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RESUMO

Esta pesquisa teve como objetivo levantar e identificar a presenca de Candida spp. de importancia médica presente
na bacia do Igarapé da Penal no perimetro urbano do municipio de Porto Velho-RO. Coletou-se nove amostras
com =100 mL de agua da superficie entre os meses de agosto e setembro de 2019. Estas, foram transferidas (05
mL) para um tubo de ensaio contento H,O destilada, estéril, na proporcédo de 50% (v/v). Em seguida, fracdes com
300 pL foram distribuidas em 3 placas com agar Sabouraud — CAF e outras de 100 pL (das dilui¢Ges 108) em 2
placas de agar nutrientes. Posteriormente, semeou-se pela técnica de Spread plate com auxilio de uma alca de
Drigalski e cultivados a 28 °C por 72 h. As analises foram identificadas por microscopia 6ptica e confirmadas pelo
kit Fungifast, Marca: Elitech Microbio Referéncia: 44430. Os resultados identificaram a presenca de leveduras e
fungos filamentosos. As leveduras corresponderam as espécies patogénicas Candida albicans / C. dubliniensis
(n:4); C. parapsilosis (n:03); C. cruzey (n:02) e C. kefir (n:01). Conclui-se que o igarapé da Penal apresentou
contaminacgdo por 04 espécies de leveduras de importancia méedica.

Palavras-chave: Candida spp. Igarapé. Contaminacao.

ABSTRACT

This research aimed to survey and identify the presence of Candida sp. of medical importance present in the Penal
Igarapé basin in the urban perimeter of Porto Velho-RO. Nine samples with =100 mL of surface water were
collected between August and September 2019. These were transferred (05 mL) into a test tube containing 50%
(v /v) sterile distilled H20. Subsequently, 300uL fractions were distributed in 3 plates with Sabouraud - CAF agar
and 100uL (from 1078 dilutions) in 2 nutrient agar plates. Then, it was sown by a Spread plate technique with the
aid of a Drigalski handle and grown at 28 °C for 72 h. The analysis were identified by optical microscopy and later
confirmed by the Fungifast Kit, Brand: Elitech Microbio Reference: 44430. The results revealed in addition to the
yeast the presence of filamentous fungi. Recognitions have that they were the pathogenic species Candida albicans
/ C. dubliniensis (n: 4); C. parapsilosis (n: 03); C. cruzey (n: 02) and C. kefir (n: 01). Given the above, it can be
concluded that the Penal Igarapé presented contamination by 04 yeast species of medical importance.
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1. INTRODUCAO

Os fungos sdo microrganismos importantes na producdo de alimentos, produtos
fermentados, bebidas alcodlicas e na industria farmacéutica, estdo presentes no processo de
biodegradacdo e no tratamento bioldgico de efluentes, na atividade enzimatica - na producéo
de enzimas de interesse industrial e na biotransformacdo. Além da relevancia biotecnoldgica,
apresentam importancia agricola e ecologica, pois mantém o equilibrio do ambiente
decompondo restos vegetais, degradando substancias toxicas, auxiliando as plantas a crescerem

e se protegerem contra inimigos - outros microrganismos patogénicos [1].
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Os fungos leveduriformes sdo ubiquos no meio ambiente, sendo encontradas em
diferentes nichos como em solo, na &gua, nos vegetais e como habitantes do corpo humano
como parte da microbiota normal enddgena. Além disso, podem estar presentes em espécimes
clinicos, como resultado de contaminagdo ambiental, coloniza¢éo ou processo infeccioso [2],
[3]. Dentre as diferentes espécies de leveduras de importancia médica, destacam-se 0s géneros
Candida, Cryptococcus, Hansenula atualmente, Pichia, Rhodotorula, Saccharomyces,
Torulopsis e Trichosporon [2]. Dados presentes nos estudos de [4] mostram que séo descritas
163 espécies de Candida spp. sendo que, cerca de 20, ja foram associadas a processos
infecciosos.

Destre as leveduras relatadas, as do género Candida tém importancia pela alta
frequéncia no processo de colonizacdo e infeccdo do hospedeiro humano. Diferentes estudos
vém mostrando que espécies de Candida sdo encontradas no tubo gastrointestinal em 20 a 80%
da populagédo adulta saudavel e, além disso, é responsavel por cerca de 80% das infeccdes
fangicas no ambiente hospitalar e constitui causa relevante de infec¢des de corrente sanguinea.
Nos Estados Unidos da America, ela € a quarta causa mais comum de infeccdes de corrente
sanguinea, respondendo por cerca de 8% dos casos das infecgdes documentadas neste sitio [5].
Diante da relevancia para saude dessas leveduras, esta pesquisa teve como objetivo levantar e
identificar a presenca de Candida spp. de importancia médica presentes na bacia da Penal no

do municipio de Porto Velho-RO.

2. MATERIAIS E METODOS

A pesquisa foi realizada em um dos tributarios de primeira ordem do igarapé da Penal,
uma das bacias urbanas presente em Porto Velho —RO (Figura 01), localizada no Estado de
Ronddnia, na Amazo6nia Ocidental, a margem direita do Rio Madeira, no ano de 2019. Esta
regido possui um sitio urbano desenvolvido sobre depositos aluvionares atuais e subatuais do
Quartenario sobrepostos, por vezes, sobre coberturas lateriticas coesas e incoesas do Terciario
e Quaternario [6], [7]. O relevo apresenta variacdo entre 65 a 111 metros, com 85,67% do
perimetro urbano variando entre plano a suavemente ondulado [8]. A vegetacdo residual é
composta por fragmentos de floresta ombrdéfila aberta. A cidade é cortada por 6 sub-bacias
hidrogréaficas: a do Igarapé dos Tanques a noroeste, a do lgarapé Grande a leste, a do lgarapé
Bate Estaca a sudoeste, a do Igarapé Tancredo Neves a leste, a do Rio das Gargas a sudeste e a

da Penal ao norte [9].
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Figura 01: Localizacdo da bacia do Igarapé da Penal.
Fonte: Dados copilados e modificados de [10] e [11].

Quanto ao método de coleta e avaliacdo microbioldgica, adaptado da [12], [13] baseada
pelo Standard Methods for the Examination of Water and Wasterwater (Método padrdo para
analise de agua e agua residuaria). Estas foram, inicialmente, realizadas com a coleta de 3
amostras de 100mL de agua da lamina d’gua em frasco de plasticos 250mL, previamente
preparados e autoclavados, para analise. Posteriormente, as amostras foram levadas ao
Laboratorio de Microbiologia do Instituto Federal de Rondoénia - IFRO, campus Calama, em
caixas de isopor, contendo gelo seco, onde foram mantidas neste ambiente por 1 h para posterior
analise - periodo entre a coleta e o inicio das avaliacGes.

Para o cultivo e contagem das leveduras foram homogeneizados e transferidos 05 mL
da amostra em um tubo de ensaio contento H2O destilada, estéril, na proporcao de 50% (v/v).
Posteriormente, fragdes com 300uL, desta solucdo, foram distribuidas em 3 placas com agar
Sabouraud e outras de 100uL (das diluicdes 10®) em 2 placas de agar nutrientes, previamente
preparas. Em seguida, semeou-se pela técnica de Spread plate com auxilio de uma al¢a de
Drigalski. Os resultados das analises foram expressos em unidades formadoras de coldnias
(UFC por 100 pL) em suas respectivas diluigdes. Apos a identificacdo do perfil de leveduras,
realizadas em 24 horas por microscopia optica 640x, as identificacbes foram confirmadas de
acordo com as orientacBes técnicas do kit Fungifast, Marca: Elitech Microbio Referéncia:
44430.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Nas amostras evidenciou- se, além dos fungos filamentosos, a presenca de colonias n:
09 (100%) com perfil de leveduras. Destas, 6 (66,66%) apresentaram cepas com aspectos
morfol6gicos condizentes para o género Candida. As analises para identificacdo revelou tratar-
se das espécies de Candida albicans e/ou C. dubliniensis (n:4); C. parapsilosis (n:03); C. cruzey
(n:02) e C. kefir (n:01) observadas na Fig.: 02 e Tab.: 01.
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Espécies de Candidas sp. identificadas nas amostras analisadas.

Figura 02: Espécies de Candida spp. identificadas nas col6nias isoladas.

Tabela 1- Distribuicdo das coletas, numeros de col6nias e identificacdo das cepas isoladas nas

amostras da &gua do Igarapé da Penal em 2019.

Coletas Espécies N° de coldnias Observacao
100uL (10%)
01 Candida albicans / C. 01 Presenca de fungos filamentosos.
dubliniensis*
02 - - Presenca de fungos filamentosos.
03 Candida albicans / C. 02 -
dubliniensis* 02 -
Candida parapsilosis
04 - - Presenca de fungos filamentosos.
05 - - Presenca de fungos filamentosos.
06 Candida krusei 01 Anadlise prolongada para 72h.
07 Candida krusei 01 Baixo crescimento de col6nias.
Candida albicans / C. 01
dubliniensis*
08 Candida parapsilosis 01 Baixo crescimento de coldnias.
09 Candida kefyr 01 Baixo crescimento de coldnias.

*Identificacdo bioquimica ndo precisa, pelo kit Fungifast, para distin¢do das duas espécies.

A presenca das leveduras, identificadas neste estudo (Tabela 01), sdo descritas como
capazes de colonizar o homem e animais provocando a perda do equilibrio parasita-hospedeiro.
E podem, de acordo com os estudos da Anvisa [14], em caso de exposi¢do, manifestar diferentes

processos infecciosos localizados ou disseminados. Essas infecgOes podem ocorrer,
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normalmente, pelas vias aéreas superiores ou quebra na barreira epidérmica apds traumatismos
com objetos perfuro-cortantes.

Embora néo tenha sido avaliados associa¢fes com as doengas e sim com potencial risco
de contaminacdo, os achados corroboram os estudos cientificos que mostram que a presenca da
C.albicans e C.dubliniensis, principais patdgenos, estdo implicado no desenvolvimento de
candidose oral [15]. No entanto, observou-se que o kit ndo é capaz de diferenciar, pelas
propriedades bioquimicas, essas duas estirpes. Dados, da literatura cientifica, mostram que as
mesmas apresentam grande similaridades e representam uma parte pouco numeroso nas
microbiotas residentes de individuos saudaveis. Por outro lado, a C. dubliniensis é um
importante patdgeno implicado no desenvolvimento de candidose orofaringeana em individuos
HIV-positivos, como ja citado nos trabalhos de Sullivan e col. [16].

Além disso, como descrito nos estudos de Nonaka [15], embora diversos trabalhos
destacam métodos fenotipicos variados para identificacdo de C. dubliniensis e C. albicans, as
técnicas mais rapidas e sensiveis para identificacdo correta destas leveduras baseiam-se em
analises moleculares, particularmente a PCR- Reacdo em Cadeia de Polimerase.

Quanto ao fungo C. parapsilosis, estudos mostram que a estirpe é considerado
oportunista e causador de infe¢Ges sistémicas, principalmente em doentes oncologicos [17]. A
C. krusei esta associada as infec¢des oculares, candidoses vaginais, artrites e fungemias [18] .
Por outro lado, é citada como uma espécie menos patogénica e com baixa capacidade de
aderéncia as células epiteliais, causando doenca em individuos imunocomprometidos [19].
Além dessas, também identificou-se a presenca de C. kefyr, descrita como causadora de
infeccdes na corrente sanguinea (ICS) em pacientes com doencas hematologicas com
neutropenia [20. Além disso, nos trabalho Liguori e col.[21] ha o registros de que alguns desses
fungos, como as C. dubliniensis, C. tropicalis e C. glabrata - ndo analisada nesta pesquisa, tem
sido observado o aumento de sua incidéncia.

A presenca desses microrganismos e 0s potenciais riscos podem estar associada a
localizagdo das habitacdes ocupadas nas margens desses igarapés, bem como ao baixo indice
de saneamento basico encontrado na regido. Esses dados sdo corroborados pelos estudos de
Heller [22] e do IBGE [23] onde citam que, no caso de politicas publicas sobre tratamento de
residuos, como pouca excregdes, torna-se a mais relevante quando se trata de protecdo contra
doencas. Além disso, a situacdo do esgotamento sanitario na regido Norte é preocupante pois
apenas 3,8% dos domicilios sdo atendido pela rede geral de esgoto. Em outro estudo,

relacionado as possiveis doencas de transmissdo hidrica em Manaus -AM, realizado por Santos
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[24] em igarapés no perimetro urbanos, os dados estéo associados ao nivel educacional e a renda
familiar, e cita que estas varidveis é que tem influéncia no comportamento de higiene doméstica
e pessoal.

Do ponto de vista técnico, relacionado a producédo de rejeito e ao nimero de coldnias
isoladas, os dados obtidos sdo justificados pelo volume de liquidos no rejeito, bem como pela
presenca dos contaminante, como descrito por Canivatto [25]. Adicionalmente, o autor
descreve em seus trabalhos que cada pessoa ao consumir em média 200 litros de agua por dia,
converte 150 litros em esgoto e os 50 litros pode evaporacgéo ou infiltrar-se no solo. Outrossim,
0s esgotos ou residuos liquidos possuem na sua composicdo mais de 99% de agua com alta
concentragé@o de substancias organicas resultantes de restos de comidas, fezes, sabdo e outros
produtos usados nas residéncias. Logo, dependendo da forma e concentracdo dos compostos
presentes nestes rejeitos, podem ou ndo favorecer o crescimentos de diferentes microrganismos.
Assim, a presenca de fungos, observadas nesta pesquisa sdo também justificados e descritos por
Ortiz e col. [26] onde, em ecossistemas aquaticos, a presenca e diversidade de fungos estdo
relacionadas com a concentracdo de nutrientes e que, caso essas substancias estejam diluidos,
h& uma baixa diversidade microbiana. Assim, como observado neste estudo, certos organismos
podem ou sdo considerado bioindicadores de contaminacdo do ambiente e tornando-se

caracteristicos de ambientes impactados.

CONCLUSOES

Esta pesquisa identificou, nas amostras analisadas, a presenca de 04 espécies de fungos
do género Candia de importancia médica presentes na agua da bacia do igarapé Penal, no
municipio de Porto Velho — RO em 2019. As leveduras identificadas foram das espécies
patogénicas Candida albicans e/ou C. dubliniensis; C. parapsilosis; C. cruzey e C. kefir.

Das espécies identificadas, a duplicidade na identificacdo entre a C. albicans e C.
dubliniensis - levedura emergente associada ao desenvolvimento de candidose oral, até entdo
ignorada em decorréncia de suas caracteristicas fenotipicas similares, se da pela caracteristicas
fenotipicas w bioguimica similares e a distin¢ao ocorre, normalmente, por PCR.

A presenca desses quatro agentes microbianos podem estar associados aos impactados
provocados pela acdo antrépica relacionada a producdo de dejetos. Assim, as leveduras
encontradas e identificadas neste ecossistemas aquaticos podem estar vinculadas,

principalmente, com a concentracdo de matéria orgénicas das atividades humanas. Além isso,
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a identificacdo de espécies com potencial patogénico, tem sido indicativo de importantes
bioindicadores de poluicdo.
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