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PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE A ANTIMICROBIANOS DE CEPAS DE ASPERGILLUS SP. ISOLADOS
DE SOLO IMPACTADO

Antimicrobial susceptibility profile of Aspergillus sp. Strains. impacted soil isolates

Sarah Vieira Guimardes?, Geovanna da Silva Pinho Belém?, Sthefany Lima Pires®, Danyelle Cristina Pereira Santos*, Suelem dos
Santos Amaral Gouveia®, Rita de Cassia Mendonca de Miranda®

Resumo: Acomposicao do solo do lixao abriga uma diversidade de microrganismos que podem tornar-se patogénicos
para os seres humanos, como os do género Aspergillus sp. Esse género de fungos é caracterizado pela capacidade
de alteragdo genética para o aumento da sua resisténcia. Portanto o objetivos desse trabalho foi avaliar o perfil de
resisténcia de fungos do género Aspergillus sp. isolados do solo impactado de lixdo da cidade de Apicum-Acu, estado
do Maranhao, Brasil. Para tal foram utilizadas cepas de Aspergillus sp. (ASP 2,ASP3 e ASP 4), isoladas de solo impactado,
sendo empregada a técnica de microcultivo, para confirmacg&o do género. A susceptibilidade desses microrganismos
a agentes antifiingicos foi avaliada utilizando a técnica de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) por microdiluicdo
seriada (1:2), na qual trabalhou-se os antifiingicos Anfotericina B (16 a 0,0312 mg/L), Voriconazol (16 a 0,0312 mg/L) e
Itraconazol (8 20,0156 mg/L). O isolado ASP2 apresentou resisténcia ao Voriconazol (>2 mg/L) e resultado indefinido
para os antifungicos Itraconazol e Anfotericina B. O ASP3 demonstrou sensibilidade para Itraconazol (0,5 mg/L) e
Voriconazol (0,25 mg/L), entretanto, resultado indefinido para Anfotericina B. Por fim, o isolado ASP4 apresentou
resisténcia a Anfotericina B (2 mg/L) e sensibilidade para Itraconazol (0,5 mg/L) e Voriconazol (1 mg/L). Dessa forma,
evidencia-se o aumento da resisténcia de Aspergillus sp., e a ineficiéncia do grau de susceptibilidade desses farmacos
frente as patologias, necessitando assim, de estudos mais aprofundados e de pesquisas sobre novas biomoléculas,
que permitirdo resultados mais eficientes contra esse género de fungos.

Palavras-chave: Aspergilose; Agentes antiflingicos; Sensibilidade microbiana.

Abstract: The composition of the landfill soil harbors a diversity of microorganisms that can become pathogenic to
humans, such as those of the genus Aspergillus sp. This genus of fungi is characterized by the capacity for genetic
alteration to increase resistance. Therefore, the aims of this work were to evaluate the resistance profile of fungi of
the genus Aspergillus sp. isolated from impacted landfill soil in the city of Apicum-Acu, state of Maranhdo, Brazil. For
this purpose, strains of Aspergillus sp. (ASP 2, ASP3 and ASP 4), isolated from impacted soil, using the microculture
technique to confirm the gender. The susceptibility of these microorganisms to antifungal agents was evaluated
using the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) technique by serial microdilution (1:2), in which the antifungals
Amphotericin B (16t00.0312 mg/L), Voriconazole (16 t0 0.0312 mg/L) and Itraconazole (8 to 0.0156 mg/L). Isolate ASP2
showed resistance to Voriconazole (>2 mg/L) and indefinite results for the antifungals Itraconazole and Amphotericin
B. ASP3 demonstrated sensitivity to Itraconazole (0.5 mg/L) and Voriconazole (0.25 mg/L), however, the result was
undefined for Amphotericin B. Finally, the ASP4 isolate showed resistance to Amphotericin B (2 mg/L) and sensitivity
to Itraconazole (0.5 mg/L) and Voriconazole (1 mg/L). In this way, the increased resistance of Aspergillus sp. is evident,

Enfermagem, Universidade CEUMA, Sao Luis-MA, Brasil. E-mail: sarahvieira230@gmail.com ORCID: https://orcid.org/0009-0001-0817-1328
Enfermagem, Universidade CEUMA, S&o Luis-MA, Brasil. E-mail: geovannabelem@gmail.com. ORCID: https://orcid.org/0009-0006-7963-8454
Biomedicina, Universidade CEUMA, S&o Luis-MA, Brasil. E-mail: tk.pires03@gmail.com. ORCID: https://orcid.org/0009-0008-4593-4065

Mestre em Biologia Microbiana, Universidade Ceuma, S&o Luis-MA, Brasil. E-mail: Danyellesantosbiomed@gmail.com. ORCID: https://orcid.org/0000-
0002-8402-9913

Farmacéutica, Universidade CEUMA, S&o Luis-MA, Brasil. E-mail: suelemfarma@hotmail.com. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-0431-101X
¢ Doutora em Biologia de Fungos, Universidade Ceuma, S&o Luis-MA. E-mail: rita.miranda@ceuma.br. ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2116-1797;
Autor correspondente.

2w N =

w

Evidéncia, 2024, v. 24, Ed. Especial, p.110-117


https://orcid.org/0009-0001-0817-1328
https://orcid.org/0009-0006-7963-8454
https://orcid.org/0009-0008-4593-4065
https://orcid.org/0000-0002-8402-9913
https://orcid.org/0000-0002-8402-9913
https://orcid.org/0000-0003-0431-101X
https://orcid.org/0000-0003-2116-1797

Guimardes, S. V. et al., Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos ...

m

and the inefficiency of the degree of susceptibility of
these drugs against pathologies, thus requiring more
in-depth studies and research into new biomolecules,
which will allow more efficient results against this
genus. of fungi.

Keywords: Aspergillosis; Antifungal Agents; Microbial
Sensitivity.
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INTRODUCAO

0 solo é um habitat diversificado, tendo em sua
composicdo fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, para
garantia da sua qualidade. Sua microbiota variada, com
microrganismos que atuam em ciclos bioquimicos para
a manutencdo da vida, inclui espécies de fungos que sdo
responsaveis por diversas atividades, como a decomposi¢do
de compostos complexos em pequenas moléculas,
mineralizagdo, produgdo de compostos e enzimas
extracelulares para adaptacdo e competicdo por espaco
(Fidelis et al., 2016; Freitas et al., 2017; Leal et al., 2021).

Em ambientes adversos, como os lix3es, nos quais o solo
esta exposto a diversas contaminac¢des, encontram-se uma
ampla variedade de microrganismos, incluindo espécies de
bactérias e fungos. Entre os microrganismos, destacam-se os
Aspergillus sp., que possuem a capacidade de desenvolver
estratégias para a sobrevivéncia nesse ambiente estressante
(Munoz-Rojas et al., 2016).

Esse género de fungos filamentosos pertencentes a
familia Aspergillaceae, destacam-se pela caracteristica
distintiva na sua morfologia, composta por conidiéforos
que terminam em uma vesicula apical, e que por sua
vez apresentam uma célula basal do pé que se insere na
hifa na extremidade oposta. Dependendo da espécie, as
caracteristicas da vesicula biliar podem sofrer variacdes.
Da mesma forma, os fungos desse género sdo classificados
como saprofitos, que se alimentam de matéria organica
morta ou em decomposi¢do. Por isso, sao considerados uma
parte importante das cadeias alimentares dos ecossistemas

em que se encontram, sendo poderosos decompositores de

matéria organica, transformando-a em composto para o solo
(Brandl; Andersen, 2017; Vadlapudi et al., 2017).

Visto que as doengas causadas pela cepa Aspergillus sp.,
sdo apontados como um problema de salde significativo,
estudos relacionados tonam-se cada vez mais promissores,
uma vez que essa cepa pode levar ao desenvolvimento de
doencas pulmonares, como aspergilose pulmonar e sinusite
fungica, além de afetar as unhas e causar onicomicose. A
forma clinica dessas aspergilloses depende diretamente do

estado imunoldgico do individuo (Gavronski et al, 2016)

A dispersao de seus esporos no meio ambiente facilita
a infecgdo pelo trato respiratério e infec¢do de uma ferida
anterior ou de membranas mucosas. Os fungos patogénicos
produzem quatro tipos de toxinas Bl, B2, G1 e G2. O
efeito toxico destas aflatoxinas pode ser de curta duragdo
(aflatoxicose aguda) ou de longa duracao (aflatoxicose

cronica) (Souza et al., 2017)

Devido a prevaléncia dessas espécies de Aspergillus sp. e
sua eficiente capacidade de alteragdo genética para aumento
de resisténcia biolégica contra ambientes estressantes, é
necessario a realizagdo de testes com agentes antifiingicos
mais comumente utilizados no cotidiano clinico, visando
resultados comprobatérios do grau de susceptibilidade

desses farmacos frente a essas patologias (Braga, 2018).

Sabendo que o solo do lixdo é rico em espécies de fungos
que residem nesse ambiente hostil, o presente trabalho tem
como objetivo avaliar o perfil de resisténcia de Aspergillus
spp. isolados do solo impactado de lixdo da cidade de

Apicum-Acu, estado do Maranhao, Brasil.

MATERIAL E METODO

TIPO DE ESTUDO

Esse estudo trata-se de uma pesquisa transversal
experimental, com abordagem quantitativa e qualitativa, que
visa perfil de susceptibilidade a antimicrobianos de cepas de

Aspergillus spp. isolados do solo impactado.
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ISOLADOS PARAO TESTE DE
SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

Para o teste de susceptibilidade antifingica, foram
utilizadas cepas dos isolados do género Aspergillus spp.
identificados como ASP2, ASP3, ASP4, isolados do solo
e disponiveis no banco de cultura do Laboratério de

Eletroquimica e Biotecnologia da Universidade Ceuma.

Essas cepas de Aspergillus spp. foram previamente
isoladas de um solo impactado do aterro sanitario do
municipio de Apicum-Acu, situado no estado do Maranhgo,
Brasil. A area de estudo fica localizada nas seguintes
coordenadas geograficas: Latitude: 1° 34’ 37” Sul; Longitude:
45° 4’ 46" Oeste (Figura 1)

MICROCULTIVO E IDENTIFICACAO

Para confirmacao eidentificacdo das cepas de Aspergillus
spp. utilizados no estudo a nivel de género, empregou-se
a técnica de microcultivo para examinar as caracteristicas
morfoldgicas dos isolados, seguindo o protocolo de Holt,
Williams e Sharpe (1989), com modificagbes especificas.
Foram preparadas placas contendo o meio de cultura BDA
(Agar Batata Dextrose), nas quais as cepas foram inoculadas.
Em seguida, uma laminula inclinada foi cuidadosamente
colocada sobre o meio. Estas placas foram incubadas em
uma estufa a 28°C por um periodo de 7 dias. Apds o periodo
de incubagdo, a laminula foi cuidadosamente removida e
colocada sobre uma ldmina de vidro, onde foi corada com
azul de algoddo. Isso permitiu a analise das amostras sob
um microscépio Optico, utilizando uma objetiva de 40x para
examinar as caracteristicas morfoldgicas dos microrganismos

e, consequentemente, sua identificagao.

Figura 1: Mapa dos pontos de coleta de solo do lixdo localizado no municipio de Apicum-Acu, Maranho, Brasil.
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DETERMINACAO DA CONCENTRACAO
INIBITORIA MINIMA (CIM)

A determinacdo da Concentragdo Inibitéria Minima
(CIM) para a avaliagdo do perfil de susceptibilidade das
cepas de Aspergillus sp. foi realizada por meio do ensaio de
microdilui¢do (1:2) em microplaca de 96 pogos (BrCAST, 2017).
Os micélios aéreos e vegetativos dos fungos filamentosos
foram coletados com auxilio de um swab umedecido e
depositados em salina (0,9%), até atingir a concentragdo
semelhante a escala McFarland 0,5 (1,5 x 10® UFC/ml). Os
indculos foram padronizados pela diluicdo de 1:10 em meio
RPMI 1640 suplementado (2-5 x 10° UFC/ml). Em microplaca
de 96 pocos, foi realizada a diluigdo seriada dos antifiingicos
Anfotericina B (16 a 0,0312 mg/L), Itraconazol (8 a 0,0156
mg/L) e Voriconazol (16 a 0,0312 mg/L), em meio RPMI 1640
suplementado, com volume final de 100 pl em cada pogo
do ensaio (Figura 2). Foi adicionado a aliquota 100 pl de
cada indculo padronizado nos pogos com os antifiingicos
diluidos. O controle negativo consistiu em somente meio
RPMI 1640 suplementado, e o positivo, em meio RPMI 1640
suplementado e inéculo padronizado. O teste foi realizado
em triplicata. Incubou-se as placas a 28°C entre 24 e 48
horas. O resultado da susceptibilidade a antifingico foi
lido visualmente, sendo considerada como CIM a menor
concentracdo sem crescimento microbiano. As referéncias
dos pontos de cortes seguiram o preconizado pela literatura
(BrCAST, 2017; Arendrup et al., 2012; Hope et al., 2013).

Figura 2: |lustracdo da organizagdo da microplaca de 96 pogos para

determinagdo da Concentragéo Inibitéria Minima (CIM).
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Fonte: Autores,2023

RESULTADOS

Nesse estudo, foram utilizadas cepas do género
Aspergillus sp., advindas do aterro sanitario da regido de
Apicum-Acu, no Maranhdo, disponibilizadas pelo banco de
cultura do Laboratério de Eletroquimica e Biotecnologia
da Universidade Ceuma. As caracteristicas macroscopicas
e microscopicas das coldnias foram examinadas visando a

identificacao do género.

Osisolados foramidentificados como: ASP2, ASP3, ASP4.
O isolado ASP 2 (Figura 3), identificado como Aspergillus
sp., apresentou coldnias acinzentadas, com liberacdo de
pigmento verde e micélio aéreo predominante (Figura 3A),
além da observacdo de hifas cenociticas, foi identificada a
formacdo de esporos dispostos em padrdo semelhante a

uma flor (Figura 3B).

O isolado ASP4 (Figura 5), identificado como Asperygillus
sp., apresentou coldnias acinzentadas, com micélio aéreo
predominante e liberagdo de pigmento résea (Figura 5A),
sendo caracterizado por hifas septadas e cabega aspergilar
com formacado de esporos dispostos em padrao semelhante

a uma flor (Figura 5B).

No teste de determinacdo da CIM (Concentragdo
Inibitéria Minima) utilizado para a avaliacdo do perfil de
susceptibilidade das cepas de Aspergillus sp. observou-se os

principais resultados, resumidos na Tabela 1.

O isolado ASP3 (Figura 4), identificado como Aspergillus
sp., apresentou colbnias esbranquigadas e micélio aéreo
predominante (Figura 4A), além da observacdo de hifas
cenociticas, foi identificada a formacg&o de esporos dispostos

em padrao semelhante a uma flor (Figura 4B).
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Figura 3: Andlise macro e microscépica do isolado ASP2 (Aspergillus sp.) do solo do aterro sanitario de Apicum-Agu, Maranh3o, Brasil.

Fonte: Autores,2023

Figura 4: Analise macro e microscépica do isolado ASP3 (A

spergillus sp.) do solo do aterro sanitario de Apicum-Agu, Maranhdo, Brasil.
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Tabela 1. Perfil de susceptibilidade a antifingico de cepas de Aspergillus sp.

isolados de solo impactado do lixdo de Apicum-Agu, Maranhdo, Brasil (2023).

us sp.) do solo do aterro sanitrio de Apicum-Agu, Maranh&o, Brasil.

Antiflingicos Isolados

(me/L) ASP2 ASP3  ASP4  Ponto de Corte (mg/L)
Anfotericina B ND ND 2 Sz21; R>2

Itraconazol ND 0,5 0,5 S=1; R>2

Voriconazol 2 0,25 1 S=1; R>2

Legenda: ND - N3o definido; S - Sensivel; R - Resistente
Fonte: Autores, 2023

Os antifingicos avaliados no teste de CIM por
microdilui¢do seriada incluem anfotericina B (16 mga 0,0312
mg/L), itraconazol (8 mg a 0,0156 mg/L) e voriconazol (16 mg
a 0,0312 mg/L). De acordo com a Tabela 1, o isolado ASP2 se
manifestou resistente a voriconazol (>2,0 mg/L) e resultado
indefinido para anfotericina B e itraconazol. Ja isolado ASP3,
mostrou-se sensivel a itraconazol (0,5 mg/L) e voriconazol
(0,25 mg/L), entretanto, apresentou resultado indefinido
para anfotericina B. Por fim, o isolado ASP4 manifestou-
se resistente a anfotericina B (2,0 mg/L), porém sensivel a

itraconazol (0,5 mg/L) e voriconazol (1,0 mg/L).

DISCUSSAO

O género Aspergillus engloba mais de 200 espécies,
com uma estimativa de cerca 34 espécies descritas como
causadoras de infeccdes em humanos, podendo-se citar
as espécies Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus
terreus, Aspergillus nidulans e Aspergillus fumigatus, sendo
essa Ultima a espécies mais associadas aos casos de

aspergilose (Quintanilha-Peixoto et al., 2019).

A porta de entrada do fungo do género Aspergillus sp. no
organismo é por meio de inala¢do de seus conidios. Porém,
individuos saudaveis sdo capazes de eliminarem a infeccdo
antes do desenvolvimento de qualquer doenca. A aspergilose
atinge, principalmente, pacientes imunodeprimidos com
exposicao direta ao fungo, como trabalhadores e catadores
do lixdo de Apicum-Agu (MA) em contato com o solo. Um
minimo desequilibrio entre o fungo e o hospedeiro pode

levar ao desenvolvimento da doenca (Shibuya et al., 2004).

Nos Ultimos anos, o avango das terapias
imunossupressoras aumentou o risco de infec¢les
oportunistas, evidenciando o Aspergillus spp. como um dos
principais patégenos fungicos humano. Embora tenha sido

usado naindustria alimenticia e farmacéutica, recentemente,
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sua relevancia cresceu devido a infecgoes oportunistas,
resultando em um impacto significativo na saide publica.
O termo geral para essa condicdo é aspergilose, englobando
doencas causadas por agentes do género Aspergillus. (Sales,
2009).

Os principais antifingicos de primeira escolha utilizados
no tratamento da infec¢do por Aspergillus sp. sdo os azélico,
como voriconazol, posaconazol e isavuconazol, e azdis,
como o itraconazol. Outras classes de antifingicos também
sao utilizadas individualmente ou em conjunto, como a
flucitosina e/ou a anfotericina B. No entanto, a crescente
taxa de resisténcia do género a antifiingicos, em especial os
azoblicos, dificulta o tratamento da doenca, sendo o ambiente
apontado como fator crucial da selegdo as cepas resistentes,
principalmente ambientes hostis e impactados que induzem
a manifestacdo de fatores de sobrevivéncia microbiana
(Sales, 2009; REICHERTHLIMA et al., 2018).

Com base nos resultados obtidos, observa-se diferentes
grausdesensibilidade eresisténciasdeisolados deAspergillus
sp. do solo impactado avaliado nesse estudo. Pode-se
demonstrar que os isolados ASP3 e ASP4 demonstram
sensibilidade esperada ao antifingico azélico (voriconazol)
e azdis (itraconazol). O isolado ASP2 apresentou resisténcia
ao voriconazal. Nenhum isolado apresentou sensibilidade a

anfotericina B.

De acordo com o estudo conduzido por Pontes
(2018), foram constatados casos de resisténcia antifingica
evidenciados através do teste de determinacgdo da CIM. Dessa
forma, o estudo indicou que Aspergillus pode ser resistente a
outros medicamentos antifingicos, incluindo o posaconazol,
derivado azdlico utilizado principalmente para o tratamento
de aspergilose. Segundo a pesquisa de Reichert-Lima (2018),
foram encontrados resultados semelhantes em relacdo aos
antifungicos anfotericina B e posaconazol, com resisténcia de
Aspergillus aos medicamentos testados. Denardi et al. (2018)
analisou a suscetibilidade antifungica de isolados clinicos e
ambientais de duas espécies de Aspergillus sp., observando
cerca de 20 a 25% das cepas clinicas e ambientais isoladas
foram apontadas como resistentes ao itraconazol, além
de apontar boa atividade de voriconazol e anfotericina B.

Todos esses ensaios corroboram com os resultados desse

estudo, demonstrando o potencial de resisténcia do género

Aspergillus.

Dessa forma, fica em evidéncia a importéncia e a
necessidade de se avaliar o perfil de susceptibilidade de
isolados de Aspergillus sp., principalmente quando sdo
provenientes de solo impactado, uma vez que o ambiente

hostil pode selecionar cepas resistentes.

CONCLUSAO

Os isolados ASP3 e ASP4 apresentaram sensibilidade
aos antifiingicos itraconazol e voriconazol, e o isolado ASP2
apresentou resisténcia ao voriconazol. Ambas as cepas
isoladas foram resistentes ou apresentaram resultados
indefinidos para anfotericina B. Diante disso, observa-se o
aumento da resisténcia de Aspergillus sp., isolado do solo
impactado do aterro sanitario do municipio de Apicum-
Acu, Maranhdo e a ineficiéncia do grau de susceptibilidade
desses farmacos frente as patologias causadas por esse
fungo, necessitando assim, de estudos mais aprofundados
e de pesquisas sobre novas biomoléculas, que permitirdo

resultados mais eficientes contra esse género de fungos.
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