resistente 349 16 Resistente| 1  Resistente| 2 Resistente

A maioria das cepas de C. tropicalis (85,7%) foi resistente ou dose-dependente

ao fluconazol e essa caracteristica se mostrou diretamente correlacionada (p<0,05) a
producéo de hifas. O trabalho de Paul e colaboradores em 2018 relatou uma taxa de
resisténcia entre as cepas de C. tropicalis, isoladas de um banco de dados hospitalar,
em trono de 41,2%. O trabalho dos autores Laprade et al. (2016) mostra que cepas
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de Candida produtoras de hifas e/ou pseudohifas aparentam ter maior resisténcia a
antifungicos. Além disso, os autores Fan et al. (2019) relataram em seu trabalho que
pequenas mutacbes e/ou superexpressdao no gene ERG11 sdo os principais
mecanismos responsaveis pela resisténcia aos azois em isolados de C. tropicalis. O
gene ERG11 é fundamental na producdo do ergosterol das membranas fangicas,
dessa forma, alteracdes nesse gene ocasiona maior producao de ergosterol e maior
sensibilidade aos azo6is (FAN et al., 2019).

Com relacéo as cepas de C. glabrata, apenas 22,2% foram resistentes ao
fluconazol, resultado semelhante ao encontrado no trabalho de Arastehfar et al.,
(2020), que obteve uma taxa de 3,7% de resisténcia ao fluconazol de isolados de
candidemias.

Embora o fluconazol tenha tido baixa taxa de resisténcia entre os isolados de C.
albicans e C. glabrata, todas as cepas, de todas as espécies, foram resistentes a
anfotericina B. Resultado esse preocupante e divergente do encontrado na literatura
(GHADDAR et al., 2020; WALSH et al., 2012).

Anfotericina B € um farmaco chave no tratamento da candidemia devido a sua
baixa taxa de resisténcia entre cepas hospitalares (ELMANAMA et al., 2020).

Até entdo poucas espécies sao conhecidas por terem resisténcia intrinseca a
anfotericina B, como C. lusitaniae e C. guilliermondii (). Estudos iniciais mostraram
gue a resisténcia secundaria a anfotericina B parece ser devido a uma alteracdo do
ergosterol na membrana das leveduras, impossibilitando a acdo do antifungico ().

O fato dessas cepas ambientais terem mostrado resisténcia a esse antifungico
€ preocupante e merece maior atencdo e estudos mais aprofundados, para
conhecimento da origem dessa resisténcia e sinais de possivel transferéncia.

Assim como para anfotericina B, todas as cepas, de todas as espécies, foram
resistentes ou dose-dependentes para itraconazol, fato esse ja relatado em estudos
anteriores, como por Arastehfar et al. (2020) em que todos os isolados de Candida do
seu estudo, obtidos de amostras clinicas, foram resistentes. J4 no trabalho de
Memezes et al. (2016), 50% dos isolados de Candida, oriundos do canal vaginal,

apresentaram susceptibilidade ao antifangico e, bem semelhante, os autores Santana,
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Silva e Araujo (2017) relataram uma taxa de resisténcia 54,5% de em isolados de C.
albicans obtidos de secrec¢édo vaginal de pacientes.

O antifangico itraconazol, assim como o fluconazol, pertence a classe dos azais,
gue tém como mecanismo de acado inibicdo da enzima 14a-esteroldesmetilase,
fundamental na cascata de producéo do ergosterol. Esses antifungicos sao farmacos
de primeira escolha para o tratamento de candidemia, principalmente por sua baixa
taxa de intoxicacéo e espectro de agéo, contudo, pelo seu uso prolongado e repetido,
muitas leveduras estdo desenvolvendo resisténcia secundéria a esse farmaco
(ARASTEHFAR et al. 2020).

Além da resisténcia secundéaria desenvolvida por muitas cepas, existe ainda a
resisténcia intrinseca ou primaria, relada principalmente na espécie C. krusei (JAMIU
et al., 2020). Como é observado na tabela 12 todas as cepas de C. krusei foram
resistentes aos trés antifungicos testados. Quanto ao fluconazol, ja é descrito para
essa especie a resisténcia intrinseca e resultados semelhantes foram encontrados em
outros trabalhos (FENG et al., 2016; GONG, J. et al., 2018).

5.5.4 Anélise de patogenicidade no modelo invertebrado C. elegans

O nematédeo Caenorhabditis elegans ja € bem estabelecido como modelo
invertebrado de infeccéo. Seu ciclo de vida, em condi¢cdes normais, € entre 22 e 30
dias a 25°C (ELKABTI; ISSI; RAO, 2018; MYLONAKIS; ABALLAY, 2005).

Na natureza, os nematoides ingerem numerosas ameacas de patdgenos,
fornecendo assim presséo de selecdo para evoluir e manter um sofisticado sistema
imunoldgico inato em seu epitélio intestinal, ja que ndo apresenta sistema circulatorio
(PUKKILA-WORLEY; AUSUBEL; MYLONAKIS, 2011). Dessa forma, a infeccédo é
estabelecida, na maioria das vezes, no intestino do verme no momento em que 0S
nematoides séo alimentados em um gramado de patdogeno (OKOLI et al., 2009). As
células epiteliais intestinais de C. elegans apresentam uma notavel semelhanca com
as células intestinais humanas, sendo o epitélio intestinal a principal linha de defesa
do nematoide contra os patégenos ingeridos (PUKKILA-WORLEY; AUSUBEL,;
MYLONAKIS, 2011).
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Diferentes estudos avaliaram a capacidade de fungos patogénicos infectar e
matar o nematédeo C. elegans, demonstrando que esse modelo invertebrado pode
ser utilizado para a avaliacdo da interacdo parasito/hospedeiro e patogenicidade de
fungos (CORDEIRO et al., 2016; TROEMEL, 2017).

No presente trabalho, foram realizadas analises de sobrevivéncia de C. elegans
infectados com Candida spp. A infeccdo ocorre colocando 0s vermes para se
alimentarem dos microrganismos em placas e, em seguida, sao feitas observacéo de
48 em 48 horas para se chegar a LT50, que € o tempo em que 50% da populacéo do
verme morre (ELKABTI; ISSI; RAO, 2018; MYLONAKIS; ABALLAY, 2005).

Os gréficos 5 e 6 mostram o resultado da infeccdo por Candida albicans em
vermes fase L4. Os gréficos 7 e 8 exibem a LT50 vermes infectados. E possivel
observar que o controle clinico utilizado para comparacéo, Candida albicans SC5314,
atingiu a LT50 com 6 dias de infec¢éo, diferente (p<0,05) das cepas 53, 106, 116, 282
e 347 que diminuiram sua populacdo em 50% no quarto dia de infeccdo. No trabalho
de Ortega-Riveros et al. (2017) as cepas clinicas de Candida albicans, recuperadas
de uma colecdo de fungos patogénicos, apresentaram a LT50 no segundo dia de
infeccéo, contudo, o tempo e protocolo de infeccdo dos nematddeos foram diferentes,
podendo esses fatos alterarem a carga fungica ingerida (ELKABTI; ISSI; RAO, 2018;
OKOLI et al., 2009; ORTEGA-RIVEROS et al., 2017; PUKKILA-WORLEY; AUSUBEL;
MYLONAKIS, 2011). Diversos autores relatam a observacédo de hifas emergindo do
intestino do C. elegans, principalmente a partir da infeccéo por C. albicans (ORTEGA-
RIVEROS et al., 2017; PUKKILA-WORLEY et al., 2009; SCORZONI et al., 2013)

A partir desses resultados foi observada uma correlacéo significativa (p<0,05)
entre a producédo de biofilme por C. albicans e o tempo de patogenicidade, em que
produtores moderados de biofilme foram capazes de matar 50% da populacéo de C.
elegans mais rapidamente que aqueles produtores fracos de biofilme. Tal correlacéo

também foi observada no trabalho de Ortega-Riveros et al. (2017).
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Graficos 5 e 6: Sobrevivéncia de C. elegans na fase L4 apds infe¢éo pelos isolados ambientais de
Candida albicans e cepa a padrdo SC 5314 durante 12 dias.
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Graficos 7 e 8: LT50 do C. elegans na fase L4 apdés infe¢do pelos isolados ambientais de Candida
albicans e cepa ATCC SC 5314.
Legenda: **p=<0,01, ***p<0,000.

O gréfico 9 demonstra as curvas de sobrevivéncia do C. elegans infectado com
as cepas isoladas de C. tropicalis. O grafico 10 exibe a LT50 dos vermes infectados.
E possivel observar que todas as cepas isoladas chegaram na LT50 no quarto dia de
infeccdo, enquanto a cepa ATCC no sexto dia (p<0,0001). O autor Oliveira (2017),
infectou C. elegans com isolados de C. tropicalis clinicos e veterinarios, contudo a
LT50 foi observada entre 2 e 3 dias, nao tendo diferenca entre os tipos de isolados.
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Contudo, assim como no ensaio com os isolados de C. albicans, o tempo de infec¢éo
e o protocolo utilizado podem influenciar na quantidade de células patogénicas
ingeridas e na intensidade da infeccdo (ELKABTI; ISSI; RAO, 2018; OKOLI et al.,
2009; ORTEGA-RIVEROS et al, 2017; PUKKILA-WORLEY; AUSUBEL;
MYLONAKIS, 2011).

O fato de todas as cepas de C. tropicalis isoladas terem apresentado a mesma
LT50 e menor que a cepa ATCC clinica € de suma importancia, visto que diversos
trabalhos mostram que Candida tropicalis ambiental € uma das principais fontes de
resisténcia a antifingicos entre microrganismos ambientais, além de serem

adaptativas a diversas condigbes ambientais, como altas temperaturas ().
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Grafico 9: Sobrevivéncia de C. elegans na fase L4 apds infecdo pelos isolados ambientais de Candida
tropicalis e cepa a padrdo ATCC 750 durante 12 dias.
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Grafico 10: LT50 de C. elegans na fase L4 apos infecdo pelos isolados ambientais de Candida

tropicalis e cepa a padrdo ATCC 750.
Legenda: ***p<0,0001

No grafico 11 é possivel ver os resultados para a infeccdo por Candida krusei
nos vermes na fase L4. O grafico 12 exibe a LT50 dos vermes infectados. Os dados
mostram que a maioria dos isolados, incluindo a cepa referéncia ATCC 20298
atingiram a LT50 no sexto dia de infeccéo, com excec¢ao da cepa 253, que foi no quarto
dia. Diante desse resultado é possivel observar uma correlagéo significativa (p<0,05)
entre a patogenicidade in vivo da cepa 253 com sua capacidade de formacéo de
biofilme. No trabalho de Ortega-Riveros et al. (2017) o isolado clinico de C. krusei
estudado atingiu a LT50 no terceiro dia de infeccdo, mas da mesma forma que citada
anteriormente, o tempo de infeccdo e o protocolo utilizado influenciam na resposta a
infeccdo (ELKABTI; ISSI; RAO, 2018; OKOLI et al., 2009; ORTEGA-RIVEROS et al.,
2017; PUKKILA-WORLEY; AUSUBEL; MYLONAKIS, 2011).
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Gréafico 11: Sobrevivéncia de C. elegans na fase L4 ap6s infecao pelos isolados ambientais de Candida
krusei e cepa a padrdo ATCC 20298 durante 12 dias.
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Grafico 12: LT50 de C. elegans na fase L4 apéds infecdo pelos isolados ambientais de Candida krusei
e cepa a padrdo ATCC 20298.

Os gréficos 13 e 14 mostram os resultados para a infeccédo por Candida glabrata
em vermes na fase L4. Os gréaficos 15 e 16 exibem a LT50 dos vermes infectados. E
possivel observar gue a maioria dos isolados, incluindo a cepa referencia ATCC 90030

atingiram a LT50 no sexto dia de infeccdo, com excec¢ao das cepas produtoras de
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hifas/pseudohifas, mostrando uma correlagao significativa (p<0,05) com o dimorfismo
atipico observado na espécie.

Os autores HERNANDO-ORTIZ et al. (2020) avaliando a viruléncia in vivo de
isolados clinicos de C. glabrata, observaram a LT50 em 5 dias de infec¢do. O fato das
cepas de C. glabrata isoladas neste trabalho terem apresentado filamentacao pode
ter influenciado em um infeccdo e morte mais rapida, visto que diversos trabalho
mostram que espécies de Candida produtoras de hifas/pseudohifas conseguem matar
50% da populagéo de C. elegans mais rapidamente que aquelas ndo produtoras
(HERNANDO-ORTIZ et al., 2020; OKOLI et al., 2009; ORTEGA-RIVEROS et al.,
2017; PUKKILA-WORLEY etal., 2009; PUKKILA-WORLEY; AUSUBEL; MYLONAKIS,
2011; SCORZONI et al., 2013).
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Graficos 13 e 14: Sobrevivéncia de C. elegans na fase L4 ap0s infecdo pelos isolados ambientais de
Candida glabrata e a cepa ATCC ATCC 90030 durante 12 dias.
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Graficos 15 e 16: LT50 de C. elegans na fase L4 ap6s infecdo pelos isolados ambientais de Candida
glabrata e cepa a padrdo ATCC 90030.
Legenda: *p<0,05.

Com relacdo as capas sem espécies definidas pelo CHROmagar, a maioria
também teve a LT50 no sexto dia de infec¢do, com excecdo da cepa 251, que foi no
quarto dia (GRAFICOS 17 e 18). Tal resultado geral uma correlacéo significa (p<0,05)

com a capacidade de formacao de biofilme dessa cepa.
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Gréfico 17: Sobrevivéncia de C. elegans na fase L4 apés infecdo pelos isolados ambientais sem
identificacdo pelo CHROmagar durante 12 dias.

76
98
151
251
276
349

*%

ANEBI

Grafico 18: LT50 de C. elegans na fase L4 apéds infecdo pelos isolados ambientais sem identificacao
pelo CHROmagar.
Legenda: p<0,001
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6 CONCLUSOES

O sistema de tratamento de dejetos da criacdo de bovinos leiteiros removeu 2,28
ciclos log de Candida spp. no inverno e 1,68 ciclos log no ver&do. Contudo, a eficiéncia
do sistema na remocdo da matéria organica no verdo foi maior que no inverno,
mostrando que a temperatura influenciou beneficamente na remocdo do género
Candida, mas néo na qualidade do efluente. A eficiéncia total do sistema quanto a
remocao de Candida spp. foi de 99,42% no inverno e de 98,44% no verao.

Dos 376 isolados de Candida obtidos no estudo, 216 permaneceram viaveis e
seguiram para os testes de andlise de viruléncia. Dentre as cepas viaveis a
sobrevivéncia por espécie foi estimada em 41% para C. krusei, 57% para C. albicans,
73% para C. tropicalis, 79% para C. glabrata e 100% para “outras.

Essas espécies identificadas sao de interesse clinico humano e veterinario por
serem as mais comumente isoladas de leite proveniente de vacas com mastite,
indicando que as pesquisas devem ser voltadas também a esse género, que as vezes
€ desconsiderado em pesquisas ambientais, principalmente por essa doenca afetar
diretamente a qualidade do leite, produtividade do rebanho e economia do produtor.

No teste de dimorfismo foi observado um fato pouco relatado na literatura até
hoje, trés isolados de Candida apresentaram filamentacdo em meio pobre de
nutrientes, especifico para o teste. Resultado esse interessante e que merece mais
atencao posteriormente, pois C. glabrata € a ndo-albicans mais relatada em casos de
candidemia e o fato de apresentarem essa habilidade em condicbes adversas
aumenta sua viruléncia.

Todos os isolados foram produtores de biofilme, 52,6% produziram fosfolipase e
1,14% protease. Nenhuma C. albicans foi resistente ao fluconazol, em C. tropicalis
85,7% foi resistente ou dose-dependente, C. glabrata 22% dos isolados apresentaram
resisténcia. Embora o fluconazol tenha tido baixa taxa de resisténcia entre os isolados
de C. albicans e C. glabrata, todas as cepas, de todas as espécies, foram resistentes
ou dose-dependentes a anfotericina B e ao itraconazol.

Os isolados de C. albicans 53, 106, 116, 282 e 347 mostraram LT50 menor que

a cepa ATCC, sendo que é comum a observagéo de hifas emergindo do intestino do
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C. elegans, infectado por C. albicans, foi observada uma correlagéo significativa entre
a producéao de biofilme por C. albicans e a LT50 dos isolados citados. Todos o0s
isolados de C. tropicalis chegaram na LT50 no quarto dia de infec¢cdo, enquanto a
cepa ATCC no sexto dia, fato essa importante visto que C. tropicalis de origem
ambiental € relatada em muitos trabalhos como uma das principais fontes de
resisténcia a antifingicos entre microrganismos ambientais, além de serem
adaptativas a diversas condi¢cdes ambientais, como altas temperatura. Na infeccao
por C. krusei, apenas o isolado 253 atingiu a LT50 no quarto dia de infeccdo. Os
isolados de C. glabrata que apresentaram filamentacdo foram os Unicos da espécie
gue atingiram a LT50 no quarto dia, mostrando uma correlacao significativa entre a
filamentacao e a viruléncia in vivo.

Apesar da digestdo anaerobia de dejetos bovinos ser endossada como solucéo
importante para reciclagem e producdo de biofertilizante, levanta preocupacdes
significativas sobre riscos de carater clinico durante o processo. Sugere-se que sejam
realizados estudos adicionais sobre adequacoes fisico-quimicas e também bioldgicas
voltadas a persisténcia de leveduras potencialmente patogénicas, principalmente
devido ao perfil de viruléncia dos isolados comparando com as cepas clinicas ATCC,
no qual é possivel observar que em alguns casos as cepas ambientais se mostraram
mais ou igualmente virulentas.

Enfim, esse trabalho € um ponta pé inicial para estudos relacionados a fungos
patogénicos de origem ambiental, ainda escasso na literatura, pois foi capaz de
mostrar que existem cepas potencialmente patogénicas a humanos e aos animais,

com caracteristicas virulentas iguais as cepas de origem clinica.
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