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RESUMO

O continente Antartico é caracterizado pelo isolamento geografico e climatico, bem
como pela pouca ou nenhuma influéncia antrépica. Considerado um continente
extremofilo, a Antartica apresenta condigdes classificadas como limitantes para a vida
animal e vegetal. Porém, os micro-organismos se destacam por apresentarem diferentes
adaptacdes as condicdes adversas encontradas nos ecossistemas antarticos. Dentre os
micro-organismos, o0s fungos apresentam destaque por sua elevada capacidade
adaptativa as condigdes extremas. A distribuicdo de fungos na Antartica esta
relacionada com os diferentes substratos/habitats presentes na regido. Os solos da
Antartica sdo, em geral, oligotroficos, porém, existem o0s denominados solos
ornitogénicos que sdo ricos em matéria organica proveniente da ocupacdo pelas aves. A
presenca dos fungos em solos ornitogénicos ja é conhecida, porém, as consequéncias do
contato desses solos com humanos ainda ndo foram abordadas. Desta forma, o objetivo
desse trabalho foi verificar se nos solos ornitogénicos da Antartica ocorrem fungos com
potencial risco a saude humana. Para realizagdo do trabalho foram obtidas amostras de
solos ornitogénicos em diferentes pontos nas llhas Rei George, Livingston e Half Moon,
as quais fazem parte do arquipélago Shetland do Sul na Peninsula Antartica. Um grama
de solo de cada amostra foi inoculada em solucdo salina esterilizada e 100 uL da
diluicdo 10 foram plaqueados em diferentes meios de cultura, temperaturas e faixas de
pH. Ap6s o processamento das amostras, foram obtidos 368 isolados de fungos
filamentosos e 113 leveduras, os quais foram submetidos ao teste de crescimento a 37
°C. Somente os fungos que apresentaram crescimento a 37 °C foram submetidos aos
posteriores testes de viruléncia in vitro (atividade hemolitica, crescimento em diferentes
faixas de pHs, medicdo do diametro de esporos, producdo de fosfolipase, capsula e
melanina, bem como a sensibilidade ao antifungico anfotericina B). Os 50 fungos
termotolerantes obtidos foram identificados como 14 taxons dos géneros Aspergillus,
Byssochlamys, Chrysosporium, Cryptococcus, Debaryomyces, Eutypella, Penicillium,
Peniophora, Phanerochaete, Phlebia, Psathyrella, Rhizopus e Trametes. Dos 50
isolados fungicos, 29 (58%) apresentaram crescimento a 40 °C; 27 (54%) demonstraram
atividade hemolitica; 26 produziram esporos com diametro compativel com a deposicao
alveolar; 16 (32%) apresentaram atividade de fosfolipase. Todos os isolados cresceram
em pH 7, 45 (90%) cresceram em pH 4 e 48 (96%) em pH 9. Os 12 isolados de

Xi
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Cryptococcus laurentii apresentaram capsula polissacaridica e perfil de resisténcia a
anfotericina B (CIM maior que 1 pg/mL). Os resultados desse estudo sugerem que
fungos isolados de amostras ambientais da Antartica podem apresentar diferentes
fatores de viruléncia, in vitro, o que representa um risco a saude, em especial de pessoas
com altera¢Ges do sistema imunoldgico. Este estudo reforca ainda a hipotese de que a
adaptacdo dos fungos a condi¢cBes ambientais extremas, como as da Antartica, pode
resultar na capacidade destes eucariotos em infectar hospedeiros humanos, ressaltando a
importancia do estudo de fungos extremdfilos como potenciais micro-organismos

oportunistas.
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ABSTRACT

The Antarctic continent is characterized by its geographical and climatic isolation, as
well as for little or no anthropogenic influence. Considered one extremophile continent,
Antarctica presents conditions classified as limiting for animal and plant life. However,
the microorganisms stand out because they have various adaptations to the harsh
conditions found in the Antarctic environment. Among the microorganisms, fungi are
highlighted by its high adaptive capacity to extreme conditions. The distribution of
fungi in Antarctica is related to the different substrates/habitats in the area. Antarctic
soils are generally oligotrophic; however, there are so-called ornithogenic soils that are
rich in organic matter from occupation by birds. The presence of fungi in ornithogenic
soils is already known, however, the contact consequences of these soils with the
humans have not been questioned. The aim of this study was to verify if in these soils
exist fungi that may pose some risk to human health. For this work ornithogenic soils
samples were collected at different points in the King George, Livingston and Half
Moon Islands which are part of the South Shetland Islands in the Antarctic Peninsula.
One g of each soil sample will be inoculated in sterile saline and 100 uL of the dilution
10t was be plated on in various culture media, temperatures and pH ranges. After
processing samples, were obtained 368 isolates of filamentous fungi and 113 yeasts,
which were subjected to growth test at 37 °C. Only those which grew at 37 °C were
subjected to further virulence tests in vitro (hemolytic activity, growth in different pH
ranges, spores diameter measurement, phospholipase production, capsule and melanin,
as well as sensitivity to the antifungal amphotericin B). The 50 thermotolerant fungi
were identified as 14 taxa of the genus Aspergillus, Byssochlamys, Chrysosporium,
Cryptococcus, Debaryomyces, Eutypella, Penicillium, Peniophora, Phanerochaete,
Phlebia, Psathyrella, Rhizopus and Trametes. Between 50 fungal isolates, 29 (58%)
grew at 40 ° C; 27 (54%) showed hemolytic activity; 26 produced spores diameter
compatible with alveolar deposition and 16 (32%) had phospholipase activity. All
isolates grew at pH 7, 45 (90%) grew at pH 4 and 48 (96%) at pH 9. The 12
Cryptococcus laurentii isolates showed capsular polysaccharide and resistance profile
of amphotericin B (MIC greater than 1 ug/mL). The results of this study suggest that
fungi isolated from environmental samples from Antarctic may have different virulence
factors, in vitro, which is a health risk, particularly of immunosuppressed people. In

addition, this study supports the hypothesis that the fungal adaptation to extreme

xiii



environmental conditions such as the Antarctic, may result in the ability of these
eukaryotes to infect human hosts, emphasizing the importance of studying

extremophiles fungi as potential opportunistic microorganisms.
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1. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

O continente Antértico é caracterizado pelo isolamento geografico e climéatico em relagdo a
outras regides do planeta e a sua maior parte possui pouca ou nenhuma influéncia antropica. A
presenca de bases de pesquisa e do turismo na regido, ambos em progressivo aumento desde o
século passado, colocam em xeque a presenga humana na Antértica no que se diz respeito ao
contato com potenciais riscos bioldgicos a satde. Apesar das condi¢fes extremas e desafiadoras a
sobrevivéncia dos organismos, o continente Antartico é conhecido por abrigar micro-organismos
extremofilos em seus diferentes substratos como solo, rochas, neve, gelo, lagos, invertebrados,
aves, mamiferos e plantas. A capacidade dos fungos em se dispersar e colonizar uma variedade de
substratos, bem como resistir a diferentes condicbes ambientais, possibilitaram seu
estabelecimento em diferentes substratos da regido antértica, incluindo os diferentes tipos de solos.

De maneira geral, os solos da Antartica sdo oligotréficos, porém, os denominados
ornitogénicos, aqueles associados as areas de nidificacdo das aves, contam com um constante
deposito de matéria organica (guano, penas, cascas de ovo, carcagas, vegetacdo). Desta forma,
esses solos apresentam maior biomassa microbiana em relagdo aos outros tipos de solos da
Antartica.

Em alguns locais da Antartica o contato é direto entre o ser humano (turista, pesquisador ou
trabalhador) e os solos ornitogénicos. Estes solos podem conter micro-organismos potencialmente
patogénicos, pois a Antértica abriga, durante o verdo, aves migratérias que podem atuar como
carreadoras e disseminadoras de potenciais patdgenos de outras regides do planeta. Além disso,
outros fatores como a presenca de fortes ventos, caracteristicos da regido antartica e o
aquecimento, que vem sendo registrado na regido, levando a um constante derretimento de
algumas areas, podem contribuir para a dispersdo de propagulos fangicos. A partir das questes
apresentadas, surge uma preocupacao a respeito do potencial patogénico para humanos dos micro-

organismos presentes nos solos ornitogénicos da Antartica.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Ecossistemas antarticos

A Antartica é o continente mais meridional do planeta, localizado quase inteiramente dentro
do Circulo Polar Antartico. Possui uma superficie de cerca de 14 milhdes de Km?, equivalente a
1,6 vezes a area do Brasil ou 10% das areas emersas do globo; seu territorio é circundado por um
tempestuoso oceano com milhares de icebergs e por onde se formam plataformas de gelo
(Bischoff, 1996; Ferreira, 2009). Trata-se do mais elevado de todos os continentes e um dos
ambientes mais extremos da Terra, caracterizado como um continente remoto e indspito onde o
clima é o mais frio e seco do planeta. A Antartica é conhecida como o continente onde a atuagédo
dos ventos é a mais extrema, podendo ultrapassar a velocidade de 100 km/h; a temperatura anual
pode variar entre 15 °C no verdo a -93 °C no inverno (Robinson et al., 2003; Bremer, 2008; Child
& Kelly, 1990; Ferreira, 2009; Ruisi et al., 2007; Woo, 2013).

A Antartica pode ser dividida em duas regides basicas: a (1) Antartica Maritima, que circunda
0 continente Antartico e inclui as Ilhas Sandwich do Sul e Shetland do Sul e a costa oeste da
Peninsula, bem como os arquipélagos adjacentes; e a (2) Antartica Continental, que inclui o
continente e a costa leste da Peninsula (Tatur, 1989). O continente Antartico é caracterizado pelo
isolamento geografico e climatico e a maior parte possui pouca ou nenhuma influéncia antropica
(Brunati et al., 2009). As condicdes que prevalecem sdo de baixas temperaturas, frequentes ciclos
de congelamento e degelo, alta incidéncia solar (especialmente de radiacdo ultravioleta), baixa
disponibilidade de &gua, alta sublimacdo e evaporacdo, altas concentracdes de sal, baixa
precipitacdo anual e fortes ventos, fatores considerados limitantes para a vida animal e vegetal
(Onofri et al., 2007; Ruisi et al., 2007; Brunati et al., 2009; Arenz & Blanchette, 2011).

Apesar das condi¢cdes extremas da Antartica, diferentes formas de vida estdo presentes na
regido, tais como bactérias, fungos, invertebrados, plantas, aves e mamiferos. Todos esses seres
vivos parecem ter desenvolvido mecanismos especiais para superar a influéncia das condi¢cfes
adversas da regido (Ruisi et al., 2007; Rosa et al., 2009; Shivaji & Prasad, 2009). A flora antartica
é considerada “primitiva” e as condi¢des climéaticas e a pouca espessura do solo dificultam a
sobrevivéncia da maioria dos vegetais. Assim, a diversidade floristica de espécies no continente é
limitada a liquens, musgos, algas e apenas duas angiospermas nativas (Colobanthus quitensis e
Deschampsia antarctica). A megafauna inclui principalmente, mamiferos e aves aquaticas, além
de espécies migratérias. O krill é um crustaceo fundamental para a cadeia alimentar, sendo

componente da dieta de baleias, focas, pinguins e outras aves da regido, como biguas e petreis. As
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populagBes deste crustaceo, por sua vez, se alimentam de algas que se desenvolvem sob o gelo
marinho formado na superficie oceénica nos meses de inverno (Bischoff, 1996; Peck et al., 2005;
Simas et al., 2007; Bremer, 2008; Ferreira, 2009).

No século XIX ja havia investigacdes cientificas no continente Antartico e o interesse
cientifico somente intensificou-se com o passar do tempo (Bischoff, 1996). As primeiras estacoes
de pesquisas foram estabelecidas no comecgo do século XX e, hoje, aproximadamente 30 paises
mantém mais de 70 estacOes de pesquisa na Antartica (Bischoff, 1996). Além da atividade
cientifica, o turismo na Antartica vem sendo cada vez mais difundido. O turismo antartico teve
inicio no fim dos anos de 1950 e em média 5 mil turistas visitaram a regido anualmente nos anos
de 1990. Na temporada de 2007/2008 o numero de visitantes atingiu aproximadamente 46 mil
turistas (Bischoff, 1996; Ferreira, 2009; Fox, 2014; IAATO).

2.2. Fungos na Antartica

Onofri (1999) considera a Antartica como o continente dos micro-organismos, sendo estes
predominantes tanto na terra quanto no mar. Os micro-organismos parecem representar uma das
principais fontes de diversidade biolégica no continente Antartico. Dentro dessa comunidade
microbiana, os fungos se destacam por sua elevada capacidade adaptativa as condi¢Bes extremas,
sua grande facilidade de dispersdo e capacidade de colonizar uma ampla variedade de substratos
(Ruisi et al., 2007).

A distribuicdo de fungos na Antartica esta relacionada com os diferentes substratos presentes
na regido, tais como solos (Arenz & Blanchette, 2011; Alias et al. 2013), rochas (Onofri et al.,
2000; Selbmann et al., 2005), vegetacdo (Upson et al., 2009; Rosa et al., 2009; Rosa et al., 2010;
Zhang et al., 2013), macroalgas (Loque et al., 2010; Godinho et al., 2013; Furbino et al., 2014),
invertebrados (Webster et al., 2004; Henriquez et al., 2014), lagos (Ellis-Evans, 1996; Goncalves
et al., 2012) e neve e gelo (Price, 2000; Elster et al., 2007). Mais de 1.000 espécies de fungos ndo
liquenizados ja foram descritas para a Antartica e regido Sub-antartica, incluindo representantes
dos filos Ascomycota, Basidiomycota, Zygomycota, Chytridiomycota e Glomeromycota (Bridge &
Spooner, 2012).

Os fungos presentes na Antartica podem ser classificados em psicrofilos ou psicrotolerantes de
acordo com as caracteristicas de crescimento em diferentes temperaturas. Os psicrofilos
apresentam crescimento 6timo a >15 °C e a temperatura maxima de crescimento de 20 °C,
enquanto os psicrotolerantes possuem uma temperatura étima mais elevada e uma temperatura

méaxima acima de 20 °C. Apesar da maioria dos fungos antarticos ser considerada psicrotolerante,
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ambos desempenham um importante papel no ciclo de decomposi¢do neste ambiente (Margesin et
al., 2007; Krishnan et al., 2011).

A grande maioria dos fungos encontrada no ambiente antartico vem sendo caracterizada como
cosmopolita (Ruisi et al., 2007; Arenz et al., 2014), mas existem algumas espécies consideradas
endémicas. De acordo com Ruisi et al. (2007), a maior parte dos fungos registrados na Antartica
encontra-se na forma assexuada e tém ciclos de vida curtos provavelmente para economizar
energia e gerar muitos propagulos para dispersao e sobrevivéncia em condicdes extremas. Além
dessas caracteristicas, 0os fungos possuem outras adaptacdes que 0S permitem sobreviver no
ambiente antartico, como por exemplo, proteinas crioprotetoras e enzimas com maior atividade em

temperaturas mais baixas, entre outras (Robinson, 2001; Xiao et al., 2010).

2.3. Solos ornitogénicos

O termo “solos ornitogénicos” foi proposto pela primeira vez em 1959 e foi aceito para
caracterizar os solos organicos presentes nas areas de col6nias de aves, a principio na Antartica
Continental, sendo posteriormente, estendido para a Antartica Maritima por alguns autores (Allen
& Heal, 1970; Ugolini, 1972; Tatur & Myrcha, 1984). Blume e colaboradores (1997) redefiniram
este termo para “ornitosolos”, sendo utilizado como um sinénimo do primeiro termo.

Durante o verdo, a Antartica é ocupada por diversos mamiferos e aves que utilizam o
continente para descansar, reproduzir e cacar. Assim, grandes quantidades de excretas sdo
deixadas sobre a terra visitada, formando-se assim, 0s solos ornitogénicos, sendo 0s pinguins
considerados 0s principais responsaveis por essa adubacdo natural em areas costeiras (Tatur, 1989;
Tatur, 2002). Estima-se que aproximadamente 10 kg/m? de massa seca de excretas de pinguins sdo
depositadas por ano no continente Antartico, e as fezes formam cerca de 85% (lembrando que as
aves liberam suas excretas na forma de &cido Urico) de todos os depdsitos ornitogénicos deixados
por aves na terra, incluindo também penas, cascas de ovos e carcacas de animais (Tatur & Myrcha,
1984; Aislabie et al., 2009).

Os solos ornitogénicos representam uma importante fonte de matéria organica e nutrientes
para 0s ecossistemas terrestre que os circundam (Tatur, 1989; Ugolini, 1972). Eles apresentam um
alto conteddo de nitrogénio devido a dieta altamente proteica das aves e possuem grande
quantidade de carbono e fésforo derivado das fezes, 0ssos e ovos das aves (Ugolini, 1972). O pH
desses solos &, inicialmente alcalino, mas a acdo da microbiota e do intemperismo sobre eles gera
acidez (Michel et al., 2006). De uma maneira geral, os solos da Antartica Continental sdo

oligotroficos, desprovidos de cobertura organica e assim, segundo Allen & Heal (1970), os solos
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da Antartica Maritima sdo mais diversos e desenvolvidos que os solos da Antartica Continental.
Devido as condicdes de alta salinidade, pisoteio dos animais e da presenca de substancias toxicas
nas excretas das aves, 0 estabelecimento da vegetacdo nesse tipo de solo é retardado, ocorrendo
apenas em manchas ao redor das areas ocupadas ou somente em areas ja abandonadas pelas aves
(Ugolini, 1972; Tatur & Myrcha, 1984; Tatur, 1989; Aislabie et al., 2009). A combinagédo das
caracteristicas fisicas do ambiente antartico com as condi¢fes dos solos ornitogénicos leva a
possibilidade de considerar estes ornitosolos como um ambiente duplamente extremo para alguns

organismos.

2.3.1. Fungos presentes em solos ornitogénicos da Antartica

Em comparacdo aos outros solos presentes na Antartica, denominados de solos minerais, 0S
ornitosolos apresentam maior biomassa microbiana, predominando uma microbiota bacteriana em
solos sob colbnias ativas de pinguins (Aislabie et al., 2009). Os estudos acerca de comunidades
microbianas em solos da Antartica abordaram principalmente as bactérias (Roser et al., 1993;
Bolter et al., 2002; Aislabie et al., 2009). Os fungos estdo presentes nos solos ornitogénicos,
porém, em menor quantidade em comparacdo com as bactérias (Roser et al., 1993; Bolter et al.,
2002; Aislabie et al., 2009). Essa menor presenca de fungos nesse tipo de solo pode estar
relacionada com a presenca de acido acrilico em excretas de pinguins (Boyd, 1967) e uma elevada
atividade quitinolitica e antifungica de algumas bactérias (Pietr, 1986, 1993). Entretanto, 0s
ornitosolos da Antartica parecem apresentar maior nimero e diversidade de fungos em relacéo aos
solos que ndo apresentam tal influéncia bidtica (Azmi & Seppelt, 1998; Onoffri et al., 2000).

De acordo com os estudos realizados até 0 momento na Antartica, a presenca dos fungos nos
ornitosolos se comporta da mesma maneira que nos solos antarticos, em que a maioria dos fungos
pertence ao filo Ascomycota, com poucos representantes Basidiomycota e Zygomycota (Fletcher et
al., 1985; Arenz et al., 2006; Arenz & Blanchette, 2009; Blanchette et al., 2010).

Os fungos filamentosos frequentemente isolados a partir de solos ornitogénicos antarticos séo
pertencentes aos géneros Pseudogymnoascus, Penicillium e Thelebolus. O fungo
Pseudogymnoascus pannorum, anteriormente conhecido como Geomyces pannorum, € celulolitico
e queratinolitico, cresce bem em baixas temperaturas, € frequentemente isolado em solos
ornitogénicos; também j& foi isolado a partir de penas e ninhos da ilha subantartica Signy (Pugh &
Allsopp 1982; Azmi & Seppelt, 1998; Onofri et al., 2000; Adams et al., 2006; Krishnan et al.,
2011; Alias et al., 2013). Espécies de Penicillium (P. biforme, P. cyclopium, P. notatum, P.

commune) apresentam uma grande tolerancia a variagdes de nutrientes, sendo bem adaptados para
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crescer em substratos ricos, podendo justificar a sua frequente presenca em materiais associados a
ninhos de aves (Azmi & Seppelt, 1998; McRae et al., 1999; Bolter et al., 2002). A espécie
Thelebolus microsporus € um fungo cosmopolita, psicrofilico e tipicamente coprofilico, isolado a
partir de solos ornitogénicos e, também, de penas de aves da Antartica (Azmi & Seppelt, 1998; de
Hoog et al., 2005a; Alias et al., 2013). O fungo termofilico e agente causador da aspergilose
aviaria e capaz de causar infec¢des frequentes em imunocomprometidos, Aspergillus fumigatus, ja
foi isolado de solos ornitogénicos da area de Victoria Land (Antartica Continental) (Wicklow,
1968). Entre as leveduras mais frequentemente isoladas em solos ornitogénicos da Antartica,
encontram-se representantes dos géneros Candida e Cryptococcus. Espécies de outros géneros
como Bensingtonia, Leuconeurospora, Leucosporidiella, Nadsonia e Rhodotorula também foram
reportados em tais tipos de solos na Antartica (Vishniac, 1996; Onofri et al., 2000; Arenz et al.,
2006; Arenz & Blanchette, 2009; Vaz et al., 2011).

2.4. Fatores de viruléncia dos fungos para humanos

Dentre as mais de 100 mil espécies de fungos descritas até 0 momento, menos de 400 ja foram
associadas com doencas em humanos e menos de 50 sdo encontradas em mais de 90% de todas as
infeccdes fangicas humanas (Parrish & Riedel, 2014). A partir da segunda metade de 1990 a
deteccdo das infeccBes fungicas aumentou drasticamente como resultado da melhoria dos
diagndsticos, alta frequéncia de cateterismo, instrumentacdo € um nimero crescente de pacientes
imunossuprimidos (Khan et al., 2010).

Adaptacdo as condicBes ambientais € considerada fundamental para a sobrevivéncia de um
fungo durante a infeccdo em hospedeiros humanos; desta forma, fungos patogénicos apresentam
um elevado grau de plasticidade do seu genoma, devido a sua capacidade de propagacdo e
adaptacdo ao seu hospedeiro ou a uma condicdo ambiental especifica conseguindo, assim, lidar
com estresses bioticos e abidticos a que sdo expostos no corpo humano (Cooney & Klein, 2008;
Calo et al., 2013). A exigéncia para adaptacdo ambiental € considerada extrema, uma vez que a
transicdo de um estilo de vida saprobio no ambiente para um estilo de vida parasitario dentro de
um hospedeiro mamifero implica mudangas bruscas em diversos pardmetros ambientais, tais como
temperatura, pH, concentracdo de oxigénio, entre outros (Cooney & Klein, 2008). A capacidade
de um organismo ocupar uma ampla variedade de ambientes, incluindo aqueles rigorosos como
uma superficie de rochas, levou a hipbtese de que a sua capacidade de "oportunisticamente"
metabolizar diversas substancias e habitar varios nichos tambem permite que este fungo habite um

ambiente Gnico como o corpo humano (Bennet, 2009; Baumgardner, 2012).
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De acordo com Casadevall & Pirofski (1999), um micro-organismo €é considerado patogénico
quando € capaz de causar dano ao hospedeiro, incluindo os patégenos classicos e 0s oportunistas.
Dessa forma, um micro-organismo patogénico causa doenca quando o dano sofrido ao hospedeiro
é suficiente para prejudicar a homeostase, que pode ocorrer como resultado da acdo microbiana
direta nos tecidos e/ou como resultado da resposta imunoldgica ao micro-organismo. O sistema
imune adaptativo pode mediar a protecdo, mas também produz respostas que contribuem para a
doenca no hospedeiro (Casadevall, 2007).

Os determinantes da patogenicidade sdo chamados fatores de viruléncia, os quais sao atributos
ou componentes do micro-organismo, que permitem sua sobrevivéncia, crescimento e propagagéo
no hospedeiro (Hogan et al., 1996). Os fatores de viruléncia auxiliam os micro-organismos a
crescer em temperaturas elevadas, facilitam a adesdo, penetracdo e difusdo, ou ainda ajudam a
resistir contra as defesas imunes inatas (Klein & Tebbets, 2007; Khan et al., 2010). O
estabelecimento de uma infeccdo depende de varios fatores, entre eles, o sistema de defesa do
hospedeiro, a via de exposicao fungica, o tamanho do indculo e a viruléncia do micro-organismo.
Assim, um fator de viruléncia isolado ndo é capaz de desencadear uma infec¢do (Casadevall &
Pirofski, 1999). A capacidade de sobreviver a elevada temperatura do corpo humano de 37 °C ¢
essencial para a viruléncia (Cooney & Kilein, 2008; Gostincar et al., 2011). Para fungos que
invadem tecidos profundos, a capacidade de crescer a 37 °C e em pH fisioldgico (x7,4) representa
um fator de viruléncia; além, disso, a transicdo para uma forma parasitaria em razdo de alteracao
na temperatura e/ou nutrientes é essencial para a patogenicidade em fungos dimorficos, como por
exemplo Histoplasma capsulatum e Penicillium marnefiii, pois favorece a instalacdo fungica e
ajuda na protecdo contra o sistema imune do hospedeiro (Klein & Tebbets, 2007; Khan et al.,
2010).

Algumas espécies de leveduras pertencentes ao género Cryptococcus, destacando-se Cr.
neoformans e Cr. gatti, possuem uma capsula polissacaridica que atua inibindo a fagocitose e
impedindo a agéo do sistema imune do hospedeiro (Hogan et al., 1996; McFadden & Casadevall,
2001; Ferreira-Paim et al., 2012). Representantes desse género, além de outros fungos, também
sdo conhecidos por produzirem melanina que protege o fungo de estresses fisicos (como por
exemplo, radiagdo ultravioleta, altas e baixas temperaturas) e oxidativos. As células melanizadas
sdo menos suscetiveis a degradacdo enzimatica e acdo de antifungicos (Hogan et al., 1996;
McFadden & Casadevall, 2001; Olszewski et al., 2010).

Os fungos compreendem a maior parte da biomassa viavel no ar e uma respiragdo humana
média pode conter entre um e 10 esporos de fungos (Fisher et al, 2012). Assim, o trato respiratério

é considerado a principal porta de entrada de esporos fungicos no corpo humano e, desta forma,
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um tamanho compativel com a deposi¢do alveolar é um fator de viruléncia para fungos produtores
de infecgBes por inalacdo de esporos (Hogan et al., 1996; Tomee & Kauffman, 2000). Particulas
com diametros maiores que 10 um tém baixa probabilidade de adentrar a regido nasofaringea,
enquanto particulas entre 5-10 pum de didmetro sdo depositadas principalmente no trato
respiratério superior e aquelas menores que 5 um séo capazes de penetrar nos alvéolos pulmonares
(Ahmed, 2012). Desta maneira, 0s esporos que apresentam diametro menores que 5 um podem ser
considerados mais virulentos.

Alguns fungos produzem enzimas hidroliticas extracelulares (proteinases, lipases, fosfolipases,
gelatinases e ureases) que sdo importantes fatores de viruléncia exercendo papéis ndao s6 na
nutricdo, mas também em nivel de dano tecidual, dissemina¢do no organismo humano, aquisi¢ao
de ferro e resisténcia ao sistema imunologico do hospedeiro (Gostincar et al., 2011). As
fosfolipases atuam na quebra de ligacBes ésteres dos fosfolipideos, que sdo componentes das
membranas bioldgicas, e por isso, causam danos a membrana celular do hospedeiro e estdo
associadas aos processos de adeséo e penetracdo (Santangelo et al., 1999; Khan et al., 2010). As
fosfolipases sdo também, capazes de destruir a substancia surfactante nos pulmdes, facilitando,
com isso, a adesdo do fungo (Vidotto et al., 1996; Karkowska-Kuleta et al., 2009). Tais enzimas
sdo produzidas por espécies de Aspergillus, Candida e Cryptococcus e sdo de grande importancia
no processo de instalacdo no hospedeiro (Khan et al., 2010).

A capacidade dos organismos patogénicos em adquirir ferro ja& se mostrou ser de grande
importancia na sua sobrevivéncia e capacidade de estabelecimento da infeccdo no hospedeiro
mamifero. Uma vez que ndo se encontra ferro livre no hospedeiro humano, a maioria dos
patdégenos adquire esse elemento a partir de moléculas como a hemoglobina. Assim, alguns
patdgenos sdo equipados com um mecanismo que é capaz de causar lise em hemadcias liberando os
ions ferro e supBe-se que com os fungos aconteca de maneira similar (Manns et al., 1994; Luo et
al., 2001; Bonassoli et al., 2005; Aktas & Yigit, 2015). Existem relatos de atividade hemolitica em
espécies de Candida, Cryptococcus, Exophiala, alguns dermatofitos, entre outros (Luo et al.,
2001; Sacristan et al., 2011; Ferreira-Paim et al., 2012; Aktas & Yigit, 2015; Seneviratne et al.,
2015).

de Hoog et al. (2005b) prop6em uma relacdo entre fungos xerotolerantes e patdgenos
humanos. De acordo com este autor, os fungos considerados xerotolerantes sao capazes de crescer
em atividade de agua (aw) <0,85. A conclusdo a que esses pesquisadores chegaram ¢ a de que a
xerotolerdncia e a capacidade de causar infecces em humanos apresentam uma distribuicdo
semelhante em nivel de ordem na classificacdo filogenética dos fungos. Diferentes ordens que

incluem fungos xerotolerantes apresentam também fungos oportunistas. Isto sugere que a estrutura
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genética de cada uma dessas ordens codifica propriedades que sdo Uteis para ambas as estratégias
de vida. Assim, o aparato que o fungo apresenta para sobreviver em ambientes com baixa
atividade de agua o torna capaz de sobreviver a outras condi¢Ges extremas (de Hoog et al., 2005b).

A sensibilidade a antifungicos também é de grande importancia ao se considerar o potencial
patogénico de um fungo, j& que a ocorréncia de resisténcia, tanto intrinseca quanto adquirida, aos
farmacos disponiveis no mercado é recorrente. A resisténcia intrinseca (ou primaria) é encontrada
naturalmente em alguns fungos sem exposicdo prévia ao antifungico, enquanto a resisténcia
adquirida (ou secundaria) se desenvolve apds a exposi¢do ao antifingico (Kanafani & Perfect,
2008). A resisténcia ¢ mensurada como um aumento na concentracdo inibitoria minima (CIM) em
comparacdo aos valores medidos nos organismos sensiveis de referéncia. Os antifungicos
pertencentes a classe dos azolicos sdo os lideres em casos de resisténcia, mas ja existem fungos
resistentes a anfotericina B (classe dos polienos), fluorocitosina (classe dos analogos de

pirimidina) e echinocandinas (Niimi et al., 2010; Arendrup & Perlin, 2014; Perlin et al., 2015).
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3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar a comunidade de fungos presentes em diferentes solos ornitogénicos da

Antértica e identificar os t&xons com potencial patogénico in vitro para humanos.

4. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar amostras de solos ornitogénicos provenientes de diferentes aves em ilhas da
Peninsula Antartica.

e Depositar todos os isolados obtidos na Colecdo de Micro-organismos e Células da
Universidade Federal de Minas Gerais para sua preservagao ex situ e contribuir para a
montagem de uma colecdo tematica de fungos extremofilos da Antértica.

e Identificar os fungos capazes de crescer a 37 °C por meio de técnicas taxondmicas
morfofisioldgicas e moleculares.

e Auvaliar o potencial patogénico dos fungos obtidos por meio da detec¢do de fatores de

viruléncia in vitro.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Area de estudo

As amostras de solos ornitogénicos foram coletadas no Arquipélago Shetland do Sul, nas
Ilhas: Rei George (locais: Rocha Shag, Ponta Vaureal, Ponta Turret, Two Summit), Livingston
(local: Hannah Point) e Half Moon (Figura 1).
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Figura 1 Localizacdo do Arquipélago Shetland do Sul e os locais de coleta.

As coletas foram realizadas em dezembro de 2013, durante a Operacdo Antartica XXXII
do Programa Antartico Brasileiro (PROANTAR). Cinco amostras dos solos das diferentes regides
foram coletadas em tubos conicos de 50 mL esterilizados. Para realizacdo das coletas foram
aprovadas as devidas licencas junto ao Ministério do Meio Ambiente e Marinha do Brasil. As
amostras foram transportadas até o Laboratorio de Sistematica e Biomoléculas de Fungos e
mantidas a -20 °C até o processamento. A localizacdo das areas de coleta foi determinada por

coordenadas geograficas obtidas por meio do Global Positioning System GPS (Tabela 1).
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Tabela 1 Localizagdo dos pontos de coleta e espécie de ave relacionada a cada solo.

Ilhas/locais de coleta Espécie (nome comum) da ave relacionada ao solo Coordenadas geograficas
Ilha Rei George

Rocha Shag Phalacrocorax atriceps (bigua-de-olhos-azuis) 62°11°S; 058°17°W

Ponta Vaureal Macronectes giganteus (petrel-gigante-do-sul) 62°10°S; 058°17°W

Ponta Turret Pygoscelis antarcticus (pinguim-de-barbicha) 62°05'092"S; 057°56'763"W
Two Summit Macronectes giganteus (petrel-gigante-do-sul) 62°14°052”’S; 058°56°436"W

Ilha Livingston

Hannah Point Pygoscelis papua (pinguim-gentoo)
62°39°231”S; 060°36°336”W
Pygoscelis antarcticus (pinguim-de-barbicha)

Ilha Half Moon Pygoscelis antarcticus (pinguim-de-barbicha) 62°35°779”’S; 059°54°088”"W

5.2. Processamento das amostras

5 Com o auxilio de pincas e espatulas esterilizadas, 1 g de cada amostra de solo foi inoculado
em 9 mL de solucéo salina 0,85% e, posteriormente, 100 pL da diluicio 10 foram plaqueados
nos meios descritos a seguir, suplementados com 0,02% de cloranfenicol (Sigma, EUA) para
inibir o crescimento de bactérias. Apds até 60 dias de incubacao os isolados foram purificados em
novas placas de agar YM.

10 1. Agar YM (Agar Malte Levedura 0,3% extrato de malte, 0,3% de extrato de levedura, 1%
glicose, 0,5% peptona, 2% é&gar) e, posteriormente, incubado a 37 °C a fim de reproduzir a
temperatura humana corporal;

2. Agar DG18 (Acumedia®, india) suplementado com 18% glicerol e incubados a 15 e 37 °C, a
fim de isolar fungos xerofilicos;

15 3. Agar Sangue (Agar Sabouraud: 2% glicose, 1% peptona, 0,5% extrato de levedura, 2% &gar;
suplementado com 3% de glicose e 7% de sangue de carneiro desfibrinado, pH 5,6) e
incubacdo a 25 °C, com o intuito de visualizar halos de hemdlise e, portanto, isolar fungos

com atividade hemolitica;
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4. Agar YM ajustado para o pH 4 e incubacio a 15 e 37 °C; com o objetivo de simular o pH
vaginal é em torno de 4 (Davis, 2009);

5. Agar YM com pH ajustado a 7 e incubacéo a 15 e 37 °C; considerando que o pH do sangue
humano e tecidos fica em torno de 7 (Davis, 2009);

6. Agar YM com pH ajustado a 9 e incubagdo a 15 e 37 °C; sendo que o trato digestivo pode
apresentar valores de pH acima de 8 (Davis, 2009).

Além disso, foi realizado um enriquecimento adicionando 1 g de cada amostra de solos em
tubos contendo 9 mL de caldo YM acrescido de 1 pug/mL de anfotericina B (Sigma, EUA)
protegido da luz e incubados a 15 °C por 7 dias, sob agitacdo. Este procedimento teve como
objetivo selecionar o crescimento dos fungos resistentes a essa concentra¢do do antifungico. Apos
crescimento microbiano, determinado por turvagdo do meio, foi realizado o plagueamento de 100

ML em &gar YM. As placas foram incubadas a 15 °C.

5.3. Isolamento e preservacéo dos fungos

Apos crescimento a 15 °C por 15 dias, os fungos filamentosos obtidos foram preservados em
duplicata em agua destilada esterilizada (Castellani, 1967) e em glicerol 15% a -80 °C. As culturas
puras das leveduras foram inoculadas em meio GYMP (glicose 2%, extrato de levedura 0,5%,
extrato de malte 1% e de fosfato de sddio 0,2%) e ap6s o periodo de 24-48 horas a 15 °C foi
acrescido 20% glicerol e depositadas no ultrafreezer a -80 °C. Todos os isolados obtidos foram
armazenados na Colecdo de Micro-organismos e Células do Departamento de Microbiologia do

Instituto de Ciéncias Biologicas da UFMG.
5.4. Teste de termotolerancia

Os isolados obtidos a partir do processamento das amostras incubadas a 15 e 25 °C, também
foram submetidos a teste de crescimento a 37 °C. Todos os fungos que cresceram a 37 °C

(incluindo aqueles obtidos do processamento inicial selecionados a 37 °C) foram selecionados

para 0s posteriores ensaios de viruléncia e submetidos a identificagdo molecular.
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5.5. Identificacéo dos fungos

As culturas dos isolados de fungos filamentosos obtidas foram fotografadas (frente e verso) e
agrupadas de acordo com as seguintes caracteristicas macromorfoldgicas: cor da colonia (frente e
verso), textura da superficie (frente e verso), aspecto da borda e producdo de pigmentos. As
leveduras foram agrupadas de acordo com as caracteristicas macromorfolégicas das col6nias (cor,
tamanho, borda, forma, aspecto e textura).

Os fungos filamentosos e as leveduras foram submetidos a analise molecular por meio da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizando-se o iniciador (GTG)s, de acordo com
Lieckfeldt e colaboradores (1993). Com base no perfil eletroforético dos produtos amplificados
por PCR com o iniciador (GTG)s, um isolado dentre os que apresentaram um mesmo padrdo de
bandas foi selecionado para sequenciamento. No caso das leveduras, para o sequenciamento dos
dominios D1/D2 da subunidade maior do DNA ribossomal foram utilizados os iniciadores NL1 e
NL4. No caso dos fungos filamentosos, para o sequenciamento da regido espacgadora transcrita
interna ITS1-5.8S-1TS2 da regido génica do rRNA, foram utilizados os iniciadores ITS1 e ITS4.
Além disso, alguns taxons de fungos filamentosos, também foram submetidos ao sequenciamento

dos fragmentos génicos da B-butulina e RNA polimerase 11 (RPB2).

5.5.1. Extracdo de DNA

5.5.1.1. Leveduras

Para extracdo do DNA total, os isolados foram crescidos em agar YM. Ap0s o crescimento, as
colénias foram ressuspendidas em 100 pL de tampdo de lise (Tris-HCI —
trishidroximetilaminometano 0,05M, EDTA — &cido etilenodiamino tetra-acético 0,005M, NaCl
0,1M e SDS - sodio dodecil sulfato 1% (p/v)) e incubadas em banho-maria a 65 °C por 30
minutos. Decorrida essa etapa do processo, foram adicionados 100 pL de fenol:cloroférmio:éalcool
isoamilico (25:24:1 — Sigma,EUA) aos tubos e 0s mesmos vedados com parafilme,
homogeneizados em vortex e centrifugados a 14.000 r.p.m. durante 15 minutos. O sobrenadante
foi retirado com auxilio de pipeta e transferido para outro tubo, ao qual foi adicionado isopropanol
(Merck) (v/v). Os tubos foram homogeneizados por inversdo e deixados em repouso a temperatura
ambiente durante 15 minutos para precipitacdo do DNA. Apds essa etapa, 0s tubos foram
centrifugados a 14.000 r.p.m. por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado por inversao, e ao

pellet formado foi acrescentado 200 pL de etanol 70 % (Merck) refrigerado. Efetuou-se
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novamente uma centrifugacdo a 14.000 r.p.m. por 10 minutos. O sobrenadante foi novamente
descartado por inversdo e uma segunda lavagem com 200 plL de etanol 70 % gelado ¢
centrifugacdo a 14.000 r.p.m. por 10 minutos foram realizadas. Apds o descarte do sobrenadante
por inversao, os tubos foram incubados overnight a temperatura ambiente para total evaporacdo do
etanol. Apos essa etapa, o DNA foi ressuspendido em 50 uL. de tampao Tris-EDTA 0,1M (TE) pH
8,0 e estocado a -20 °C.

5.5.1.2. Fungos filamentosos

A extracdo de DNA total foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Rosa et al.
(2009), com modificacBes. Os fungos filamentosos foram crescidos por sete dias em YM e entdo
fragmentos de micélio foram colocados em tubos de 1,5 mL acrescidos de 400 pL de tampao de
lise (Tris-HCI — trishidroximetilaminometano 0,05 M, EDTA — 4cido etilenodiamino tetra-acético
0,005 M, NaCl 0,1 M e SDS — sodio dodecil sulfato 1%) e deixado a — 20 °C até o momento da
extracdo de DNA. O micélio foi triturado com auxilio de esferas de aco inoxidavel (beads) em um
homogeneizador Next Advance Bullet Blender®. Em seguida, foram adicionados 162 pL de
CTAB (Tris 2M, NaCl 8,2%, EDTA 2M e CTAB 0,2%), seguido de homogeneizacéo e incubagéo
por 30 minutos a 65 °C. Posteriormente, foram acrescentados 570 pl da mistura
cloroférmio/alcool isoamilico (24:1). Ap6s homogeneizacao, o tubo foi incubado por 30 minutos a
0 °C (em gelo). Em seguida, o contetdo foi centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos e o
liquido sobrenadante transferido para um novo tubo de 1,5 mL, e acrescentado 10% do volume de
uma solucdo de acetato de sodio 3 M. O tubo foi vertido para homogeneizacgdo, incubado a 0 °C
por 30 minutos e centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para
um novo tubo e, em seguida, adicionado 50% do volume de isopropanol (Merck) e a suspensédo foi
gentilmente homogeneizada. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 13.200 r.p.m. por 5
minutos e o sobrenadante desprezado por inversdo. Em seguida, foram adicionados 200 uL de
etanol 70% (Merck) gelado, sendo os tubos homogeneizados e submetidos a centrifugacdo a
13.200 r.p.m. por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado novamente por inversdo e os tubos
deixados por 2 minutos para secar. Foi feita mais uma lavagem com 200 pL de etanol 70%
(Merck) gelado e, por altimo, mais uma centrifugacdo 13.200 r.p.m. por 5 minutos, seguido de
descarte do sobrenadante. A amostra foi deixada a temperatura ambiente overnight para secagem,
e entdo foi adicionado 50 pL de Tris-EDTA (Tris-HCI 0,01 M e EDTA 0,001 M). A amostra foi
incubada a 65 °C por 60 minutos para hidratagdo do DNA e, posteriormente, armazenada em

freezer a -20 °C.
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5.5.2. Obtengéo de amplicons

5.5.2.1. Amplificacdo utilizando o iniciador (GTG)s

Para confirmagdo do agrupamento macromorfoldgico, os isolados foram submetidos a PCR
(Reacéo em Cadeia da Polimerase) fingerprinting utilizando o iniciador (GTG)s para amplificacéo
de regides de microssatélite, conforme descrito por (Lieckfeldt et al., 1993). A PCR foi realizada
para um volume final de 25 pL contendo de 1,0 a 5,0 uL. de DNA (variando de acordo com a
concentracdo do DNA, a qual deve estar entre 50-500 ng/uL), 2,0 uL do iniciador (GTG)s 10
pumol® (MWG Biotech), 2,5 pL de tampdo de PCR 5X (Fermentas), 1,5 uL de MgCl> 25mM, 1,0
puL de ANTP 10 mM, 0,2 uL. de Taq DNA polimerase SU (Fermentas) e o volume final
completado com agua ultrapura esterilizada. As reacGes de PCR foram realizadas utilizando o
termociclador PCR Express (Valpo.protect - Eppendorf). O programa consistiu de uma
desnaturacdo inicial a 94 °C por cinco minutos, seguido por 40 ciclos de 15 segundos de
desnaturacdo a 94 °C, 45 segundos de anelamento a 55 °C e 90 segundos de extensdo a 72 °C, e
uma extensao final por 6 minutos a 72 °C. Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese
em gel de agarose 1,5%, em tampao TBE 0,5X (54 g de tris base, 27,5 g de acido borico, 20 mL
de EDTA 0,5M, pH 8,0), eluidos durante aproximadamente uma hora e meia a 80 V. As bandas
foram coradas com solugdo de GelRed™ (Biotium), e os géis visualizados sob luz ultravioleta e

fotografados pelo sistema de foto-documentacdo de gel (Vilber Lourmat, Franca).

5.5.2.2. Amplificacdo utilizando iniciadores NL-1 e NL-4

Das leveduras que apresentaram perfis moleculares iguais um isolado foi selecionado para o
sequenciamento da regido D1/D2 da subunidade maior do rDNA, utilizando os iniciadores NL-1
(5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’) e NL-4 (5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3%),
segundo Lachance e colaboradores (1999). A reacdo de PCR foi realizada em um volume final de
50 uL contendo 5 puL de tampao de PCR 10X (Fermentas), 3 uL de MgCl> 25 mM (Fermentas), 2
pL de dNTP 10 mM, 1 pL de cada iniciador NL-1 e NL-4 a 10 pmol? (Invitrogen), 1 a 5 pL do
DNA (de modo que a reacdo final contenha entre 50 e 500 ng), 0,2 uL. de TagDNA polimerase
1.25 U (Fermentas) e agua ultrapura esterilizada q.s.p. 50 pL. As reagdes de PCR foram realizadas
utilizando o termociclador MastercycleproS (Eppendorf, EUA). O programa de ciclagem consistiu
de uma desnaturacédo inicial a 95 °C por 2 minutos, seguido por 35 ciclos de 15 segundos de
desnaturacdo a 95 °C, 25 segundos de anelamento do iniciador a 54 °C e 20 segundos de extenséo
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a 72 °C, e uma extensdo final por 10 minutos a 72 °C. Os amplicons foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,0% (Pronadisa), em tampdo TBE 0,5X, eluidos durante
aproximadamente 30 minutos a 120 V. As amostras foram coradas pela adicdo de GelRed™
(Biotium), visualizadas sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacédo de

gel (VilberLourmat, Franca).

5.5.2.3. Amplificacéo utilizando os iniciadores ITS-1 e ITS-4

Para amplificacdo da regido transcrita interna ITS1-5.8S da regido do gene rRNA foram
utilizados 0S iniciadores ITS-1 (TCCGTAGGTGAACCTGCGG) e ITS-4
(TCCTCCGCTTATTGATATGC), conforme descrito por White e colaboradores (1990). A reacdo
de PCR foi realizada em um volume final de 50 pL contendo 5 pL de tampao de PCR 10X
(Fermentas), 3 pL de MgCl, 25mM (Fermentas), 2 uL. de ANTP 10 mM, 1 pL de cada iniciador
ITS1 e ITS4 a 10 pmol™? (Invitrogen), 0,2 uL. de Taqg DNA polimerase 1,25U (Fermentas),1 a 5 uL
do DNA (de modo que a reacdo contenha entre 50 a 500 ng) e agua ultrapura esterilizada g.s.p. 50
uL. As rea¢des de PCR foram realizadas utilizando o termociclador MastercycleproS (Eppendorf,
EUA). O programa de ciclagem consistiu de uma desnaturacéo inicial a 94 °C por 5 min, seguido
por 35 ciclos de 1 minuto de desnaturacdo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 55 °C, 1 minuto de
extensdo a 72 °C, e uma extensdo final por 5 minutos a 72 °C. Os amplicons foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,0% (Pronadisa), em tampdo TBE 0,5X, eluidos durante
aproximadamente 30 minutos a 120 V. As amostras foram coradas pela adicdo de GelRed™
(Biotium), visualizadas sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacgéo de

gel (Vilber Lourmat, Franca).

5.5.2.4 Amplificacao do fragmento génico da f-tubulina

Para amplificacdo do fragmento génico da B-tubulina foram utilizados os iniciadores BT2a
(GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC) e BT2b (ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC),
conforme descrito por Glass & Donaldson (1995). A PCR foi realizada em um volume final de 50
uL contendo de 1,0 a 5,0 uL de DNA (de modo que a reagdo contenha entre 50-500 ng/uL), 1,0
uL de cada iniciador BT2a ¢ BT2b 10 umol? (Invitrogen), 5,0 pL de tampio de PCR 10X
(Fermentas), 3,0 uL de MgCl; 25 mM, 2,0 uL de dNTP 10 mM, 0,2 uL. de Taqg DNA polimerase
1.25U (Fermentas) e o volume final completado com agua ultrapura esterilizada. As reagdes de

PCR foram realizadas utilizando o termociclador MastercycleproS (Eppendorf, EUA). O
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programa consistiu de uma desnaturacdo inicial a 94 °C por 5minutos, seguido por 35 ciclos de 1
minuto de desnaturagéo a 94 °C, 1 minuto de anelamento a 59 °C e 90 segundos de extenséo a 72
°C e uma extensdo finalpor 7 minutos a 72 °C. Os amplicons foram analisados por eletroforese em
gel de agarose 1,0% (Pronadisa), em tampdo TBE 0,5X, resolvidas durante aproximadamente 30
minutos a 120 V. As amostras foram coradas pela adi¢do GelRed™ (Biotium), visualizadas sob
luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacéo de gel (VilberLourmat, Franca).

5.5.2.5. Amplificacdo fragmento génico da RNA polimerase Il

Para amplificacdo parcial da RNA polimerase Il (RPB2) foram utilizados os iniciadores RBP2
5F (GAYGAYMGWGATCAYTTYGG) e RPB2 7R (CCCATRGCTTGYTTRCCCAT) conforme
descrito por Malkus et al. (2006). A PCR foi realizada em um volume final de 50 uL contendo de
1,0 a 5,0 uL de DNA (de modo que a reacdo contenha entre 50-500 ng/uL), 1,0 uL de cada
iniciador RBP2 5F e RPB2 7R a 10 25 umol™? (Invitrogen), 5,0 pL de tampdo de PCR 10X
(Fermentas), 3,0 uL de MgCl, mM,2,0 uL. de ANTP 10 mM, 0,2 pL. de Tag DNA polimerase
1.25U (Fermentas) e o volume final completado com agua ultrapura esterilizada. As reacbes de
PCR foram realizadas utilizando o termociclador MastercycleproS (Eppendorf, EUA). O
programa consistiu de uma desnaturacgéo inicial a 94 °C por 3 minutos, seguido por 35 ciclos de 20
segundos de desnaturacdo a 94 °C, 55 segundos de anelamento a 55 °C e 1 minuto de extensdo a
72 °C e uma extensdo final por 10 minutos a 72 °C. Os amplicons foram analisados por
eletroforese em gel de agarose 1,0% (Pronadisa), em tampdo TBE 0,5X, resolvidas durante
aproximadamente 30 minutos a 120 V. As amostras foram coradas pela adicio GelRed™
(Biotium), visualizadas sob luz ultravioleta e fotografados pelo sistema de foto-documentacédo de

gel (VilberLourmat, Franca).

5.5.3. Purifica¢é@o dos produtos de PCR

Os amplicons gerados pela reagdo de PCR foram purificados utilizando etanol-EDTA. Ao
produto de PCR (47 pL) foram adicionados 11,25 pL. de EDTA e 141 pL de etanol absoluto e
deixados a temperatura ambiente por 15 minutos. O tubo foi centrifugado a 13.200 r.p.m. por 25
minutos e o sobrenadante descartado por inversao. A seguir, foram adicionados 120 pL de etanol
70% gelado, o tubo centrifugado a 13.200 r.p.m. por 10 minutos e o etanol descartado por
inversdo. O tubo foi deixado a temperatura ambiente para evaporacdo de todo o excesso de etanol.

Foram adicionados 10 puL de agua e o conteido do tubo homogeneizado em vortex por 15
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segundos. Em seguida, o tubo foi incubado em banho-maria a 37 °C por 40 minutos. O produto da
PCR obtido foi dosado em NanoDrop ND 1000 (NanoDrop Technologies, EUA) e armazenado a -

20 °C até o momento da reacdo de sequenciamento.

5.5.4. Reacdo de sequenciamento e precipitacdo das amostras

As reacdes de sequenciamento foram realizadas utilizando o kit Big Dye versdo 3.1 (Applied
Biosystems, EUA) em combinacdo com o sistema de sequenciamento automatizado ABI 3730
(Applied Biosystems, EUA). A reacdo de sequenciamento foi realizada em microplacas de 96
pogos (Applied Biosystems, EUA) preparada para um volume final de 10 uL, em que foram
colocados: 1 pL do inciador (5 pmol™), 1 pL de tampao (presente no kit de sequenciamento), 1 pL
de Big Dye, 1 a 5 pL de DNA (de modo que a reagdo final contenha entre 5 e 20 ng) e o restante
de &gua para injecdo esterilizada para completar o volume. O programa de ciclagem utilizado
consistiu de uma desnaturacéo inicial a 36 °C por 1 minuto, 36 ciclos de anelamento a 96 °C por
15 segundos, seguido por 15 segundos de extensdo a 50 °C e 4 minutos de extenséo final a 60 °C.

Os produtos do sequenciamento foram submetidos ao processo de precipitacio com o
acréscimo de 1 pl. de EDTA a 125 mM, 1 pL de acetato de amonio e 50 puL de etanol 96%
(Merck), em cada poco. A placa foi homogeneizada com auxilio de um vortex brevemente e entdo
incubada por 15 minutos a temperatura ambiente, protegida da luz. Apds incubacdo, as amostras
foram centrifugadas por 45 minutos a 3.700 r.p.m. a temperatura ambiente e o sobrenadante
descartado por inversdo. Em seguida, foram acrescentados 100 pL de etanol 70% (Merck) e as
amostras novamente centrifugadas por 15 minutos a 3.700 r.p.m. a temperatura ambiente. Ap6s a
centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado por inversdo e em cada pogo foi acrescentado 10 pL
de Formamida HI-DI (Applied Biosystems, EUA). A placa foi armazenada a 4 °C, protegida da

luz, até injecdo das amostras no sistema automatizado ABI 3730 (Applied Biosystems, EUA).

5.5.5. Andlise computacional das sequéncias

As sequéncias de DNA foram comparadas com as sequéncias de espécies tipo ou referéncia de
fungos depositadas no GenBank e pertencentes a cole¢fes de culturas internacionais, utilizando o
programa BLASTnN (Basic Local Alignment Serch Tool — versdo 2.215 do BLAST 2.0) disponivel
no portal NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/), desenvolvido pelo National Center For
Biothecnology. Os fungos que apresentaram sequéncias com valor de E = 0, cobertura e identidade

>99%, bem como proximidade quando analisadas filogeneticamente utilizando o programa
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MEGA 6 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis) (Tamura et al., 2013) foram considerados
como pertencentes & mesma espécie. Para fungos com sequéncias com valor de E diferente de 0 e
cobertura e identidade <98%, foram identificados em nivel de género ou niveis hierarquicos mais
altos apos a analise filogenética. Além disso, para alguns taxons o termo ‘cf.’ (latim for confer =
comparado com) foi utilizado para indicar a espécie a qual se assemelha, mas apresenta pequenas
diferencas com a espécie referéncia.

Para identificacao molecular foram utilizadas as sequéncias >350 pares de bases. As arvores
filogenéticas foram construidas utilizando o algoritmo de Neighbor-joining. O modelo Maximum
composite likelihood foi usado para estimar a distancia evolucionaria. Uma anélise de bootstrap
foi feita com 1.000 repeti¢des utilizando os programas incluidos no MEGA 6. Informagdes sobre
0s niveis hierarquicos utilizados na taxonomia dos fungos foram obtidos no MycoBank
(http://www.mycobank.org/), Index Fungorum (http://www.indexfungorum.org/) e Kirk et al.
(2008).

5.6. Determinacao da similaridade entre as comunidades fungicas

A similaridade entre as comunidades fungicas presentes nos diferentes ornitosolos da
Antértica foi estimada utilizando o coeficiente de Sorensen (QS) representado pela formula: QS =
2C/(A+B), onde A e B representam 0 nimero de espécies na area A e B, respectivamente, e C 0
nimero de espécies presentes em comum nas duas areas. O indice foi calculado utilizando o
programa PAST 1.90 (Hammer et al., 2001).

5.7. Ensaios dos fatores de viruléncia

5.7.1. Crescimento a 40 °C

De acordo com Robert & Casadevall (2009), para cada 1 °C adquirido na temperatura do
corpo humano, cerca de 6% das espécies de fungos sdo excluidos como potenciais agentes
patogénicos. Assim, a febre, uma resposta fisiolégica a infec¢do ou lesdo no qual ocorre um
aumento temporario da temperatura humana corporal, pode reduzir significativamente a
capacidade de sobrevivéncia e colonizacdo de espécies fangicas (Hasday et al., 2000; Robert &
Casadevall, 2009). Dessa forma, os fungos selecionados foram submetidos ao crescimento a 40 °C

como uma simulagéo de febre alta no hospedeiro humano.
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Discos de 4 mm de crescimento dos fungos filamentosos e uma suspensdo de 10 pL das
leveduras ajustada para turvagdo N° 0,5 da escala de McFarland (1 x 10° a 5 x 10° células por mL,
70% de transmitancia a 530 nm) foram inoculados no centro de placas de Petri contendo agar YM
a 40 °C por até 15 dias. Os resultados foram determinados em presenca e auséncia de crescimento.

O ensaio foi realizado em triplicata.

5.7.2. Atividade hemolitica

Os fungos selecionados foram inoculados em agar sangue a fim de verificar a capacidade
hemolitica dos isolados. Para as leveduras foi preparado um inéculo a partir de uma alcada de
células novas (até 5 dias de crescimento) de cada taxon ressuspendida em 2 mL de solucdo salina
esterilizada (0,85% de NaCl), a qual foi ajustada para turvacdo equivalente a solucdo-padrdo da
escala de McFarland 0,5 em comprimento de onda de 530 nm. Esse procedimento fornece as
suspensodes-padréo das leveduras contendo 1 x 10° a 5 x 10° células por mL, o que corresponde a
70% de transmitancia. Posteriormente, 10 pL foram inoculados no centro da placa de Petri
contendo o meio agar sangue. O indculo dos fungos filamentosos consistiu em um disco de 4 mm
de didmetro da parte marginal do crescimento de cada fungo.

As placas contendo os indculos das leveduras foram incubadas por 7 dias a 37 °C e aquelas
com os fungos filamentosos por 7 dias a 25 e 37 °C. Ao realizar o teste de atividade hemolitica de
fungos filamentosos em duas temperaturas, 25 e 37 °C, a intencdo foi avaliar se havia variacdo no
resultado devido a variacdo da temperatura, ja que os protocolos disponiveis na literatura sao
diversos e a temperatura de incubacdo varia desde 25 até 37 °C. Os protocolos disponiveis para
dermatofitos, geralmente, utilizam temperaturas entre 25 e 30 °C (Schaufuss et al., 2007; Dogen et
al., 2015; Aktas & Yigit, 2015). Diante da existéncia de relatos de isolamento de fungos
queratinofilicos (relacionados filogeneticamente com dermatdéfitos) a partir de solos ornitogénicos
(Bolter et al., 2002), a temperatura de 25 °C foi escolhida, de acordo com a literatura, para
abranger esse tipo de fungos, caso fossem obtidos no trabalho. A presenca de hemolise foi
detectada como um halo ao redor da colénia (halo transparente = beta hemdlise (completa), halo
esverdeado= alfa hemdlise (parcial) e auséncia de halo=gama hemolise (ausente). O index
hemolitico (Hi) foi calculado como a raz&o entre o diametro da colonia e o didmetro da colonia
mais o halo transparente. Quando Hi for igual a 1, a amostra foi negativa para atividade
hemolitica; se Hi for menor que 1, a amostra foi considerada positiva (Price et al, 1982). Como
controle positivo foi utilizado Candida albicans ATCC 10231 e como controle negativo Candida

parapsilosis ATCC 22019. O ensaio foi realizado em triplicata.
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5.7.3. Crescimento em meio YM com diferentes faixas de pH

Os fungos selecionados foram submetidos ao crescimento em agar YM com pH ajustado para
4 (proximo ao pH vaginal), 7 (préximo ao pH de tecidos e sangue humano), 9 (proximo ao pH
intestinal) e incubados a temperatura de 37 °C (Davis, 2009). Os resultados foram classificados

em presenca e auséncia de crescimento. O ensaio foi realizado em triplicata.

5.7.4. Didmetro dos esporos

Os esporos dos fungos tiveram o seu maior didmetro mensurado apds a incubacdo em &gar
batata dextrosado (BDA, Difco) as temperaturas de 15 e 25 °C, por meio do preparo de lamina a
fresco e visualizacdo em microscépio dptico Leica (Modelo DM750, Alemanha). Foram medidos

20 esporos de cada fungo, sendo realizada uma média dos valores e com desvio padrao.

5.7.5. Producao de fosfolipase in vitro

O teste para verificacdo da producdo de fosfolipase foi realizado segundo o método descrito
por Price e colaboradores (1982) com modifica¢fes. Foi preparado um meio base contendo agar
Sabouraud dextrose, 57,5 g de cloreto de sédio, 0,50 g de cloreto de calcio em 900 mL de agua
destilada. O meio foi autoclavado e, apds o resfriamento até 40 °C foram adicionados 200 mL de
uma emulsdo de gema de ovo (50% gema de ovo, 50% solucéo salina). Os inéculos foram obtidos
da mesma forma realizada para o teste hemolitico. As placas foram incubadas a 30 °C por até 10
dias. A atividade de fosfolipase (Pz) foi calculada como a razdo entre o diametro da coldnia e o
diametro da col6nia mais a zona de precipitacdo. Os resultados foram interpretados como descrito
anteriormente para a atividade hemolitica. Como controle positivo foi utilizado Candida albicans

ATCC 10231. Os testes foram realizados em triplicata.

5.7.6. Teste de sensibilidade a anfotericina B

Os fungos que apresentaram crescimento a 37 °C foram avaliados quanto a sensibilidade ao
antifungico anfotericina B (Sigma, EUA). Para tal determinacdo, foi utilizado o teste de
concentracdo inibitéria minima (CIM) de acordo com os documentos M27-A3, referente as
leveduras e M38-A2 para fungos filamentosos, ambos obtidos a partir do Clinical and Laboratory
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Standards Institute (CLSI, 2008). O meio utilizado para esta metodologia foi 0 RPMI-1640 (com
glutamina, sem bicarbonato e com o indicador de pH, vermelho de fenol). A solugéo estoque da
anfotericina B foi preparada em dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma/EUA) em concentracdo 10 vezes
a maior concentracdo testada. As concentrac6es de anfotericina B testadas foram de 0,015 pg/mL
a 8 ng/mL. Para os testes, a solucdo estoque foi diluida cinco vezes com RPMI para se conseguir
uma concentragdo de duas vezes a necessaria e em seguida foram feitas as dilui¢Ges.

Para o preparo dos inoculos das leveduras, colonias jovens dos isolados foram ressuspendidas
em 5 mL de solucéo salina esterilizada 0,145 mol/L (8,5 g/L NaCl; salina a 0,85%). As suspensdes
resultantes foram homogeneizadas em vortex por aproximadamente 15 segundos e as densidades
celulares, ajustadas com espectrofotdmetro, acrescentando-se solucdo salina suficiente para obter a
transmitancia de 75-77 % a 530 nm equivalente aquela de uma solucdo-padrdo da escala de
McFarland 0,5. Esse procedimento fornece as suspensdes-padrao das leveduras contendo 1 x 10° a
5 x 10° células por mL. Estas suspensdes foram diluidas 1:50 e depois 1:20 com o meio de cultura
RPMI para se obter as densidades dos indculos necessarios para o teste duas vezes concentradas
(de 1 x 10% a5 x 10° células por mL).

Para o preparo dos indculos dos fungos filamentosos, as colnias, de aproximadamente 7 dias,
foram cobertas com 1 mL de solucdo salina (0,85% de NaCl) esterilizada. O liquido contendo os
esporos ou fragmentos de hifas foi transferido para um tubo de ensaio esterilizado e apos
sedimentacdo, por decantacdo em repouso de 3 a 5 minutos a temperatura ambiente, 0
sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio esterilizado e homogeneizado em vortex por
aproximadamente 15 segundos. As densidades das suspensdes dos esporos foram mensuradas e
ajustadas para uma transmitancia de acordo com o tamanho dos esporos de cada espécie fungica a
530 nm. Para isolados dos géneros Aspergillus spp. a transmitancia variou de 80 a 82%, para 0s
isolados de Rhizopus spp. de 68 a 70% e para espécies de Penicillium e Byssochamys variou de
73-75%. Estas suspensfes foram diluidas 1:50 com o meio de cultura correspondendo a 2x a
densidade necessaria de 0,4 x 10* a 5 x 10 células/mL aproximadamente.

Os testes foram realizados em placas de 96 pogos. A coluna 1 foi o controle de esterilidade, na
qual foi inoculado somente o meio de cultura. Nas colunas de 2 a 11 foram inoculados 100 pL das
dilui¢bes da anfotericina B 2X. A fileira 2 continha a maior concentracdo da droga antifungica e a
fileira 11 a menor concentragdo. Nas fileiras, a partir do segundo pogo, foram inoculados 100 pL.
da suspensdo dos indculos duas vezes concentrados. O volume final de cada poco foi de 200 pL,
de forma que tanto as concentragdes da droga quanto as concentra¢fes dos indculos diminuiram
de 2X para 1X, atingindo assim os valores desejados. Os pocgos de controle positivo de

crescimento (fileira 12) continham 100 pL de meio, sem droga, inoculados com 100 pL das

37



10

15

20

25

30

suspensdes 2X concentradas dos indculos. As microplacas foram incubadas a 37 °C por até 48
horas. Para leitura do ensaio foi observado a presenga ou auséncia de crescimento visivel nos
pocos. As concentragcdes inibitorias minimas foram determinadas a partir das menores
concentragcdes da droga que levaram a uma reducdo de 100% do crescimento dos fungos. Os
valores de referéncia para os testes de sensibilidade in vitro (ug/mL) para leveduras sdo os
sugeridos para Candida spp. de acordo com protocolo CLSI (M27-A3, 2008b), ja que ndo existem
testes padronizados para as espécies de leveduras pertencentes a outros géneros. Os valores de
CIM para anfotericina B ainda ndo estdo bem estabelecidos, mas quando se obtém um valor acima
de 1 pg/mL para um isolado de Candida spp. é provavel que o isolado seja resistente a
anfotericina B (CLSI, M27-A3, 2008b). Da mesma maneira determinada para as leveduras, ainda
ndo existem dados suficientes para classificar os fungos filamentosos em resistentes a determinado
antifangico, mas o CLSI (M38-A2, 2008a) sugere alguns valores de referéncia para os testes de
sensibilidade com fungos filamentosos. De maneira geral, se a CIM for >4, o fungo pode ser

resistente a anfotericina B.

5.7.7. Teste da Tinta Nanquim (Tinta da China) e cultivo em Agar Niger

Os isolados identificados como pertencentes ao género Cryptococcus foram submetidos ao
teste utilizando tinta nanquim para visualizacdo daquelas leveduras que possuem capsula
polissacaridica. A capsula que circunda a célula ndo se cora com a tinta resultando em células
claras em contraste com um fundo negro (lkeda & Maeda, 2004). Uma gota de tinta nanquim foi
colocada sobre uma lamina e uma algada da levedura, cultivada em meio Agar YM a 37 °C, foi
inoculada sobre a tinta. A preparacdo foi coberta com uma laminula e levada para observacédo ao
microscopio optico Leica (Modelo DM750, Alemanha) utilizando objetivas de 10X e 40X de
aumento. As leveduras foram inoculadas em Agar Niger (10% Guizotia abyssinica, 1% glicose,
0,1% KH2PO4, 2% &gar) e incubadas a 37 °C por até 8 dias com o intuito de identificar aqueles
isolados capazes de produzir melanina. Este pigmento é revelado pela coloracdo marrom das
colénias quando o fungo cresce em meios que contém compostos fendlicos ou polifendlicos na sua
composicdo, como é o caso da semente de Niger (Guizotia abyssinica). A enzima lacase presente
na levedura atua sobre esse substrato, gerando quinonas como produtos, que sofrem um processo
de autopolimerizacéo, transformando-se em melanina. Esta fica retida na parede celular do fungo,
sendo responsavel pela expressdo do pigmento escuro mostrado pelas coldnias (Casadevall et al.,
2000). Foi utilizada como espécie referéncia Cryptococcus neoformans ATCC 28957, o qual é

capaz de produzir melanina e € uma levedura encapsulada.
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6. RESULTADOS

6.1. Isolamento, termotolerancia, identificacéo e similaridade dos fungos

Ao final das coletas, 35 amostras de ornitosolos foram obtidas de Ilhas antarticas a partir de
quatro espécies de aves. Ao final do processamento foram obtidos 481 isolados fungicos (368
fungos filamentosos e 113 leveduras) nas diferentes condi¢Oes de isolamento (Tabela 2). Todos os
fungos obtidos foram avaliados quando a capacidade de crescer a 37 °C, dos quais 50 (17

leveduras e 33 fungos filamentosos) apresentaram crescimento (Tabela 2).

Tabela 2 Nimero de isolados obtidos ap6s processamento das amostras de solos ornitogénicos e

capacidade de crescer a 37 °C.

L ) Fungos

Condicoes de isolamento . Leveduras  Total
filamentosos

2Y M suplementado com Anfotericina B 54 (2) 15 (0) 69 (2)
®DG18 suplementado com 18% glicerol 15 °C 0 2 (0) 2 (0)
Agar Sangue incubado a 25 °C 36 (5) 27 (2) 63 (7)
YM ajustado a pH 4 e incubado a 15 °C 92 (2) 32 (3) 124 (5)
YM ajustado a pH 7 e incubado a 15 °C 82 (2) 15 (3) 97 (5)
YM ajustado a pH 9 e incubado a 15 °C 82 (0) 16 (3) 98 (3)
YM ajustado a pH 4 e incubado a 37 °C 1
YM ajustado a pH 7 e incubado a 37 °C 2 2
YM ajustado a pH 9 e incubado a 37 °C 1 1
YM incubado a 37 °C 21 2 23
Total 368 (33) 113 (17) 481 (50)

2YM = Agar extrato de malte-extrato de levedura. °DG18 = Agar dicloran-glicerol. Entre parénteses esta o
nimero de isolados capazes de crescer a 37 °C ap6s 0 ensaio de termotolerancia.

Os 50 isolados que foram capazes de crescer a 37 °C foram submetidos ao processo de
identificacio molecular. Estes fungos foram agrupados em 20 morfotipos distintos e entdo
submetidos a amplificacdo de diferentes regides para posterior sequenciamento e identificacdo
molecular. Apos o0 sequenciamento, 14 taxons pertencentes aos filos Ascomycota, Basidiomycota e

Zygomycota (Tabela 3; Figura 2) foram caracterizados.
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Tabela 3 Identificagdo dos fungos presentes em solos ornitogénicos da Antértica.

Local/llha/Espécie de ave (nome Cddigo Densidade Resultado Top BLAST (n° de acesso do Cobertura Identidade  N°de Espécie ou grupo
comum) UFMGCB?  (UFC/g) GenBank) (%) (%) bp  taxondmico proposto’
Half Moon/Pygoscelis antarcticus Y5873 16 Cryptococcus laurentii (EU266564)° 100 98 510  Cr. laurentii (Bankit
(Pinguim-de-barbicha) N 1914359, Bankit
Cryptococcus laurentii (FN689393)¢ 100 99 580  1914401)
11637 10 Phlebia floridensis (KP135383)° 100 99 560  *Phlebia sp. (Bankit
1914359)
Hannah point/Livingston/Pygoscelis 12103 100 Byssochlamys spectabilis (NR130679)° 100 100 466  B. spectabilis (Bankit
antarcticus (Pinguim-de-barbicha) . 1914359, Bankit
Talaromyces spectabilis (EU037069)° 99 100 386 1919765)
Y5870 20 Cryptococcus laurentii (FN689393)¢ 100 99 566  Cr. laurentii (Bankit
1914401)
12108 450 Penicillium chrysogenum (AY373902)° 100 100 533  P. chrysogenum
. (Bankit 1914359,
Penicillium chrysogenum (AY495981)¢ 100 98 414 Bankit 1920337)
Hannah point/Livingston/Pygoscelis 11829 10 Aspergillus fumigatus (NR121481)° 100 100 429  A. fumigatus (Bankit
papua (Pinguim-gentoo) ) ) 1914359, Bankit
Aspergillus fumigatus (KT150514)° 100 100 380 1920306)
12167 10 Chrysosporium keratinophilum (AB361655)" 100 99 497  C. keratinophilum
(Bankit 1914359)
12173 10 Eutypella sp. (KP743030)° 100 100 516  *Eutypella sp.
(Bankit 1914359,
Eutypella scoparia (EU864427)° 90 99 417 Bankit 1919981)
11830 10 Psathyrella candolleana (AF345810)° 100 99 511  *Psathyrella sp.
(Bankit 1914359)
11636 10 Trametes cf. polyzona (JIN164979)° 100 100 530  *Trametes cf.

polyzona (Bankit
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597901150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/597901150?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7E50N38X015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597901150
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_158539061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/158539061?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=8ZFM53GY01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597901150
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/597901150?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=7E50N38X015
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_597901150
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_390195095
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_390195095
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_390195095

Ponta Vaureal/Rei
George/Macronectes giganteus
(Petrel-gigante-do-sul)

Rocha Shag/Rei
George/Phalacrocorax atriceps
(Bigua-de-olhos-azuis)

Two Summit/Rei
George/Macronectes giganteus
(Petrel-gigante-do-sul)

Y5973

11642

11104

Y382

11620

11616

11631

11615

57,5

10

317,5

310

458

12,5

10

10

Debaryomyces macquariensis (FR799729)¢
Debaryomyces macquariensis (AM992909)°

Phanerochaete sordida (KP986963)P

Penicillium chrysogenum (AY373902)°
Penicillium harmonense (AY495996)°
Penicillium chrysogenum (JX996668)¢
Rhodotorula mucilaginosa (NR073296)°
Rhodotorula mucilaginosa (AF070432)¢
Aspergillus fumigatus (NR121481)°
Aspergillus fumigatus (KF314730)°

Byssochlamys spectabilis (NR130679)°

Peniophora crassitunicata (KR093906)°

Rhizopus oryzae (DQ119031)°

99
100

100

100
100
100
100
100
100
100

100

100

100

99
100

100

100
99
99

100

100

100

100

100

100

100

554
540

581

550
426
662
586
559
474
373

453

526

549

1914359)

Debaryomyces sp.
(Bankit 1914401)

*Phanerochaete sp.
(Bankit 1914359)

P. chrysogenum

(Bankit 1914359,
Bankit 1920021,
Bankit 1920387)

Rh. Mucilaginosa
(Bankit 1914359,
Bankit 1914401)

A. fumigatus (Bankit
1914359, Bankit
1920319)

B. spectabilis (Bankit
1914359)

*Peniophora sp.
(Bankit 1914359)

R. oryzae (Bankit
1914359)

AUFMGCB= Codigo da Colecdo de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. Taxon sujeito a analise filogenética baseada
no sequenciamento da regido °ITS, °B-tubulina, “Polimerase 1l e ®D1/D2 do rRNA. Posicdo taxondmica sugerida. *Fungos para os quais foram construidas arvores
filogenéticas baseadas na regido transcrita interna (ITS) da regido génica do rRNA.
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_626455144
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_390195095
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_390195095
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_460841124
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/460841124?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A1ZPMWXX01R
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_452056289
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_452056289
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/452056289?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=7E4NV5HG014
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_452056289
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr_532138206
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/532138206?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=A1ZA5JNE01R

Eutypella sp. E9901c (JN637945)
4|£ Eutypella sp. 7-24 (HMA486432)

Eutvpella sp. ATCC MYA-4422 (FJ172283)
{ Eutvpella sp. GBPI 04 (KP712870)

Eutvpella sp. C1-17 (Q717311)
a ——— Eutpella sp. ZZ2 (KP743030)

UFMGCB 11642
4|£ Phanerochaete sordida ASD (KP986963)

Phanerochaete magnoliae HHB-9701 (KP135090)

Phanerochaete magnoliae HHB-9829-Sp (KP135089)

Eutvpella scoparia H267 (KP184334)
UFMGCB 12173

Phanerochaete raduloides (LN833868)

Phanerochaete rhodella FD-286 (KP135191)T
— Phanerochaete sanguineocarnosa FD-528 (KP135121)T

—: Cryptosphaeria subcutanea CBS240.87 (KT425232)T
Cryptosphaeria ligniota CBS273.87 (KT425233)R

—: Diatrypella iranensis KDQ18 (KM245033)T
Eutypella parasitica DJ3/3 (DQ118964)T

Phanerochaete citrinosanguinea FD-287 (KP135095)T

Trametes polvzona CBS 319.36 (IN645078)T
—,—: Trametes versicolor (GQ906769)

Coriolopsis polvzona Cof143 (F1904854)

Phiebia floridensis HHB-9905-Sp (KP135383)
4!—: Basidiomycota sp. PCO.34 (HQ248220)
c Phlebia cf. floridensis RG-2014 (KJ831905)
UFMGCB 11637

— UFMGCB 11636

Trametes polvzona OH272sp (IN164979)
[ Theleporus rimosus Yuan5822 (KP342528)T

Phiebia sp. ISP 03 A 5.2 (KR093881)
[ Phaeophlebiopsis ignerii FD-425 (KP135418)T
Phaeophlebiopsis caribbeana FD-442 (KP135416)T

{ UFMGCB 11631
Peniophora crassitunicata JSP 02 A 5.1 (KR093906)

{ Peniophora sp. (KC928373)
e Polyporales sp. Vega382 (EF672294)

\—: Perenniporia subtephropora Dai 10962 (JQ861752)T

Ganoderma destructans CBS 139793 (NR132919)T

Psathyrella hvinenocephala 2766 (F1168608)
4|£ Daedaleopsis rubescens 041 (EU661889)

Psathyrella badhvzensis TAAT9478 (KC992883)
Basidiomycete sp. 1810 (AM930993)

Peniophora sp. 1 RG-2014 (KJ831869)
| Peniophora laxitexta BAFC 3309 (FI1882040)

— UFMGCB 11830
Psathyrella candolleana KACC500091 (AF345810)

\—‘:Peniophom sp. CBMALI 1063 (GU388305)R
Peniophora sp. CASMB-SEF 33 (JX006068)

Coprinus sp. BAB-4963 (KR155053)
Psathyrella purpureobadia L 9956 (NR119670)T

Dentipellis coniferarum IFP 015823 (NR132865)T

\—1: Psathyrella stercoraria LO460-05 (DQ389669)T
Psathyvrella boreifasciculata IK08-1565 (KF891350)

Figura 2 Arvores filogenéticas das sequencias de fungos obtidos de solos ornitogénicos da Antartica Maritima (em negrito), em comparacdo com
sequencias espécies tipo (T) e referéncias (R) depositadas no banco de dados do GenBank. As arvores foram construidas baseadas na regido transcrita
interna ITS da regido génica do rRNA por meio do pardmetro composto maximo de Likelihood.
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Os tadxons mais abundantes encontrados nos ornitosolos das diferentes aves/ilhas, em
termos de densidade (UFC/g), foram Penicillium chrysogenum, Aspergillus fumigatus,
Rhodotorula mucilaginosa e Byssochlamys spectabilis. Por outro lado, Chrysosporium
keratinophilum, Cryptococcus laurentii, Eutypella sp., Phanerochaete sp., Phlebia sp.,
Psathyrella sp., Rhizopus oryzae e Trametes cf. polyzona apresentaram baixa densidade em
UFC/g e podem ser considerados como raros dentro das comunidades obtidas. Em temos de
similaridade dentro das comunidades, apenas as especies A. fumigatus, B. spectabilis e P.

chrysogenum ocorreram em mais de um tipo de solo ornitogénico (Figura 3).

M giganteus ~ P. papua P. atriceps P. antarcticus

0.96]

0.84

0.48]

Similaridade

68

51

T

0 0.5 1 1:5 2 2.5 3 3.5 4 4.5

Figura 3 Dendograma ilustrando a similaridade de tdxons (indice de Sorensen) entre as comunidades de
fungos presentes nos diferentes tipos de solos ornitogénicos estudados. M. giganteus = Macronectes
giganteus (petrel gigante do Sul), P. papua = Pygoscellis papua (pinguim gentoo), P. atriceps =
Pygoscellis atriceps (bigud de olhos azuis) e P. antarcticus = Pygoscellis antarcticus (pinguim de
barbicha).

6.2. Ensaios dos fatores de viruléncia

Todos os resultados dos ensaios de viruléncia estdo representados na Tabela 4. Dos 50

fungos selecionados por serem capazes de crescer a 37 °C, 29 isolados, representados pelos
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tdxons A. fumigatus, B. spectabilis, Cr. laurentii, Phanerochaete sp., Rh. oryzae e T. cf.
polyzona, foram capazes de crescer a 40 °C.

Entre as 17 leveduras caracterizadas, todos os 12 isolados de Cr. laurentii produziram halo
de hemolise completa (beta hemolise) em agar sangue. Todos os isolados de P. chrysogenum,
bem como os taxons Peniophora sp. UFMGCB 11631 e C. keratinophilum UFMGCB 12172
apresentaram halo de hemolise completa a 37 °C. Ja os isolados Psathyrella sp. UFMGCB
11830 e B. spectabilis UFMGCB 12103 apresentaram hemolise parcial (alfa hemolise).
Entretanto, a 25 °C todos os isolados de P. chrysogenum, Peniophora sp. UFMGCB 11631,
Phlebia sp. UFMGCB 11637, Psathyrella sp. UFMGCB 11830, A. fumigatus UFMGCB 11829
e B. spectabilis UFMGCB 12103 foram capazes de produzir halos de hemolise parcial (Figura
4).

Figura 4 Halos de hemdlise produzidos por fungos obtidos de solos ornitogénicos da Antértica.
Isolados que apresentaram hemolise completa: (12) Cryptococcus laurentii UFMGCB Y5888; (13) Cr.
laurentii UFMGCB Y5978; (14) Cr. laurentii Y5977; (16) Cr. laurentii UFMGCB Y5891; (12102)
Penicillium chrysogenum UFMGCB 12102. lIsolado que apresentou hemolise parcial: (11105) P.
chrysogenum UFMGCB 11105.

A maioria dos fungos selecionados foi capaz de crescer nos trés diferentes pHs. Apenas 0s
isolados C. keratinophilum UFMGCB 12172, Eutypella sp. UFMGCB 12173, Debaryomyces
sp. UFMGCB Y5913, P. chrysogenum UFMGCB 11102 e Rh. mucilaginosa UFMGCB Y382
ndo apresentaram crescimento em pH 4. Os Unicos fungos que ndo cresceram em pH 9 foram
Debaryomyces sp. UFMGCB Y5913 e Peniophora sp. UFMGCB 11631.

A dimensdo dos esporos de 45, dos 50 isolados fungicos, foram mensuradas. Ndo foram
encontrados esporos dos isolados Eutypella sp. UFMGCB 12173, Peniophora sp. UFMGCB
11631, Phanerochaete sp. UFMGCB 11642, Psathyrella sp. UFMGCB 11830 e T. cf. polyzona
UFMGCB 11636. Apenas os isolados de B. spectabilis UFMGCB 11618, UFMGCB 11619 e

UFMGCB 12103 produziram esporos de tamanho ndo compativel com a deposicao alveolar
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(maior que 5 um) a temperatura de 15 °C. Os esporos dos dois isolados de C. keratinophilum
apresentaram didmetros acima de 5 um a 15, 25 e 37 °C.

Todos os isolados de Cr. laurentii foram capazes de produzir fosfolipase in vitro. Entre 0s
fungos filamentosos, Eutypella sp. UFMGCB 12173, R. oryzae UFMGCB 11614, R. oryzae
UFMGCB 11615 e T. cf. polyzona UFMGCB 11636 produziram fosfolipase (Figura 5).

Figura 5 Leitura do teste de producdo de fosfolipase in vitro por fungos isolados a partir de solos
ornitogénicos da Antartica Maritima. Isolados positivos para produgdo de fosfolipase: (2)_Cryptococcus
laurentii UFMGCB ; (3) Cr. laurentii UFMGCB; (4) Rhizopus oryzae UFMGCB 11615; (5) Eutypella
sp. UFMGCB 12173. Isolado negativo para a producdo de fosfolipase: (1) Rhodotorula mucilaginosa
UFMGCB Y382.

Apos andlise das laminas com tinta nanquim foi visualizada capsula polissacaridica em
todos os isolados de Cr. laurentii (Figura 5). Entretanto, quando estas leveduras foram
cultivadas em Agar Niger, as mesmas apresentaram resultado negativo para producio de
melanina.

O teste de susceptibilidade a anfotericina B foi realizado com 45 dos 50 isolados fungicos
selecionados, j& que ndo foi possivel a realizagdo do indculo dos isolados Eutypella sp.
UFMGCB 12173, Peniophora sp. UFMGCB 11631, Phanerochaete sp. UFMGCB 11642,
Phlebia sp. UFMGCB 11637 e Psathyrella sp. UFMGCB 11830, o0s quais ndo esporularam nos
meios de cultura utilizados. Foram obtidas concentra¢des inibitorias minimas (CIMs) menores

que 0,015 pg/mL, e o valor méximo foi de 2 ug/mL.
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Tabela 4 Condigbes de cultivo e determinagdo dos fatores de viruléncia dos fungos presentes em solos ornitogénicos da Antartica Maritima.

- . . R Alividade . Tamanho dos esporos (pm)
Espécie de fungo UFMGCB? C'ondlgoes de CI‘ESCII:]entO CIIZ/IQ CreSCI_mento agd7°C d? Index her_nolltlco em diferentes temperaturas ~ Cépsula ~ Melanina
isolamento 40 °C 37°C em diferentes pHs fosit;l;g;ase (Hi) C)
H4 pH7 pH9 25°C 37°C 15° 25°

Aspergillus fumigatus 11829 YMP/pH 7/15°C +& 1,0 + + + - pi - 2,92 +£0,38 2,81+0,51 NA NA
A. fumigatus 11620 YM/37°C + 0,5 + + + - - - 3,65+0,45 2,53+0,33 NA NA
A. fumigatus 11621 YM/37°C + 0,5 + + + - - - 2,80 +0,50 2,43 +0,26 NA NA
A. fumigatus 11622 YM/37°C + 1,0 + + + - - - 295+056 2,39+041 NA NA
A. fumigatus 11623 YM/37°C + 1,0 + + + - - - 2,68+0,20 2,74+0,23 NA NA
A. fumigatus 11624 YM/37°C + 0,5 + + + - - - 3,27 £0,55 2,59 +0,32 NA NA
A. fumigatus 11625 YM/37°C + 0,5 + + + - - - 301+040 2,67+0,18 NA NA
A. fumigatus 11626 YM/37°C + 0,5 + + + - - - 285+0,39 2,76+0,43 NA NA
A. fumigatus 11627 YM/37°C + 0,5 + + + - - - 3,09 +£0,69 2,62 +£0,35 NA NA
Byssochlamys spectabilis 12103 YM/AMB¢/15°C + <0,015 + + + - P P 7,32+0,77 253+0,68 NA NA
B. spectabilis 11616 YM/37°C + <0,015 + + + - - - 530+1,69 520+1,30 NA NA
B. spectabilis 11617 YM/37°C + 0,25 + + + - - - 5,49 +1,39 5,89 +1,17 NA NA
B. spectabilis 11618 YM/37°C + 1,0 + + + - - - 7,29+1,55 2,24 £0,37 NA NA
B. spectabilis 11619 YM/37°C + 0,0625 + + + - - - 7,61+1,66 2,31 +0,46 NA NA
Chrysosporium keratinophilum 12167 ASY/25°C f 0,50 + + + - - - 11,80 +2,26 8,66 + 3,56 NA NA
C. keratinophilum 12172 AS/25°C - 0,50 - + + - - 0,91 9,46+1,06 10,22+2,23 NA NA
Cryptococcus laurentii Y5873 YM/pH 7/37°C + 2,0 + + + 0,86 NAI 0,52 NA NA + -
Cr. laurentii Y5934 pH 4/15°C + 2,0 + + + 0,85 NA 0,50 NA NA + -
Cr. laurentii Y5874 pH 7/15°C + 2,0 + + + 0,85 NA 0,50 NA NA + -
Cr. laurentii Y5977 pH 9/15°C + 2,0 + + + 0,87 NA 0,58 NA NA + -
Cr. laurentii Y5870 YM/37°C + 2,0 + + + 0,88 NA 0,53 NA NA + -
Cr. laurentii Y5872 pH 7/37°C + 2,0 + + + 0,86 NA 0,53 NA NA + -
Cr. laurentii Y5871 pH 9/37°C + 2,0 + + + 0,87 NA 0,51 NA NA + -
Cr. laurentii Y5869 pH 4/37°C + 2,0 + + + 0,88 NA 0,55 NA NA + -
Cr. laurentii Y6068 pH 4/15°C - 2,0 + + + 0,88 NA 0,50 NA NA + -
Cr. laurentii Y5888 pH 7/15°C + 2,0 + + + 0,89 NA 0,58 NA NA + -
Cr. laurentii Y5978 pH 9/15°C + 2,0 + + + 0,87 NA 0,58 NA NA + -
Cr. laurentii Y5891 AS/25°C + 2,0 + + + 0,88 NA 0,59 NA NA + -
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Debaryomyces sp.
Debaryomyces sp.
Debaryomyces sp.
Debaryomyces sp.
Eutypella sp.
Penicillium chrysogenum
. chrysogenum

. chrysogenum

. chrysogenum

. chrysogenum

. chrysogenum

. chrysogenum

. chrysogenum

. chrysogenum
Peniophora sp.
Phanerochaete sp.
Phlebia sp.
Psathyrella sp.
Rhizopus oryzae

R. oryzae
Rhodotorula mucilaginosa
Trametes cf. polyzona

U U U U U U U T

Y5942
Y5881
Y5973
Y5913
12173
11102
11103
11104
11105
11507
11508

12108
11506
12102
11631
11642
11637
11830
11614
11615

Y382
11636

pH 4/15°C
pH 7/15°C
pH 9/15°C
AS/25°C

pH 4/15°C
YM/37°C
YM/37°C
YM/37°C
YM/37°C
YM/37°C
YM/37°C
pH 4/15°C
YM/37°C
AS/25°C

YM/AMB/15°C

pH 9/37°C
AS/25°C

pH 7/15°C
YM/37°C
YM/37°C
YM/37°C
AS/25°C

+
+

+

1,0
1,0
1,0
1,0
ND
0,5
1,0
1,0
2,0
2,0
2,0
2,0
2,0
1,0
ND
ND
ND
ND
2,0
2,0
1,0
1,0

+ + + + + + + + + + + + 4+ o+

+

+ + + + + + + + + + + + + + + + + + + + 4+

+

+ + 4+ + + + + + + +

+ + + + + o+

+

+
+

0,64

2222
> > > >

W U U U U U U U U U

U T

NA

NA
NA
NA
NA
NEX
2,95+0,22
2,86 £0,29
2,64 +0,30
3,03+0,42
2,63+0,21
2,38+0,32
2,89+0,26
2,68+0,35
3,07+0,32
NE
NE
2,19+0,58
NE
5,30 £0,75
515+0,81
NA
NE

NA
NA
NA
NA
NE
1,19+0,13
1,07 +£0,13
0,96 + 0,08
1,05+ 0,27
2,33+0,29
2,62+0,26
3,06 +0,27
2,47 +0,17
3,10+0,41
NE
NE
1,68 +0,33
NE
2,00 £0,45
2,09+0,26
NA
NE

NA

NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA
NA

aUFMGCB = Codigo da Colecéo de Cultura de Micro-organismos e Células da Universidade Federal de Minas Gerais. °YM = Agar extrato de malte-extrato de

levedura. “AMB = Anfotericina B. 9AS = Agar Sangue. ¢(+) presenca f(-) auséncia. CIM = Concentragao Inibitéria Minima em pg/mL. "ND = N&o determinado. 'P =
parcial. INA = Nao se aplica. “NE = ndo encontrado.
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7. DISCUSSAO

Apo6s o processo de isolamento seletivo dos fungos presentes nos diferentes solos
ornitogénicos, foram identificados taxons pertencentes a 14 géneros. Os taxons mais abundantes
encontrados nos diferentes ornitosolos foram P. chrysogenum, A. fumigatus, Rh. mucilaginosa e B.
spectabilis. Por outro lado, Ch. keratinophilum, Cr. laurentii, Eutypella sp., Phanerochaete sp.,
Phlebia sp., Psathyrella sp., R. oryzae e T. cf. polyzona ocorreram em baixa frequéncia. Apenas as
espécies A. fumigatus, B. spectabilis e P. chrysogenum ocorreram em mais de um tipo de solo
ornitogénico.

Os isolados de P. chrysogenum apresentaram crescimento nas diferentes faixas de pHs a 37
°C, halo de hemdlise parcial e completa, bem como esporos compativeis com a deposi¢do
alveolar. Penicillium chrysogenum é um fungo ubiquo de distribuicdo global que ocupa um grande
numero de habitats como ambientes internos, desertos, alimentos secos, salinas e queijo (Frisvad
& Samson, 2004). Na Antartica, esse fungo foi encontrado em diferentes amostras, incluindo gelo
continental (Abyzov & Beliakova, 1982; Abyzov, 1993), solos ornitogénicos (McRae et al.,
1999), associado a macroalgas (Godinho et al., 2013) e solos oligotréficos continentais (Godinho
et al., 2015). Além disso, P. chrysogenum foi isolado por Zucconi e colaboradores (2012) como
uma espécie dominante presente no permafrost na Antartica e em altas densidades em rochas da
Antéartica Continental (Gongcalves et al., 2016). A obtencdo de espécies de Penicillium a partir de
solos influenciados por aves pode ser explicada pela capacidade destes fungos crescerem em
substratos ricos em nutrientes como os solos ornitogénicos da Antartica (McRae et al., 1999).

Alguns relatos de infeccdes humanas estdo associados a P. chrysogenum, como por exemplo,
otomicose, endoftalmite, ceratite, endocardite, infeccdo cutanea e infecgédo sistémica em pacientes
imunocomprometidos (de Hoog et al., 2001). Penicillium chrysogenum é considerado um dos
mais importantes causadores de alergias, como asma e pneumonite de hipersensibilidade (Geltner
et al., 2013). Além disso, essa espécie ja foi relatada como causadora de infeccdo em corrente
sanguinea e doenca intestinal em pacientes imunocomprometidos (Swoboda-Kopec et al., 2003;
Barcus et al., 2005), infeccOes cerebrais invasivas em individuos sem comprometimento
imunoldgico (Lyratzopoulos et al., 2002; Kantarcioglu et al., 2004) e micose pulmonar invasiva
em um paciente transplantado (Geltner et al., 2013). Donohue e colaboradores (2005) isolaram a
hemolisina crisolisina a partir de isolados de P. chrysogenum do ar de ambientes internos, que €
capaz de promover resposta inflamatoria em macrofagos, o que pode ser importante na instalagcéo

da infeccdo pelo fungo. Mais recentemente, Goncalves e colaboradores (2016) relataram a
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producdo de hemolise parcial por isolados de P. chrysogenum obtidos a partir de rochas da
Antértica Continental.

Todos os isolados de A. fumigatus apresentaram capacidade de crescer a 40 °C, nos pHs 4, 7 e
9 e seus esporos apresentaram diametros < 4,10 um. Além disso, um dos isolados foi capaz de
gerar hemolise parcial a 25 °C. Aspergillus fumigatus € um fungo ubiquo, saprébio, termotolerante
e com distribuicdo global, o qual desempenha um papel essencial na reciclagem do carbono e
nitrogénio na natureza (Latgé, 2001). Seu nicho ecoldgico natural € o solo, onde sobrevive e
cresce em detritos organicos, mas devido a sua capacidade de esporular abundamente seus
conidios sdo facilmente dispersos pelo ar (Latgé, 1999; Perez-Nadales et al., 2014). Aspergillus
fumigatus é, também, um conhecido patégeno oportunista de aves, incluindo os pinguins
(Vishniac, 1996; Alvarez-Perez et al., 2010). Na Antartica, A. fumigatus foi isolado a primeira vez
a partir de solos ornitogénicos da regido do Mar de Ross (Wicklow, 1968) e posteriormente
encontrado em solos ornitogénicos, solos com biomassa algal e guano préximo a Estacdo Davis,
Ilha Sabrina e Estacdo Casey (Peninsula Bailey) (Ellis, 1980), bem como em solos com musgos,
liquens e graminea da llha Livingston (Gerginova et al., 2013). A presenca de A. fumigatus na llha
Livingston, onde foram obtidas amostras deste estudo, foi previamente relatada por Gerginova e
colaboradores (2013), corroborando assim com o resultado obtido neste trabalho. Entretanto, o
trabalho desses autores foi realizado em solos minerais diferentes dos ornitogénicos.

Aspergillus fumigatus € o fungo patogénico transportado pelo ar mais perigoso para 0s seres
humanos, o qual pode levar a altas taxas de mortalidade (Perez-Nadales et al., 2014; Pollméacher &
Figge, 2015). Esse fungo é uma comum causa de infeccdo nosocomial (adquirida em ambiente
hospitalar) em individuos imunocomprometidos e ocasionalmente é encontrado colonizando
dispositivos médicos implantados (Desai et al., 2014). Os conidios de A. fumigatus infectam,
diariamente, milhdes de individuos causando alergias associadas a asma, sinusite alérgica e
broncoalveolite (Perez-Nadales et al., 2014). Em individuos com o sistema imune alterado, como
por exemplo, portadores de leucemia e transplantados, podem desenvolver aspergilose invasiva,
em que o pulméo é o local de infeccdo em 70% dos casos e representa um alto risco de morte
(Perez-Nadales et al., 2014; Pollmacher & Figge, 2015) em imunocomprometidos. A literatura
relata a producdo de substancias toxicas com atividade hemolitica produzidas por A. fumigatus,
sendo 0 mais conhecido a Asp-hemolisina que tem efeito citotoxico sobre eritrocitos, macrofagos
e células endoteliais causando hemorragia em modelos animais, porém ainda é um assunto pouco
estudado e ainda ndo se sabe claramente a relacdo das hemolisinas na patogénese causada por
fungos (Sharon et al., 2009; Abad et al., 2010; Aboul-Nasr et al., 2013; Theeb et al., 2013).
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A levedura Rh. mucilaginosa foi capaz de crescer apenas nos pHs 7 e 9 a 37 °C. Rhodotorula
mucilaginosa (= Rh. rubra) é uma das espécies de leveduras basidiomicéticas mais ubiquas
presente em substratos de habitats terrestres e aquaticos (aguas continental e marinha), incluindo
aqueles com condicdes extremas, e faz parte da microbiota humana normal (Kurtzman et al.,
2011). Essa levedura € descrita pela carater psicrotolerante e capacidade de crescer em uma ampla
faixa de pH (Russo et al., 2008; Villarreal et al., 2015). Na Antértica, Rh. mucilaginosa ja foi
encontrada em solos minerais (Ray et al., 1989; Vishniac, 1996), lagos (Vaz et al., 2011,
Goncalves et al., 2012) e associada com macroalgas (Loque et al., 2010;. Godinho et al., 2013;
Furbino et al., 2014) e liquens (Santiago et al, 2015). Pavlova e colaboradores (2001) j& havia
relatado o isolamento dessa levedura a partir de solos ornitogénicos com coldnias de gaivota Larus
domenicanus na llha Livingston, assim, o isolamento de Rh. mucilaginosa a partir de solos
associados a biguas na Antartica verificado no presente trabalho pode ser o primeiro a ser relatado.

Infec¢cBes causadas por Rh. mucilaginosa sdo raras, mas o aumento na frequéncia com a qual
tém sido relatados os casos infecciosos em imunossuprimidos tem indicado que esta levedura pode
ser incluida na lista de patégenos oportunistas (Kurtzman et al., 2011). Fungemia associada a
catéteres € a forma mais comum de infeccdo e causa de morte entre todas as doencas associadas
com Rh. mucilaginosa (Krzysciak & Macura, 2010), mas existem casos relatados de endocardite,
infeccdo de protese femoral, meningite, linfadenite, infeccdes cutdneas nos pés e onicomicose
(Diekema et al., 2005; da Cunha et al., 2009; Fung et al., 2009; Wirth & Goldani, 2012).

Diferentes isolados de B. spectabilis apresentaram a capacidade de crescer a 40 °C e em
diferentes pHs, além disso, apresentaram atividade hemolitica e producdo de esporos com
diametro compativel com a deposicao alveolar. Byssochlamys spectabilis [descrito também como
Talaromyces spectabilis por Udagawa e Suzuki (1994)] € o teleomorfo de Paecilomyces variotii
(Houbraken et al., 2008). Como uma espécie sindnima de P. variotii, B. spectabilis é relatado
como um ascomiceto termotolerante, cosmopolita presente em solos, ambientes internos, adubo,
madeira e diversos géneros alimenticios (incluindo sucos de frutas pasteurizados e pao de centeio)
(Samson et al., 2009; Houbraken et al., 2010). Por ser uma espécie termotolerante, capaz de
crescer rapidamente, produzir micotoxinas e sobreviver a tratamentos térmicos a baixos niveis de
oxigénio e na presenca de conservantes, B. spectabilis € um fungo deteriorador de alimentos
provocando, assim, grandes perdas econdémicas (Houbraken et al., 2008). Na Antartica, 0s poucos
relatos de isolamento de B. spectabilis séo a partir de vegetacdo da Ilha Macquarie, situada entre a
Austrélia e a Antértica (Kerry & Weste, 1985), do ar atmosférico da Estacdo Indiana Maitri (Singh
& Agarwal, 1998) e em rochas da Antértica Continental (Gongalves et al., 2016).
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Byssochlamys spectabilis encontra-se associado a Varios tipos de infec¢cbes humanas e esta
entre os fungos emergentes causadores de micoses oportunistas em hospedeiros
imunocomprometidos (Houbraken et al., 2010). Além disso, sdo relatados casos de endocardite
(Castro et al., 1990), pneumonia (Byrd et al., 1992), sinusite (Eloy et al., 1997), otite média
(Dhindsa et al., 1995) hialohifomicose cutanea (Athar et al., 1996), onicomicose (Arenas et al.,
1998), infeccdo de feridas em individuo transplantado (Lee et al., 2002), endoftalmite (Tarkkanen
et al., 2004). Taira e colaboradores (2011) relataram a producdo de hemdlise parcial por B.
spectabilis, corroborando com o resultado obtido.

Os isolados de C. keratinophilum foram capazes de crescer nas diferentes faixas de pHs e um
deles apresentou halo de hemdlise completa a 37 °C. Chrysosporium keratinophilum é o anamorfo
de Aphanoascus keratinophilus (de Hoog et al., 2001) e é um fungo ascomiceto queratinofilico
que se desenvolve naturalmente em diferentes solos do mundo, o qual € classificado como
alcalotolerante crescendo na faixa de pH 4,5 a 9,5 (Deshmukh, 2002; Bohacz & Kornittowicz-
Kowalska, 2012; Gugnani et al., 2012; Anane et al., 2015). Chrysosporium keratinophilum ja foi
encontrado em penas e solos associados a passaros na Franca, Polénia e Arabia Saudita (Camin et
al., 1998; Mandeel et al., 2011; Kitowski et al., 2014) e aves como galinhas e patos na Eslovaquia
(Kacinova et al., 2013). Além disso, C. keratinophilum foi isolado também em poeira doméstica
(Nigam & Kushwaha, 1990) e areia do Mar Mediterraneo (Katiyar & Kushwaha, 1997) que séo
substratos pobres em matéria organica (Kushwaha, 2000). Existem apenas dois relatos do
isolamento desse fungo em solos chilenos na Antartica (Caretta & Piontelli, 1977, 2004). De
acordo com Bolter e colaboradores (2002), a presenca de fungos queratinofilicos em solos em que
aves realizam a troca de penas € tipica e bem documentada. Uma correlacdo positiva entre a
frequéncia de C. keratinophilum e valores de fosforo ja foi observada, lembrando que os solos
ornitogénicos apresentam altos niveis de fosforo, encontra-se entdo, mais uma justificativa para a
presenca do fungo nesse substrato (Bohacz & Kornittowicz-Kowalska, 2012). Infecges causadas
por C. keratinophilum ndo sdo comuns, mas esse fungo ja foi encontrado em alguns casos de
onicomicoses e infeccgdes superficiais em humanos, sendo em alguns casos os individuos
afetados portadores de diabetes do Tipo 2 (de Hoog et al., 2001; Manzano-Gayosso et al., 2008;
Kacinova et al., 2013). N&o existem dados anteriores sobre hemdlise para essa espécie, mas como
ela esta relacionada a casos de infeccdo em humanos a atividade hemolitica aqui detectada pode
ser importante para o estabelecimento de C. keratinophilum como patdgeno.

Todos os isolados de Cr. laurentii apresentaram crescimento a 40 °C, CIM igual a 2 pg/mL,
crescimento em pHs 4, 7 e 9 a 37 °C, producdo de fosfolipase, atividade hemolitica e producéo de

capsula polissacaridica. Cryptococcus laurentii € uma levedura basidiomicética, criotolerante,
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encapsulada, originalmente saprdbia, de distribuicio mundial e tem sido isolada de solos
(incluindo aqueles associados a aves), pombos, excreta de aves e ocos de arvores em
decomposicdo (Ferreira-Paim et al., 2012). Os registros de isolamento de Cr. laurentii na
Antartica descrevem sua presenca em associacdo a musgos coletados em Livingston e Victoria
Land (Zlatanov et al., 2001; Tosi et al., 2002).

Cryptococcus laurentii era considerada uma espécie ndo patogénica para humanos; no entanto,
0 numero de casos de infec¢cdes causadas por ela tem crescido nas ultimas décadas tornando-a de
grande importancia médica (Andrade-Silva et al., 2010). Ja existem diferentes relatos de Cr.
laurentii como o agente etiologico de infeccbes de pele, ceratites, endoftalmites, abscessos
pulmonares, peritonites, meningites e fungemias (Kamalam et al., 1977; Custis et al., 1995;
Kordossis et al., 1998; Ajesh & Sreejith, 2012; Neves et al., 2015), sendo a maioria dos individuos
imunocomprometidos. Entretanto, existe um relato de infeccdo de pele em uma crianca
imunocompetente (Molina-Leyva et al., 2013). Em relacéo ao teste de sensibilidade & anfotericina
B, todos os isolados de Cr. laurentii apresentaram resisténcia com CIMs maiores que 1 pg/mL.
Poucos ainda sdo os estudos com essa espécie de levedura, mas ja existem relatos de resisténcia a
anfotericina B em isolados ambientais, o que é relevante ja que esse farmaco é considerado
eficiente para tratamento de criptococose (Pedroso et al., 2006; Ferreira-Paim et al., 2012).
Resultados de outros trabalhos corroboram com os dados de producgéo de fosfolipase encontrados
neste trabalho para Cr. laurentii, mostrando que possivelmente essa enzima seja um fator de
viruléncia importante para essa espécie, assim como é para Cr. neoformans e Cr. gatti, atuando no
processo de adesdo e penetracdo da levedura (Chan & Tay, 2008; Andrade-Silva et al., 2010;
Ferreira-Paim et al., 2012). A producdo de halo de hemolise completa pelos isolados de Cr.
laurentii no presente trabalho estad de acordo com o Unico trabalho, até o0 momento, que aborda
atividade hemolitica nessa espécie (Ferreira-Paim et al., 2012). Esta capacidade de produzir
hemdlise, de acordo com Ferreira-Paim e colaboradores (2012) pode sugerir a potencial
patogenicidade da espécie e, eventualmente, ser associada com a sua capacidade de crescer no
sangue como observado em casos humanos relatados. Poucos trabalhos relatam a presenca de
capsula polissacaridica em Cr. laurentii mas ela pode estar associada a uma maior viruléncia em
isolados da espécie inibindo a fagocitose e impedindo a agdo do sistema imune do hospedeiro
(Ikeda & Maeda, 2004; Andrade-Silva et al., 2010; Ferreira-Paim et al., 2012).

Rhizopus oryzae foi capaz de crescer a 40 °C e em diferentes faixas pHs, seus esporos
apresentaram didmetro compativel com a deposicdo alveolar. Além disso, R. oryzae produziu
fosfolipase. R. oryzae [descrito também como R. arrhizus por Fischer (1892)] é um fungo

zigomiceto de distribuicdo mundial com alta prevaléncia nas regides tropicais e subtropicais
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(Battaglia et al., 2011). Conhecido como saprébio ubiquo em solos, R. oryzae é a espécie
ambiental mais comum dentro do género Rhizopus e ja foi isolado a partir de diversos substratos,
incluindo uma grande variedade de solos, vegetacdo em decomposicao, frutas, legumes, sementes
e excretas de animais (Domsch et al., 1980; Ribes et al., 2000; Battaglia et al., 2011).

Rhizopus oryzae é o principal causador de mucormicose (zigomicose), uma infecgdo fungica
oportunista angioinvasiva, altamente destrutiva que leva a uma infeccdo disseminada com necrose
de tecidos, afetando principalmente individuos imunocomprometidos (Ribes et al., 2000; Ibrahim
et al., 2010). Existem evidéncias in vitro de que R. oryzae e outros membros da ordem Mucorales
tém uma reduzida sensibilidade a resposta imune inata em compara¢do com outros fungos mais
comuns, tais como A. fumigatus ou C. albicans (Katragko et al., 2013). Individuos
imunocompetentes podem ser afetados por esse zigomiceto, como é o caso de doencgas pulmonares
alérgicas (Ribes et al., 2000). Yokoi e colaboradores (1999) relataram a mucormicose pulmonar
em um individuo ndo imunocomprometido causada por R. oryzae. Em casos de existéncia de
alguma porta de entrada, como por exemplo, um trauma cutaneo ou ferida pos cirlrgica, pode
haver a introducdo de esporos e uma possivel infeccdo de R. oryzae (Ribes et al., 2000). Néo
existem relatos de producdo de fosfolipase por espécies de Rhizopus relacionada a viruléncia em
humanos. As fosfolipases produzidas por fungos desse género parecem ndo estar envolvidas no
processo infeccioso mas sdo importantes na sobrevivéncia nos diversos substratos em que sédo
encontrados, apresentando grande potencial biotecnoldgico como biocatalisadores em inddstrias
de biodiesel, alimentos, detergentes, etc (Borrelli & Trono, 2015).

Foram obtidos quatro isolados de Debaryomyces sp. a partir de amostras de ornitosolos da Ilha
Rei George (Ponta Vaureal) ocupado por colonias de M. giganteus. Estes isolados de
Debaryomyces sp. apresentaram crescimento em diferentes faixas de pHs a 37 °C. O género
Debaryomyces inclui espécies de leveduras ascomicéticas osmotolerantes e capazes de crescer em
meios e alimentos contendo até 4 M NaCl e 5 % de glicose, as quais sdo frequentemente
encontradas como deterioradores de alimentos salgados, agucarados e fermentados de alta
osmolaridade, além disso podem ser isoladas a partir de solos e 4gua do mar (Kurtzman et al.,
2011). Na Antartica, representantes do género ja foram isolados de solos da Peninsula e Antéartica
Continental (Arenz & Blanchette, 2009; 2011; Godinho et al., 2015), solos préximos a col6nias de
pinguins (Arenz et al., 2006) e rizosfera da graminea antartica Deschampsia antarctica na Ilha Rei
George (Vaz et al., 2011). Algumas espécies de Debaryomyces apresentam importancia clinica,
como por exemplo: D. fabryi e D. hansenii, que sdo ocasionalmente isoladas de infeccdes
cutdneas (Kurtzman et al., 2011) e infecgdes sanguineas relacionadas a cateter, bem como de

peritonite e mediastinite (Beyda et al., 2013).
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Os fungos T. cf. polyzona, Psathyrella sp., Eutypella sp., Peniophora sp., Phlebia sp. e
Phanerochaete sp. demonstraram resultados positivos para alguns dos fatores de viruléncia
testados, porém, tais géneros, de uma maneira geral, ndo apresentam espéecies com importancia
médica. Assim, as caracteristicas apresentadas por estes fungos nos testes realizados neste trabalho
podem tratar-se somente de atributos que os permitem sobreviver e colonizar os diversos
substratos em que sdo encontrados. Porém, a possibilidade de que algum dia, como consequéncia
do aquecimento global ou da ocorréncia de mutacdes, algum fungo destes géneros nédo
patogénicos se torne capaz de infectar o ser humano deve ser considerada.

O unico isolado obtido de Trametes cf. polyzona (= Coriolopsis polyzona) foi isolado a partir
de solo ornitogénico da Ilha Livingston relacionado a espécie de pinguim P. papua. Trametes
polyzona é um basidiomiceto ligninolitico de distribuicdo pantropical e causador da podridao
branca em madeira (Cabana et al., 2009; Vlasék et al., 2011), e que ndo havia sido relatado ainda
na Antartica.

O género Eutypella inclui aproximadamente 78 espécies, apresenta distribuicdo global e inclui
fungos endofiticos (Isaka et al., 2011), bem como patégenos de parreiras e angiospermas lenhosas
(Ogris et al., 2006; Trouillas et al., 2011) e saprdbios isolados a partir de solos aridos do Artico
(Bergero et al., 1999; Shen et al., 2015), concha do molusco marinho Onchidium sp. (Ciavatta et
al., 2008), algas marinhas vermelhas (Martins et al., 2015), restos de plantas e madeira em
decomposicdo (Hyde, 1995; Acero et al., 2004; Kirk et al., 2008). E um género ainda néo relatado
na regido Antartica.

Phlebia € um género de basidiomiceto com aproximadamente 50 espécies descritas, o qual
inclui fungos ligninoliticos de distribuicdo mundial que podem ser isolados a partir de madeira em
decomposicdo (Boddy et al., 1983; Kuffer & Senn-Irlet, 2005; Kirk et al., 2008), madeira e casca
de angiospermas (Nakasone, 1997). Espécies de Phlebia estdo presentes entre os fungos de
podriddo branca da madeira (Nakasone, 1997) além de espécies endofiticas (Vieira et al., 2012). E
um género ainda ndo relatado na regido Antéartica.

Phanerochaete é um género polifilético de basidiomiceto com aproximadamente 65 espécies e
distribuicdo global (Kirk et al., 2008; Wu et al., 2010). As espécies desse género sao saprobias e
estdo associadas a podriddo branca da madeira, apresentando carater ligninolitico, crescendo sobre
galhos e troncos em decomposic¢édo (Floudas & Hibbett, 2015). Além disso, algumas espécies séo
endofiticas (Vieira et al., 2012; Sia et al., 2013). Os relatos da presenca de espécies de
Phanerochaete na Antartica sdo recentes e foram detectados em solos do Vulcdo Monte Erebus
(Connell & Staudigel, 2013) e solos ornitogénicos da Ilha Rei George (Gongalves et al., 2015). A

Unica espécie deste género com potencial patogénico em humanos é Ph. chrysosporium, o qual é
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capaz de causar pneumonite de hipersensibilidade em modelos animais e ja foi relatado como
causa de doenca pulmonar granulomatosa em um individuo que exercia a atividade de jardinagem
diariamente e tinha contato por alguns anos com folhas em decomposicdo (Lanspa & Hatton,
2013).

Psathyrella € um género polifilético de basidiomiceto com aproximadamente 550 espécies
cosmopolitas incluindo saprobios que crescem em solos, madeira, folhas secas, matéria orgénica
em decomposicdo, musgos e pantanos (Larsson & Orstadius, 2008; Vasutova, 2008). Algumas
espécies sao coprofilas e crescem em fezes de animais como vaca, cavalo e javali (Larsson &
Orstadius, 2008; Amandeep et al. 2015). Bridge e Spooner (2012) relatam a presenca do género na
Antértica, apesar de ndo apresentar o substrato de origem.

Peniophora (Basidomycota) € um género que abriga em torno de 62 espécies com distribuicao
mundial (Kirk et al., 2008). As espécies sdo, principalmente, saprébias desenvolvendo-se em
ramos e arvores em decomposi¢do, raizes, troncos, entre outros (Lambevska et al., 2013), bem
como fitopatogenos (Kirk et al., 2008). Na Antértica, espécies de Peniophora foram encontradas
em solos ornitogénicos e rizosfera da graminea antartica D. antarctica na llha Rei George
(Gongalves et al., 2015), e em solos do Vulcdo Monte Erebus (Connell & Staudigel, 2013). As
espécies desse género caracterizam-se por adaptagdes ecoldgicas a ambientes secos e expostos,
incluindo espécies com uma camada protetora de hifas ou hifas pigmentadas para evitar a
desidratacdo ou radiacdo solar. Além disso, ocorre também a formacdo de grandes basidiosporos
para auxiliar os primeiros passos da germinacdo em substratos secos (Lambevska et al., 2013).
Tais caracteristicas podem justificar a ocorréncia de espécies de Peniophora na Antértica. Assim,
a presenca do género ja estd documentada na Antartica.
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8. CONCLUSOES

Os resultados desse estudo mostram a capacidade de alguns fungos obtidos de amostras
ambientais da Antartica (solos ornitogénicos) apresentar diferentes fatores de viruléncia, in vitro,
que podem ser importantes o processo de instalacdo de uma infeccdo fungica no ser humano e,
portanto, representar um risco a salde para pessoas com alteraces do sistema imunoldgico. Desta
forma, de acordo com nosso conhecimento, este trabalho representa o primeiro estudo que
relaciona a composicdo da comunidade de fungos presentes nos ornitosolos com sua potencial
capacidade de causar doencas oportunistas em humanos. Além disso, estes fungos extremofilos
que apresentaram um ou mais fatores de viruléncia in vitro podem representar modelos
“primitivos”, isolados geograficamente e/ou adaptados a regido, e ainda serem possuidores de
genomas gque permitam estudar as origens evolutivas da viruléncia em fungos em comparacao com

aqueles considerados patogénicos e proximos filogeneticamente.

Os taxons A. fumigatus, B. spectabilis, C. keratinophilum, Cr. laurentii, Debaryomyces sp.,
P. chrysogenum, R. oryzae e Rh. mucilaginosa, os quais demonstraram possuir diferentes fatores
de viruléncia in vitro e encontrados nos ornitosolos da Antartica sdo reportados na literatura como
fungos oportunistas. Estes fungos merecem, entdo, um estudo mais detalhado no futuro quanto ao
seu potencial patogénico para humanos.

Alguns fungos (como por exemplo, T. cf. polyzona, Psathyrella sp., Eutypella sp., Peniophora
sp., Phlebia sp. e Phanerochaete sp.) demonstraram resultados positivos para alguns dos fatores
de viruléncia testados in vitro. Porém, tais géneros, de uma maneira geral, ndo apresentam
espécies descritas até 0 momento com importancia médica. As caracteristicas apresentadas por
estes fungos, nos testes realizados neste trabalho, podem tratar-se somente de atributos que os
permitem sobreviver e colonizar os diversos substratos em que sdo encontrados. Por outro lado,
estes fungos possuem, pelo menos in vitro, algum potencial de infectar humanos

imunocomprometidos.

Né&o foi possivel a identificagdo de nove fungos em nivel de espécie, 0s quais permaneceram
apenas em nivel de género e podem representar novas espécies. Entretanto, estudos taxonémicos

mais detalhados serdo necessarios para elucidar suas identificacfes taxondmicas.

Além disso, este estudo reforca a hipotese de que a adaptacdo de algumas espécies de fungos a
condicdes de estresse ambiental (Bennet, 2009; Baumgardner, 2012), como 0s presentes na
Antartica, resulte na capacidade destes eucariotos em infectar hospedeiros humanos com algum

grau de deficiéncia no sistema imunologico, ressaltando assim a importancia do estudo de fungos

56



extremdfilos como potenciais micro-organismos oportunistas de humanos. Ainda vale ressaltar
que a ocupacdo da Antartica por varias espécies de aves migratorias, somada a influéncia de fortes
ventos, a presenca humana, bem como a forte influéncia das mudancas climaticas globais na
regido (como por exemplo o aquecimento global) pode promover tanto a introdugdo de micro-
organismos potencialmente patogénicos na Antartica ou o contrério e talvez o mais preocupante, a
dispersdo destes micro-organismos presentes na Antartica para o resto do planeta, principalmente

para 0s continentes proximos que incluem o Americano (porcao do Sul) e a Oceania.
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