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RESUMO

Uma das maiores preocupagdes para os consumidores € a qualidade da 4gua potavel
relacionada aos padrdes microbioldgicos, pois esta € um dos principais veiculos de
transmissao de patégenos: virus, bactérias, protozoarios e fungos. A atual Portaria n® 2.914/11
do Ministério da Satide inclui aspectos normativos para os padrdes microbioldgicos e fisico-
quimicos para as andlises de dgua e define ainda, os tipos de solucdo alternativa coletiva
(SAC) e individual (SAI), destacando alguns pontos de coleta que devem ser contemplados. E
possivel verificar nesta Portaria a auséncia de andlises de fungos em 4dgua para consumo
humano. Aguas subterrneas tém sido usadas como fonte de abastecimento, sendo que seu
uso e a construg¢ao de pogos regulares requerem autorizag¢do junto aos 6rgaos governamentais
e cadastro no Sistema de Vigilncia Sanitaria. No entanto, em alguns Municipios como no
caso de Sao José do Rio Preto muitos pogos sao construidos de forma irregular, favorecendo a
entrada de micro-organismos na dgua. Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo
avaliar a ocorréncia de espécies flingicas em dgua proveniente de solugdes alternativas (pogos
regulares e irregulares) do Municipio de Sdo José do Rio Preto e correlacionar aos parametros
fisico-quimicos e biologicos de susceptibilidade antimicrobiana e ainda, analisar a
distribuicdo de genétipos clonais das leveduras. No periodo de setembro de 2011 a junho de
2012, 500 ml de 4gua foram coletadas e encaminhadas ao Laboratério de Microbiologia da
Faculdade de Medicina de S@o José do Rio Preto sendo: 52 amostras de dgua de pocos
regulares e 107 de pogos irregulares. Caracteristicas morfoldgicas, fisiologicas e bioquimicas
foram utilizadas para definicdo das espécies filingicas e andlise de susceptibilidade
antimicrobiana. As leveduras que apresentaram mais de um isolado foram submetidas ao teste
molecular (RAPD). Paralelamente mais 500 ml de 4gua foram coletados e encaminhados ao
Instituto Adolfo Lutz de S@o José do Rio Preto para as anélises fisico-quimicas. Outros
parametros também foram avaliados: tipo de édgua (SAC ou SAI), ponto de coleta,
concomitante presenga de bactérias, estacdes do ano e ocorréncia de chuvas. Pocos regulares e
irregulares apresentaram contaminag@o por fungos patogénicos, que independente da origem
dos pogos, o crescimento fungico foi observado mesmo em 4aguas com os padroes fisico-
quimicos dentro do limite estabelecido pela Portaria n® 2.914/11. Tipo de agua (SAC e SAI),
pontos de coleta, concorréncia com bactérias, estagdes do ano e chuva interferem na

distribuicdo de fungos em dgua, considerados os padrdes biolégicos individuais. Agua dos



pocos apresentou positividade para fungos resistentes aos antifingicos utilizados em pratica
clinica. Também foi demonstrada a ocorréncia de tipos flingicos clonais em dgua de ambos os
pocos, 0 que sugere contato e dispersdo microbiana a partir de uma mesma fonte comum de
agua. A ocorréncia de fungos patogénicos resistentes aos antimicrobianos em agua de pogos

implica na cria¢@o de novos documentos regulatorios com a inclusdo da andlise micoldgica.

Palavras-chave: fungos, agua de solugdo alternativa, pogos regulares e irregulares



ABSTRACT

One of the greatest concerns for consumers is the quality of drinking water related to
microbiological standards, because this is one of the most important vehicles of pathogen
transmission: viruses, bacteria, protozoa and fungi. The current Directive n°® 2.914/11 of
Ministry of Health includes normative aspects for microbiological and physico-chemical
standards for analysis of water and also defines the types of alternative solutions collective
and individual, emphasizing some collection points that must be considered. It is possible to
verify in this Directive the absence of analysis of fungi in drinking water. Groundwater it has
been used as a source of supply and the use of groundwater and the construction of regular
wells requires authorization from governmental agencies and registration in the Health
Surveillance System. In some cities, however, such as in SGo José do Rio Preto many wells
are built in an irregular way, facilitating the entry of microorganisms in water. Thus this
study aims to evaluate the occurrence of fungal species in water from alternative solutions
(regular and irregular wells) in SBo José do Rio Preto and to correlate to physic-chemical
and biological of antimicrobial susceptibility and also to analyze the distribution of clonal
genotype of yeasts. From September 2011 to June 2012, 500 ml of water were collected and
sent Microbiology Laboratory of Medical School: 52 samples of water from regular wells and
107 fromirregular wells. Morphological, physiological and biochemical characteristics were
used for definition of fungal species and for analyses of antimicrobial susceptibility. The
yeasts that presented more than one isolated were subjected to molecular test (RAPD). At the
same time another 500 ml of water were collected and sent to Adolfo Lutz Institute for physic-
chemical analyzes. Other parameters were also evaluated: type of water (SAC or SAl),
collection points, concomitant presence of bacteria, seasons and rainfall. Regular and
irregular wells were contaminated by pathogenic fungi that regardless of the origin of the
wells, the fungal growth was observed even in waters with the physico-chemical standards
were within the limits established by Directive n® 2.914/11. Type of water (SAC or SAl),
collection points, competition with bacteria, seasons and rainfall interfere in the distribution
of fungi in water, considering the individual biological standards. Water from wells was
positive to fungi resistant to anti-fungal used in clinical practice. It was also demonstrated the
occurrence of clonal fungal types in water from both of the wells, suggesting contact and
microbial dispersion from a single common source of water. The occurrence of pathogenic

fungi resistant to antimicrobial in water from wells implies the creation of new regulatory



documents including the mycological analysis.

Keywords:. fungi, alternative water solution, regular and irregular wells
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1INTRODUCAO

1.1 CONTROLE DA QUALIDADE DA AGUA - HISTORICO

A qualidade da dgua tornou-se relevante e de importancia para a saide publica no final
do século XIX e comeco do século XX em razdo das doencas por ela veiculadas (FREITAS;
FREITAS, 2005).

No Brasil, na década de 1970, iniciou-se a primeira normatizacao para a qualidade da
dgua para consumo humano com o Decreto Federal n° 79.367 de 9 de marco de 1977, no qual
define que o Ministério da Satide junto de outros 6rgdos, estabelega a aprovagdo de normas
relacionadas a protecdo de mananciais, servicos de abastecimento publico, instalagdes
prediais e o controle da qualidade da agua.

Em 1986, cria-se o Programa Nacional de Vigilancia da Qualidade da Agua para
Consumo Humano, cujos principais objetivos foram delineados para prestar auxilio técnico as
Secretarias Estaduais de Satde e definir estratégias a fim de obter apoio para andlises fisico-
quimicas e microbioldgicas (BRASIL, 2004a).

Foi no ano de 1990, com a criagdao da Portaria n° 36/MS/GM/90, que o padrdo de
potabilidade da 4gua foi determinado, sendo que a dgua potdvel para estar em condig¢des
adequadas ao consumo humano deve atender os padrdes fisico-quimicos e microbioldgicos
(BRASIL, 1990).

Dez anos mais tarde, precisamente em 29 de dezembro de 2000, um comité
especializado cria a Portaria n° 1.469, que identifica novos critérios a primeira, e, propde
mudangas quanto ao padrdo de potabilidade e normas técnicas para os processos de
desinfeccdo. Paralelamente, surgem novas regras para criagao dos sistemas de abastecimento
de 4gua e solugdes alternativas: o primeiro € toda instalagdo composta por conjunto de obras
civis, materiais e equipamentos, destinada a produg@o e a distribuicdo canalizada de agua
potdvel para populacdes, sob a responsabilidade do poder publico; ao segundo, que inclui toda
modalidade de abastecimento coletivo diferente do sistema de abastecimento, como fontes,
pogos comunitérios, instalacdes de reservatérios de agua em condominios horizontais e
verticais (BRASIL, 2000).

Essa Portaria determina ainda que os responsdveis das solucdes alternativas de

abastecimento mantenham a qualidade da dgua potdvel para a populagdo consumidora e
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realizem uma avaliacdo sistematica da qualidade da agua, sob perspectiva dos riscos a satude
(BRASIL, 2000).

Em 25 de mar¢o de 2004, a Portaria n° 518 define novos conceitos e exigéncias sobre
a Portaria 1.469, com objetivos agora mais restritos (BRASIL, 2004b).

Recentemente, a Portaria MS/GM n° 2.914, de 12 de dezembro de 2011 revoga a
Portaria n® 518 (BRASIL, 2011) subdivide os tipos de solu¢des alternativas coletivas (SAC) e
individuais (SAI); ao primeiro, caracterizado como abastecimento coletivo destinado a
fornecer dgua potdvel, com captacdo subterranea ou superficial, com ou sem canaliza¢do e
sem rede de distribuicdo; ao segundo, abastecimento de agua particular, pertencente aos
domicilios residenciais com uma tnica familia. Ainda nesta Portaria, sdo contemplados alguns
pontos de coleta para andlise de dgua: cavaletes e demais pontos de consumo. Nesta mesma
proposta, sdao incluidos aspectos normativos para os padrdoes microbioldgicos e fisico-
quimicos, conforme seguem:

Padrdes microbiolégicos: a 4gua para consumo humano deve estar ausente de
Escherichia coli e coliformes totais em 100 ml.

Padrdes fisico-quimicos: o potencial hidrogenidnico (pH), condi¢do 4cida ou alcalina
do meio com atividade de fons H" deve apresentar-se no intervalo de 6,0 a 9,5; a cor,
resultante da dissolu¢do de substincias na dgua, principalmente de matéria organica com
Valor Méaximo Permitido (VMP) de 15UH(Unidade de Hazen: mg Pt-Co/L); a turbidez,
relacionada com a transparéncia, de acordo com a presenca de particulas suspensas na 4gua,
com VMP de 5UT (Unidades de Turbidez), o nitrato (N) com VMP de 10mg/L e o cloro
residual livre deve estar no limite de 0,2 mg/L. a 2 mg/L.

Em relagdo aos padrdes microbioldgicos internacionais para dgua de consumo
humano, de acordo com a Directiva 98/88/CE da Comunidade Européia e da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (United States Environmetal Protection Agency-
EPA) os critérios microbioldgicos consistem numa investigacdo mais detalhada de
determinados grupos microbianos como: E. coli, coliformes totais, Cryptosporidium sp,
Giardia lamblia, Legionella sp, Enterococos e alguns grupos virais (DIRECTIVA 98/88/CE,
1998; EPA, 2009).

Pode-se observar que tanto os pardmetros nacionais e internacionais ndo contemplam

as andlises de fungos filamentosos e leveduras.
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1.2 AGUA SUBTERRANEA

A garantia da saide humana esta relacionada a diversos fatores, entre eles, a qualidade
da 4gua. Esta, para estar em condicdes ideais para o consumo deve atender além dos
parametros fisico-quimicos, os padrdes microbioldgicos que funcionam como indicadores de
contaminacao (BRASIL, 2011; WHO, 2001).

No Brasil, tem-se utilizado a dgua subterranea como fonte de abastecimento publico,
sendo o Estado de Sdao Paulo o maior usuério deste recurso, com aproximadamente 80% das
cidades deste Estado, utilizando total ou parcialmente fontes subterraneas como forma de
abastecimento. O monitoramento dos lengdis fredticos é um importante instrumento para a
gestdo da qualidade dos recursos hidricos, principalmente em funcdo da expansdo das
captacdes e a interconexao entre as dguas superficiais e as subterrdneas (CETESB, 2010;
RODRIGUES, 2004).

A 4gua subterrinea usada para consumo humano também necessita atender aos
parametros fisico-quimicos e microbioldgicos. Para tanto, a preocupacdo com a contaminagao
desta fonte hidrica, estd diretamente relacionada com a qualidade de 4gua dos Aquiferos que
proporcionam este recurso. O Aquifero Guarani é considerado o maior manancial em
extensdo de dgua doce subterranea do mundo, situando-se na regido centro-leste da América
do Sul, e ocupa uma érea de 1,2 milhdes de Km?, estendendo-se pelo Brasil (Estados do Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Parana, Sao Paulo, Minhas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso

do Sul e Goias), Paraguai, Uruguai e Argentina, Figura 1 (GIARDIN; FACCINI, 2011).

Figura 1 - Localiza¢do do Aquifero Guarani na América do Sul

Fonte: CETESB, 2011.
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A fonte hidrica responsével por grande parte do abastecimento publico dos Municipios
e de vérias cidades do oeste paulista, incluindo a cidade de Sao José do Rio Preto, no Estado
de Sao Paulo, é o Aquifero Bauru, que ocupa cerca de 40% do territério representado pela

Figura 2 (MODESTO et al., 2009; OLIVEIRA; WEDLAND, 2004).

Figura 2 - Representacdo do Aquifero Bauru no Estado de Sao Paulo
Agquifero Baury

Aquifero Bauru

Fonte: IRITANI; EZAKI, 2008.

Embora considerando segura a origem da 4gua subterrianea dado ao poder de
filtracdo do solo, a contaminacdo externa por micro-organismos € outros elementos pode
surgir. Este evento é comum quando os pogos de captacdo de dgua sao construidos de maneira
irregular, e a dgua localizada na superficie do po¢o, pode conter micro-organismos potenciais
para doencas, 0 que coloca em risco a saide da populacdo (AYACH, et al. 2012; CETESB,
2011) tornando-se necessario a criagdo de protocolos de supervisdo constantes, hoje
estabelecidos pelas Secretarias Estaduais de Satide mediante Portarias do Ministério da Saude.

O uso da 4gua a partir de fontes subterraneas requer autorizagdo e outorga junto ao
Departamento de Aguas e Energias Elétricas (DAEE), cabendo a este 6rgio, a administragio e
fiscalizacao da qualidade da d4gua (DAEE, 2011a).

Foi através deste Departamento, que se iniciaram no Brasil em 1972 as pesquisas
envolvendo dguas subterraneas, a fim de avaliar a qualidade da mesma. Até este momento,
ndo havia registros ou documentos sobre a hidrologia dos locais para que permitisse a
exploracdo racional e econdmica dos recursos naturais, nem tampouco técnicos especializados
para perfuragdes dos poc¢os, o que levou a mé utilizacio de recursos publicos e privados. Apos
a implantacdo de regras governamentais, € liberada autorizacdo de perfuracdo dos primeiros
pocos a atingir o Aquifero Guarani, e neste contexto, destacam-se as cidades de Presidente
Prudente, Ribeirdo Preto e Sdo José do Rio Preto (BORGUETTI et al., 2004, DAEE, 2011b).

Com o crescimento urbano, destituido de um planejamento, surgem habitagOes
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subnormais, denominados loteamentos clandestinos que, habitualmente, carecem de
infraestrutura relacionada ao saneamento bdsico. Dada a esta irregularidade, seguem-se
outras, comprometendo a saide da populacdo que ali reside, a saber: perfuracdo irregular de
pocos, auséncia de procedimentos de rotina para avaliacdo da qualidade da dgua, bem como
da investigacdo dos recursos de implantagc@o (canos perfurados, proximidade com esgoto etc.)
(FREITAS, 2000).

Como resultante, tem-se dgua para consumo humano, contaminada e saide da
populacdo comprometida. Reforca-se aqui, a obrigatoriedade de supervisao destas dreas pelos
orgaos publicos, para posterior liberagdo de licengas e aprovagdo de obras para infraestrutura

(FREITAS, 2000).

1.3 AGUA E FUNGOS

A potabilidade da dgua estd relacionada principalmente aos padrdes microbiolégicos,
uma vez que patdgenos como algas, bactérias, helmintos, protozoarios, virus e fungos, quando
presentes, sdo prejudiciais a saide (BARRETO, 2009; BRASIL, 2011; INGERSON-
MAHAR; REID; 2012; MACEDO, 2000; SIQUEIRA et al., 2010). No entanto, segundo a
Portaria MS/GM n° 2.914, para qualificacdo da 4gua, tais padrdes valorizam apenas a
ocorréncia de alguns grupos bacterianos (BRASIL, 2011).

Nas tltimas décadas, o encontro de fungos em 4gua tem recebido maior aten¢do como
contaminante de &4gua hospitalar ou de consumo humano. Por serem ubiquos, quando
presentes na dgua podem disseminar os propagulos aos diversos nichos ecoldgicos e a partir
destes contaminarem superficies, animais e humanos (ANAISSIE et al., 2003; HAGESKAL;
LIMA; SKAAR, 2009). De fato, varios estudos demonstraram a ocorréncia de fungos em
agua potéavel, em sistema de distribui¢cdo, unidades de didlise, tanques de armazenamento de
dgua hospitalar, de torneiras e chuveiros presentes em hospitais (DEFRA, 2011; FIGEL,
2011, WARRIS, et al. 2010).

Os ambientes aquéticos favorecem a sobrevivéncia dos fungos, uma vez que em
condig¢des ideais de nutrientes e fisico-quimicas: pH, temperatura, umidade, os fungos sdo
capazes de se reproduzirem (KASPRZYK, 2008). E como consequéncia, redes de conexio,
reservatorios, caixa d’agua, torneiras e chuveiros, superficies animadas ou inanimadas, podem

albergar diferentes espécies, o que torna esta via, potencial transmissora de doencgas



24

(ANAISSIE, et al., 2002; ANAISSIE; COSTA, 2001; BITTON, 2005; HAGESKAL; LIMA;
SKAAR, 2009; LATGE; STEINBACH, 2009; TOTHOVA; MOGONOVA; FRANKOVA,
2001; WARRIS, et al., 2001; WARRIS, et al. 2003).

A relagdo de fungos com o homem, muitas vezes é prejudicial. Assim, o espectro
clinico das infecc¢des fiingicas é bastante varidvel: superficiais, subcutineas, sistémicas ou
oportunistas, com padrdes leves, graves até mortais. Em paralelo, outros acometimentos
podem surgir: alergias e intoxicacoes (HAGESKAL; LIMA, SKAAR, 2009 SOMENZI;
RIBEIRO; MENEZES, 2006).

Valorizados os padrdes biolégicos dos micro-organismos, muitos se qualificam como
patégenos primdrios, acarretando severos problemas, j4 que produzem vdrios fatores de
viruléncia. Outros, dada a debilidade imunoldgica do hospedeiro (homem e animais), se
identificam como oportunistas (CASTRO et al. 2006; GIRMENIA, et al. 2006)

Diversos ambientes, inclusive a dgua podem se constituir como principal via de
aquisi¢do. Uma vez presentes na dgua, os esporos de fungos filamentosos podem ser inalados
pelos individuos se instalando no trato respiratério causando infec¢des na face e pulmdes, e,
sequencialmente outros 6rgaos sao acometidos: cérebro, figado, rins, etc. (CARENZI, et al.,
2011). De fato, aspergilose broncopulmonar, sinusite alérgica, pneumonia, irritacdo das
mucosas, representam as entidades clinicas mais comuns. Destaca-se aqui, prevaléncia para os
fungos filamentosos: Aspergillus sp, Penicillium sp. (CARDENAS; CORTES; PARRA, 2008;
KANZLER et al., 2008; KUMAR, et al., 2005; REICHENBERGER, et al., 2002; VOJDANI
et al., 2003).

Em relagdao aos fungos leveduriformes, diversas espécies de Candida vém sendo
descritas como mais comum etiologia de doencas fingicas em humanos e animais. Este
evento traz Candida albicans e nao albicans como micro-organismos prevalentes em micoses
superficiais, subcutaneas, sistémicas e oportunistas (JAWETZ; MELNCICK; ADELBERG,
2009; MADIGAN, et al, 2010; TRABULSI; ALTERTHUM, 2008). Apds a ingestdo de dgua
com leveduras, e subsequente presenca no sistema gastrointestinal, estas, por translocac¢do
atingem a corrente sanguinea, disseminando-se para outros Orgaos. Esta condi¢do clinica é
mais grave se presente em pacientes submetidos ao tratamento quimioterapico, ou que tenha
alguma outra doenga de base que comprometa o sistema imunolégico (FRIDKIN; JARVIS,
1996; KOH, et al., 2008).

Nao menos importante, a referéncia de outros géneros e espécies fungicas

representarem potencial risco a saude, considerados os fatores de viruléncia dos fungos ou a
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debilidade imunolégica do hospedeiro (CASTRO et al. 2006; GIRMENIA, et al. 2006;
HAGESKAL; LIMA, SKAAR, 2009).

Além destas severidades, alguns fungos sdo capazes de formar biofilmes, polimeros
extracelulares que favorecem a aderéncia a diversos tipos de superficies. Neste sistema
especializado, os fungos tém maior resisténcia aos produtos de desinfec¢do, e vivos, liberam
seus produtos metabolitos secundarios (micotoxinas, antimicrobianos etc.) comprometendo a
qualidade da &gua, tornando-se um problema de sadde publica (HAGESKAL; LIMA;
SKAAR, 2009; KELLEY et al. 2003; PERKINS, et al., 2009).

1.4 FUNGOS E RESISTENCIA ANTIMICROBIANA

Nos dltimos anos cresce a ocorréncia de micro-organismos resistentes aos
antimicrobianos utilizados abusivamente na prética clinica para o controle das infeccdes
(COSTA, 2006; GARCIA-MARTOS, et al., 2001; GUITIERREZ-MARTINEZ, et al., 2012;
NUNES, et al., 2011; SANTOS, et al., 2009). Quando o paciente apresenta caracteristicas
clinicas particulares, o uso da terapia empirica € universalmente aceito, antes do diagndstico
adequado. O uso de antimicrobianos de espectro estendido constante e de forma inadequada
tem levado a selecdo de cepas resistentes, o que agrava o controle das infec¢des microbianas
(JUNIOR, 2008).

Diversos alvos de agdo antiftingica sdo descritos na literatura cientifica: inibicdo da
sintese de parede celular, membrana, sintese protéica etc.. No entanto, a maioria dos
antifingicos atua impedindo a formagao da biossintese de ergosterol, que € o principal esterol
da membrana celular dos fungos. Conhecidos como azdlicos, representados por itraconazol,
fluconazol, cetoconazol, entre outros, sdo normalmente eficazes contra uma grande
diversidade de fungos patogénicos, bem tolerados no organismo, e assim, considerados a
classe de antifingicos mais utilizados (COWEN, 2008).

De baixa toxicidade, o itraconazol tem demonstrado resultados satisfatérios contra
diversos tipos de fungos, principalmente para as espécies de Candida, sendo que na maioria
dos casos a resisténcia dos isolados € pouco observada (CASTRO, et al., 2006; GAVALDA;
RUIZ, 2003; MENEZES; MENDES; CUNHA, 2009; MfMICA, et al. 2009). Em se tratando
de fungos filamentosos, e a exce¢do do género Aspergillus, o itraconazol € o antiftingico mais

usado depois de anfotericina B para o tratamento de infecgdes causadas por esses fungos
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(MELLADO; CUENCA-ESTRELLA; RODRIGUEZ-TUDELA, 2002; MOSQUERA;
DENNING, 2002).

O fluconazol, por ter espectro estendido, € o principal farmaco utilizado no tratamento
de infecdes flngicas causadas por leveduras oportunistas, entretanto, cepas resistentes a este
azodlico ja foram descritas (ARAUJO, et al.,, 2005; NOGUEIRA, 2012). Apresenta acao
limitada contra fungos filamentosos: Aspergillus sp., Fusarium sp., Scedosporium sp. e
Penicillium sp (CARRILLO-MUNOZ, 2006 ; CATALAN-MONTEJO, 2006; CLSI, 2008b;
SANTOS-JUNIOR, et al., 2005, MELLADO; CUENCA-ESTRELLA; RODRIGUZ-
TUDELA, 2002).

Em relacdo ao cetoconazol, apresenta amplo espectro de atividade frente a diversas
espécies de Candida, sendo os casos de resisténcia raros (BRITO, et al., 2009; MANZANO-
GAYOSSO, et al., 2011). Sua ac¢do frente aos fungos filamentosos também €& considerada
limitada (CARRILLO-MUNOZ, 2006; MELLADO; CUENCA-ESTRELLA; RODRIGUEZ-
TUDELA, 2002).

Considerado anfotericina B, antiftingico eficaz contra a maioria das espécies fungicas
e, em especial ao género Candida, ¢ altamente t6xico para o organismo e o fendtipo de
resisténcia € evento raro (BATISTA, BIRMAN; CURY, 1999; CASTRO et al., 2000;
GOMES, et al., 2010; MENEZES, MENDES, CUNHA, 2009). Recomenda-se seu uso como
tratamento de aspergilose, zigomicose, histoplasmose, paracoccidioidomicose, etc.
(CATALAN; MONTEJO, 2006; SEVERO; GUAZELLI; SEVERO, 2010). Entretanto, ji
foram descritas cepas resistentes de Aspergillus terreus, Aspergillus flavus, Aspergillus niger,
Penicillium sp e Fusarium sp (BLUM, et al; 2008; THERESE, et al., 2006).

1.5 GENETICA MOLECULAR

A genética molecular vem sendo adotada como ferramenta diagndstica em estudos
epidemioldgicos para identificacdo e correlacdo microbiana. Neste sentido, seguem-se varios
métodos investigativos, alguns factiveis para rotina laboratorial: RAPD (random amplified
polymorphic DNA), PFGE (pulsed field gel electrophoresis), RFLP ( restriction fragment
length polymorphism). Embora uma variedade de estratégias da reacdo de PCR (polimerase
chain reaction) tenha surgido, a RAPD caracteriza-se como o método mais popular de analise
genética de fungos (CAIXETA, et al., 2006; PFALLER, 1990; SOLL, 2000).

Usando-se iniciadores aleatorios de aproximadamente 10 pares de base, o DNA do
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genoma € alvo a ser amplificado. Diferentemente, a aplica¢do da técnica RFLP, fornece maior
detalhamento da constitui¢cdo genética, uma vez que permite reconhecer dentro das regides
amplificadas, subdreas do genoma, pds utilizacdo de enzimas de restricdo. Objetivando
analisar o caridtipo, portanto, fragmentos maiores que constituem o genoma microbiano, a
eletroforese em campo pulsado (PFGE) destaca-se como melhor ferramenta (BART-

DELABESSE, et al. 1993; CAETANO-ANOLLES, 1993).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A inexisténcia de protocolos no ambito mundial que avaliem a qualidade da agua
quanto aos parametros micoldgicos, justifica a relevancia deste estudo, uma vez que existe um
potencial risco para doencas em humanos e animais, a partir desta origem.

A prética abusiva de abertura de pocos em dareas urbanas e rurais, aliada a nao
regularizacdo e supervisao dos mesmos frente aos 6érgdos governamentais, pode se constituir
em um problema de sadde publica, uma vez que a partir destas fontes, muitas doengas
infecciosas, alérgicas e intoxica¢des poderdo surgir.

Nesse sentido, tornam-se necessarias pesquisas que avaliem a ocorréncia, distribuicao
e a variedade de fungos em dgua de consumo humano, para posterior ado¢do de medidas de

controle de sua disseminacao.
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3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a distribui¢do de espécies flingicas na dgua de solugdes alternativas (pogos
regulares e irregulares) do Municipio de Sao José do Rio Preto e correlacionar aos parametros

fisicos, quimicos e bioldgicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Caracterizar e comparar as espécies fungicas isoladas de pogos regulares e irregulares;

» Correlacionar a distribuicao dos fungos com tipos de dgua (SAC ou SAI) e pontos de

coleta;

* Correlacionar os parametros fisico-quimicos e microbioldgicos da dgua (pH, cor,

turbidez, nitrato, cloro residual livre, temperatura, bactérias) com fungos;
» Correlacionar a presencga de fungos com estagdes do ano e a ocorréncia de chuvas;

* Estudar o fenétipo de susceptibilidade antimicrobiana de fungos leveduriformes e

filamentosos;

* Investigar a ocorréncia de tipos clonais de fungos leveduriformes por biologia

molecular.
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4.1 COLETA DA AGUA E FILTRACAO

No periodo de setembro de 2011 a junho de 2012, 159 amostras de 4dgua foram
coletadas: 52 coletas de pogos regulares (com cadastro junto ao Sistema de Vigilancia
Sanitéria) e 107 coletas de pocos irregulares (sem cadastro).

Ap6s fluxo continuo de escoamento de dgua, 500 ml foram coletados e encaminhados
ao Instituto Adolfo Lutz de Sdo José do Rio Preto para as andlises fisico-quimicas: cor,
turbidez e nitrato, de acordo com as normas do Instituto Adolfo Lutz (2005). O pH, cloro
residual livre e a temperatura foram medidos no momento da coleta pelos profissionais da
Vigilancia Sanitaria.

Paralelamente, 500 ml da mesma amostra de 4gua foram coletadas e encaminhadas ao
Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto
(FAMERP) para as andlises micoldgicas. Seguiu-se o transporte da 4gua em caixas
isotérmicas, de acordo com método internacional Sandard Methods for Examination of Water
and Wastewater (2012). Para filtracio da mesma, utilizaram-se membranas de celulose de
0,45um de poro e 47 mm de didmetro, com subsequente colocacdo na superficie de meio de
cultura Agar Sabouraud OXOID® e Mycobiotic ACUMEDIA®, mantendo-se a temperatura
30°C por 15 dias de incubagdo (LACAZ, et al. 2002).

Apbs o crescimento dos fungos, foram selecionadas todas as colonias distintas
morfologicamente e quando idénticas, apenas um isolado foi considerado.

Dados de origem da dgua (SAC ou SAI), ponto de coleta (cavalete, ponto de consumo
e direto do poco), presenca de bactérias, estacdes do ano e presenga de chuvas nas 24 horas
antecedentes a coleta de cada amostra foram registrados.

Todas as amostras de dgua sdo de origem subterranea, entretanto foram coletadas

amostras em ponto de consumo superficiais.

4.2 IDENTIFICACAO DAS LEVEDURAS
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4.2.1 Caracteristicas morfol6gicas

As espécies foram identificadas inicialmente segundo os critérios macromorfol6gicos:
seca, Umida, mucéide, sem relevo, presenca ou ndo de pigmento e micromorfoldgicos:
presenca de pseudo-hifa e tubo germinativo. Paralelamente padrdes bioquimicos foram
investigados apés triagem estabelecida por CHROMagar Candida HIMEDIA® de acordo
com Lacaz et al. (2002).

4.2.2 Microcultivo em Corn-Meal com Tween 80

A técnica € baseada no principio de que a incubagdo das leveduras em meio Tween 80
sob baixa tensdo de oxigénio estimula a produgdo de conidios e/ou pseudo-filamentacao.
Ap6s o preparo do agar fubd com Tween 80, distribuido em laminas, a semeadura do fungo
foi realizada com alca de platina estéril, em 3 estrias paralelas sobre o dgar, de 4 a 4 cm de
extensdo e equidistantes de 3 a 4 mm umas das outras. As estrias foram recobertas na sua
por¢do central, com laminula esterilizada. Seguiu-se a incuba¢do em camara imida a 30°C por

tempo aproximado de 5 dias (LACAZ, et al. 2002).

4.2.3 Provasfisiologicas de identificagio das leveduras

Para a identifica¢do das leveduras seguiram-se as provas de assimilagcdo das fontes de
carbono e nitrogénio.

4.2.3.1 Teste de assimilacdo de diferentes fontes de carbono

O teste consiste na habilidade de uma levedura crescer aerobicamente na presenga de
carboidrato fornecido como tunica fonte de carbono. Para assimilagdo em meio sélido foi
empregado dgar destituido de qualquer fonte de carbono, adicionado a suspensdo da levedura
e distribuido em placa. A positividade foi avaliada pela observagao do halo de crescimento da
levedura frente aos carboidratos: dextrose, galactose, trealose, xilose, lactose, sacarose,

celebiose, inositol, melibiose, rafinose, dulcitol e maltose. Uma suspensao de levedura de
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cultura recente (24 a 48 horas) foi preparada em 2 ml de 4gua destilada esterilizada,
ajustando-se posteriormente a turbidez de acordo com o padrao da escala de McFarland (5).

O meio Yeast Nitrogen Base, preparado de acordo com as normas do fabricante (0,5g
de sulfato de magnésio heptahidratado-Synth; 1,0g de fosfato de magnésio monobasico-
Merck; 20,0g de dextrose- Synth; 20,0g de dgar- Himedia e 1000 ml de dgua destilada) foi
distribuido em tubos de 20 x 200 mm, contendo 30 ml do meio, a 4°C. No momento do uso,
os tubos foram submetidos a uma temperatura de 50°C em banho-maria. Apds a estabilizacao
da temperatura, 1,5 ml da suspensdo da levedura foi adicionado ao meio e vertido em placa de
Petri esterilizada (150 x 15 mm).

Ap6s solidificar, a placa foi disposta sobre cartela-guia, com os nomes dos agucares.
As placas ficaram incubadas a 25-30°C, durante 24 a 48 horas e a leitura realizada apds 48
horas, sendo a positividade observada através do surgimento de halo de crescimento, na area
correspondente ao carboidrato assimilado. A dextrose foi utilizada como controle positivo

para avaliar a viabilidade do inéculo da levedura (LACAZ, et al. 2002).

4.2.3.2 Teste de assimilagdo de diferentes fontes de nitrogénio

A assimilacdo do nitrogénio permite que as leveduras cresgcam aerobicamente na
presenca de um composto nitrogenado inorganico fornecido como Unica fonte de nitrogénio,
assim, o teste tem a capacidade de detectar a assimila¢do de diferentes fontes de nitrogénio
para cada espécie.

Empregou-se dgar destituido de qualquer fonte de nitrogénio, adicionado da suspensao
da levedura, e distribuido em placa. Apds a solidificacdo, foram distribuidos os compostos
nitrogenados: nitrato de potdssio e peptona sobre o dgar. Preparou-se uma suspensio recente
da levedura (24 a 48 horas) em 1 ml de &4gua destilada esterilizada, ajustando-se
posteriormente a turbidez, de acordo com o padrao nimero 5 da escala de McFarland. Para
tal, o meio Yeast Carbon Base foi previamente preparado, de acordo com as normas do
fabricante (0,5g de sulfato de magnésio heptahidratado-Synth; 1,0g de fosfato de potdssio
monobdsico-Merck; 5,g de sulfato de amonio-Vetec; 20g de dgar-Himedia e 1000ml de dgua
destilada) e armazenado em tubos de 20 x 200 mm, contendo 20 ml do meio, a 4°C.

No momento do uso, os tubos foram submetidos a uma temperatura de 50°C em
banho-maria. Apds a estabilizagdo da temperatura, 1 ml da suspensdo da levedura foi

adicionado a 20 ml do meio e vertidos em placa de Petri de 90 x 15 mm esterilizada. Apds
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solidificacdo do meio, a placa ficou disposta sobre cartela-guia, onde pequenas aliquotas de
fontes de nitrogénio foram distribuidas equidistantes sobre o 4gar.

As placas foram incubadas a 25-30°C, durante 24 a 48 horas com leitura feita por meio
de um halo de crescimento em torno das fontes nitrogenadas. A peptona foi utilizada como

controle de crescimento do fungo (LACAZ, et al. 2002).

4.2.3.3 Identificacdo pelo ID 32C (BioM¢érieux)

O teste de identificagdo miniaturizado ID32C (BioMérieux) foi realizado nas amostras
que nao foram identificadas pelas provas descritas acima, com critérios de execucdo segundo
o fabricante. Assim, apds o cultivo de 24-48 horas em meio Agar Sabouraud, coldnias foram
isoladas e adicionadas a uma ampola do meio de suspensdo API® (2mL de solucdo salina
0,85%), com opacidade equivalente a escala 2 de McFarland. Transferiu-se 250uL desta
suspensdo para o meio de cultivo API® Meio C. Apdés homogeneizacdo, foi adicionado
135uL desta suspensdo em cada cipula da galeria do ID 32C.

A galeria foi incubada em estufa de 29°C + 2, por 72 horas, com leitura visual e, em

paralelo, identificacdo através do programa apiweb' " da BioMérieux.

4.3 IDENTIFICACAO DE FILAMENTOSOS

4.3.1 Caracteristicas morfol6gicas

A identificacdo de fungos filamentosos inicia-se pela observacdo da morfologia da
coldnia como cor, textura, superficie, pigmento difusivel no meio de cultura, entre outros,
seguida das caracteristicas micromorfoldgicas (microcultivo) como: tipo de hifa (hialina ou
demdicea, septada ou cenocitica, forma, disposicdo) e morfologia dos esporos. O tempo de

crescimento foi utilizado para identificacdo da espécie (LACAZ, et al, 2002).

4.4 SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS
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4.4.1 M étodo de difusido em disco

As leveduras isoladas da dgua foram suspensas em solucdo salina até alcancar a
turbidez de uma solugdo padrio de McFarland 0,5 (inéculo de 1x10° a 5x10° células/mL). O
meio utilizado foi Mueller-Hinton (HIMEDIA ®) acrescido de 2% de glicose e 0,5ug/mL de
azul de metileno. Apds preparo, o meio foi distribuido em placas de Petri de modo a formar
uma camada de aproximadamente 4 mm. Os indculos foram aplicados com swab e apds 15
minutos de estabilidade, os discos (CECON ®), contendo os antiftingicos itraconazol 10mcg,
fluconazol 25mcg, cetoconazol 50mcg e anfotericina B100mcg foram colocados na superficie
do meio.

As placas foram invertidas e incubadas a 35°C por 24h e 48 horas. As cepas de
referéncia American Type Culture Collection (ATCC) foram utilizadas como controle: C.
glabrata (2001), C. parapsilosis (22019), C. tropicalis (13803).

Os critérios de corte para definicdo de sensivel, sensivel dose dependente e resistente,
foram considerados conforme a Tabela 1, segundo o documento do Clinical and Laboratory
Sandards Institute (CLSI) M44-A2 (CLSI, 2010).

Tabela 1 - Padroes de corte para defini¢ao de sensivel, sensivel dose dependente e resistente
segundo o protocolo M44-A?2

Susceptibilidade Antifingicos — Difusdo em Disco (mm)
Itraconazol Fluconazol Cetoconazol Anfotericina B
Sensivel >20 >19 >20 >10
SDD 19a12 18a15 20a10 _
Resistente <11 <14 <10 <10

SDD - sensivel dose-dependente.
mm-— milimetros

< —menor ou igual a

> — maior ou igual a

4.4.2 M étodo de microdiluicdo para leveduras
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Os micro-organismos previamente identificados como sensiveis dose-dependentes e
resistentes foram reavaliados por microdilui¢do em caldo, segundo o documento M27-A3
(CLSI, 2008a). Para tal, foi utilizado meio liquido RPMI-1640 (SIGMA ®) tamponado com
acido morfopropileno sulfénico (MOPS; SIGMA®) e glicose 2%. As leveduras foram
previamente subcultivadas em Agar Sabouraud-Dextrose (OXOID ®) e incubadas por 24
horas a 35° C. A padronizacdo dos indculos foi realizada utilizando a escala 0,5 de
MacFarland e ajuste no espectrofotometro (Biospectro) em comprimento de onda de 530nm.

Os antifingicos utilizados foram: anfotericina B (SIGMA®), cetoconazol (Janssen
Pharmaceutica, Belgium®), fluconazol (PFIZER®) e itraconazol (Janssen Pharmaceutica,
Belgium®). As concentra¢des variaram de 0,25 a 128 pg/ml para o fluconazol e de 0,03 a 16
ug/ml para itraconazol, cetoconazol e anfotericina B. Foram utilizadas microplacas estéreis
com 96 pocos (Cralplast) inoculando-se apenas um antifliingico por placa, da menor para a
maior diluicao.

As dez concentracdes de cada antifingico preparadas foram colocadas em sentido
vertical na placa, nas colunas de 2 a 11. Cada coluna correspondeu a uma concentragao
diferente. As colunas 1 e 12 foram utilizadas como controle, a 1 controle de esterilidade e a
12, controle de crescimento. O indculo foi dispensado na quantidade de 100 pl, nas colunas de
2 a 12. As placas foram agitadas em agitador de Micro Placas (MA 562 Marconi) e incubadas
a 35°C por 24-48 horas. A leitura foi realizada através do leitor ELISA (Labtech LT-4000
Microplate Reader.

As cepas de referéncia American Type Culture Collection (ATCC) foram utilizadas
como controle: C. glabrata (2001), C. parapsilosis (22019), C. tropicalis (13803). Os
critérios de corte para definicdo de sensivel, sensivel dose dependente e resistente, foram

considerados conforme a Tabela 2, segundo o documento M27-A3 do CLSI 2008a.

Tabela 2 — Padrdes de corte para defini¢ao de sensivel, sensivel dose dependente e
resistente segundo o protocolo M27-A3
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Susceptibilidade Antifungicos - CIMs (ug/ml)
Itraconazol Fluconazol Cetoconazol  Anfotericina B*
Sensivel <0,125 <8 <0,125 <1
SDD 0,25e0,5 16 e 32 0,25e0,5 _
Resistente >1 >64 >1 >1

SDD - sensivel dose-dependente.

pug/ml — micrograma por mililitro

<—menor ou igual a

> — maior ou igual a

* Anfotericina B nio possui pontos de corte pelo documento CLSI, 2008. Ser4 utilizado o critério de
susceptibilidade segundo estudo de Klein; Ribeiro, 2006.

4.4.3 M étodo de microdiluicdo para fungos filamentosos

O documento M38-A2 (CLSI, 2008b) foi utilizado como ferramenta metodoldgica de
investigacdo da susceptibilidade antifingica. Apds crescimento flingico em 4dgar batata-
dextrose (OXOID ®) por 7 dias para a maioria das espécies e para Fusarium sp, a incubagio
ocorreu de 48 a 72 horas, a 35° C, e, depois, até o sétimo dia, a temperatura de 25 a 28°C.
Cobriu-se cada colonia com 1 mL de solugdo salina estéril 0,85% e uma suspensdo foi
preparada com movimentos delicados sobre a cultura (capela de Seguranga bioldgica II-
Pachane-Pa40). Para os indculos de Aspergillus sp, adicionou-se subsequentemente uma gota
(0,01mL) de Tween 20.

Apo6s deposi¢do das particulas mais pesadas no fundo do tubo (5 minutos), o
sobrenadante foi transferido para um tubo estéril e mantido sob agitacdo constante por 15
segundos. As amostras foram ajustadas em espectrofotdometro (530 nm) e densidade de 0,09 a
0,11(transmitancia de 80-82%) para espécies de Aspergillus e S. schenckii e de 0,15 a 0,17
(transmitancia de 68-70%) para as espécies de Fusarium, P. boydii e R. arrhizus (in6culo de
0,4 x 10* a 5 x 10* UFC/mL). Submeteu-se este inéculo s placas de microdilui¢do com
incubagdo a 35°C de 46 a 50 horas. A leitura foi feita visualmente e os padrdes de corte para
itraconazol e anfotericina B foram definidos de acordo com Espinel-Ingroff et al. (2007)
como demonstrado na Tabela 3.

Tabela 3 - Valores de ponto de corte sugeridos para interpretacao de testes de
susceptibilidade de filamentosos
Susceptibilidade Antifungicos - CIMs (ug/ml)
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Itraconazol Anfotericina B
Sensivel <1 <1
SDD 2 2
Resistente >4 >4

SDD - sensivel dose-dependente.
pg/ml — micrograma por mililitro
<—menor ou igual a
> — maior ou igual a

4.5 BIOLOGIA MOLECULAR

Para avaliacdo da ocorréncia de clones, dentro do grupo de leveduras, a técnica de

RAPD foi utilizada segundo protocolo descrito por Mariano et al. (2003) com adaptagdes.

4.5.1 Extracdo do DNA gendmico para leveduras

Uma coldnia isolada de cada espécie leveduriforme foi semeada em placa de 4dgar
Sabouraud Dextrose e incubada por até 96 horas a 30°C e a extragdo de DNA ocorreu
segundo protocolo de Bolano et al. (2001) com adaptagdes.

Todas as coldnias foram transferidas para um tubo de microcentrifuga de 2 ml,
contendo 500 pl de tampdao de lise TENTS e em seguida, adicionou-se um volume de
aproximadamente 200 ul de pérolas de vidro (2 mm de diametro) e posteriormente foi
acrescentado 500 pl de fenol e 500 pl de cloroférmio, respectivamente. Os tubos foram
agitados em vortex por 2 minutos para a obten¢do de uma solu¢do homogénea, e, em seguida,
centrifugados a 13.000 rpm por 15 minutos em temperatura ambiente. Transferiu-se a fase
superior a um novo tubo (2 ml), sendo adicionado 500 pl de etanol 100% (Merck gelado a -
20°C). O DNA foi precipitado a -20°C overnight, com posterior centrifugacao a 13.000 rpm
por 15 minutos (temperatura ambiente).

Ap6s descarte do sobrenadante, o sedimento foi suspenso em 500 pl do tampao TE
com RNAse A (Fermentas; 10 mg/ml) e incubado a 37°C por 30 minutos em banho-maria
(B.M. EV: 015). Procedeu-se com adi¢ao de 500 pl de fenol e 500 ul de cloroférmio,
respectivamente. Nova centrifugagdo, a fase aquosa (superior) foi transferida para um novo

tubo (1,5 ml) previamente identificado e adicionado 20 ul de NaCl (5M), seguido por 500 ul
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de etanol 100% (Merck gelado a -20°C). O DNA foi precipitado a -20°C por uma hora.
Seguiu-se ao processo de centrifuga¢do, onde o sobrenadante foi descartado e o sedimento
lavado com 500 pl de etanol 70% (Merck gelado a -20°C) centrifugado a 13.000 rpm por 15
minutos e apés a remocao do sobrenadante, o sedimento foi ressuspenso em 40 ul de tampao
(TE).

Para analisar a pureza do DNA, foi utilizado espectrofotdmetro com comprimento de

onda 260/280 nm (Biophotometer Eppendorf).

4.5.2 Técnicade RAPD: Random Amplified Polymorphic DNA

Para investigacdo dos polimorfismos, utilizou-se o iniciador constituido pela sequéncia
¢ 5'-GATCAAGTCC-3', segundo Mariano et al. (2003) com adaptacdes. Do total de DNA,
40ng foi adicionado a 25ul da reacdo contendo 12,7ul de 4gua Milli Q; 2,5ul do tampao KCL;
4ul de ANTP mix (1,25mM de cada dANTP); 3,5 de MgCl, a 25 mM; 0,5ul (50pmol) de primer
B14; 0,13 pul de Tween 20 e 1 unidade de Taq DNA Polymerase (Fermentas) e 1ul de DNA
(40ng) foi usado na reacdo para cada amostra.

O programa de amplificacdo das amostras seguiu-se com desnaturagcdo a 94°C por 1
minuto, 45 ciclos sendo 1 minuto a 94°C, 1 minuto a 40°C; 2 minutos a 72°C, uma extensio
final de 10 minutos a 72°C. - Termociclador Bio Rad T 100TM Termo Cycler. Os produtos
foram separados por eletroforese em gel de agarose 1,5% em tampao TBE 1x, por 30 minutos
a 100V e 150 minutos a 50V, corados com 2ul de brometo de etidio e comparados com o
marcador molecular de bandas DNA Ladder de 1 Kb. Uma amostra de Saccharomyces

cerevisae foi utilizada como controle externo.

4.5.2.1 Interpretagdo dos dados de polimorfismos gerados pelo RAPD

As bandas de DNA foram visualizadas sob iluminagdo UV e a imagem do gel
capturada pelo aparelho L-PIX — Loccus biotecnologia Molecular Imaging-Transilliminator.
Os perfis obtidos para cada isolado foram comparados visualmente e analisados por
dendrogramas pelo programa GEL COMPAR II versao 6.6 Bionumerics (Apllied Maths,

Kortrijk, Bélgica) de acordo com a similaridade de bandas. O Dice metric foi o método
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estatistico escolhido para calcular a similaridade dos coeficientes de pares de amostras.
Dendrogramas baseados numa matriz de distancia de pares de DNA foram geradas pelo
UPGMA (Unweighted Pair-Group Method, Arithematic averages) considerando uma
tolerancia de 2% para comparacdo das bandas (SOLL, 2000).

As amostras foram classificadas como idénticas (correlagao de 100% de similaridade),
altamente relacionadas (90%), moderadamente relacionadas (80%) e amostras nao

relacionadas (<70%) (SOLL, 2000).

4.6 ANALISES ESTATISTICAS

As andlises estatisticas seguiram os testes qui-quadrado de Pearson; qui quadrado da
distancia de Hellinger, qui-quadrado da razdo de méxima verossimilhanca e teste de Fisher
dependendo da necessidade de cada um para conclusd@o. Quando p < 0,05 foi considerada

evidéncia de diferenca estatistica.
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RESULTADOS E DISCUSSOES

5 RESULTADOSE DISCUSSOES

5.1 PARAMETROS MICROBIOLOGICOS E FISICO-QUIMICOS VERSUSFUNGOS
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O encontro de fungos em 4gua potdvel tem aumentado cada vez mais e chamado
atenc¢do dos consumidores, entretanto ainda ndo existem protocolos que avaliem niveis de
esporos flingicos em dgua para consumo humano (HAGESKAL, et al., 2008).

Na presente investigacdo foi possivel observar que a contaminag¢do fiingica ocorreu
para a maioria das amostras investigadas (80%), oriundas de solugdes alternativas coletivas e
individuais. A andlise parcial segundo origem — pocos regulares e irregulares - revelou valores
percentuais altos quanto a positividade de isolamento fungico: 41 (78,84%) aos pogos

regulares e 87(81,30%) aos irregulares, como demonstrados no Grafico 1.

Gréfico 1 - Percentual de dguas contaminadas segundo a origem

90,00%
80,00%
70,00% -
60,00% -
50,00% -
40,00% -
30,00% -
20,00% -
10,00% -
0,00% -

78,84% 81,30%

B Positivos

B Negativos

Per centual de aguas contaminadas

Pocos Regulares ~ Pocgos Irregulares

A localiza¢do dos pocos regulares e irregulares com e sem crescimento fungico é

demonstrada nas Figuras 3 e 4, respectivamente.
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Figura 4 - Representacao grafica da distribuicdo de pogos de agua irregulares de Sdo José do

Rio Preto e identificacdo quanto a positividade/negatividade de isolamento fungico
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Fonte: Prefeitura Municipal de Sdo José do Rio Preto.
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O controle do crescimento microbiano em sistemas de distribui¢do de dgua € essencial
para limitar a disseminagdo de patogenos de veiculag@o hidrica. Embora, existam protocolos
de politicas governamentais sobre abertura e supervisiao de pocos de dgua, a andlise de fungos
na dgua nao € contemplada por nenhum deles.

A detec¢ao de fungos oportunistas ou patégenos primarios em agua nesta pesquisa,
independente da origem, regular ou irregular, ressalta a importancia da implantagdo de novas
medidas de controle microbiolégico da dgua de consumo humano. De fato, apesar de pogos
regulares receberem supervisdo periddica quanto a qualidade fisica e quimica da 4gua, fica
evidente que os parametros microbioldgicos de qualidade de dgua nao sdo satisfatorios, uma
vez que os fungos ocorreram de modo significativo.

Embora sejam escassos os estudos epidemiolégicos que documentem a ligacdo direta
de doencas com sistemas de distribuicdo de 4gua, os patégenos de veiculagdo hidrica sdao
capazes de persistirem e reproduzirem neste nicho levando a ocorréncia de infec¢des no trato
gastrointestinal, pele, etc. (SZEQZYK, et al., 2000). Os dados da presente investigacdao
apoiam esta afirmativa, uma vez que diversas espécies fungicas (42 espécies), algumas
patogénicas classicas, foram prevalentes em diversas amostras de 4gua como demonstrado na
Tabela 4. E possivel verificar a presenca de 6 isolados leveduriformes e 47 filamentosos para

pocos regulares e 38 leveduras e 127 filamentosos para irregulares.



Tabela 4 - Distribuicdo de espécies flingicas segundo origem da dgua

Espécies e géneros n (%) Pocosregulares (%) | Pocoirregular (%)
identificados
Absidia sp 1(0,45) - 1 (0,60)
Acremonium hyalinum 8 (3,66) 4 (7,54%) 4(2,42)
Acremonium potronii 1 (0,45) - 1 (0,60)
Alternaria sp 1 (0,45) - 1 (0,60)
Aspergillus caesiellus 2 (0,91%) 1(1,88) 1 (0,60)
Aspergillus candidus 1(0,45) - 1 (0,60)
Aspergillus clavatus 2 (0,91%) - 2(1,21)
Aspergillus flavus 4 (1,83) 1(1,88) 3(1,81)
Aspergillus fumigatus 49 (22,47 %) 28 (52,83) 21 (12,72)
Aspergillus japonicus 6(2,75) 23,77 4(2,42)
Aspergillus penicillioides 8 (3,66) 3 (5,66) 5(3,03)
Aspergillus versicolor 1(0,45) - 1 (0,60)
Aureobasidium pullulans 8 (3,66) 1(1,88) 7 (4,24)
Basidiobolus sp 5(2,29) - 5(3,03)
Blastoschizomyces 1(0,45) 1(1,88) -
capitatus
Candida famata 2 (0,91%) - 2(1,21)
Candida glabrata 2 (0,91%) - 2(1,21)
Candida guilliermondii 8 (3,66) 3 (5,66) 5(3,03)
Candida intermedia 4(1,83) - 4(2,42)
Candida lusitaneae 2 (0,91%) - 2(1,21)
Candida parapsilosis 3(1,37) 1(1,88) 2(1,21)
Candida silvicola 1(0,45) - 1 (0,60)
Candida tropicalis 3(1,37) - 3(1,81)
Curvularia sp 4 (1,83) 1(1,88) 3(1,81)
Fusarium sacchari 1(0,45) - 1 (0,60)
Fusarium hyalinum 1(0,45) - 1 (0,60)




Continuacéo da Tabela 4 - Distribuigao de espécies fiingicas segundo origem da agua

Espécies e géneros n (%) Pocosregulares (%) | Pocoirregular (%)

identificados
Fusarium incarnatum 7 (3,21) 1(1,88) 6 (3,63)
Fusarium solani 1 (0,45) - 1 (0,60)
Kodamae ohmeri 1 (0,45) - 1 (0,60)
Micélio estéril 13 (5,96) 2(3,77) 11 (6,66)
Mucor sp 1(0,45) - 1 (0,60)
Paecilomyces marquandii 2 (0,91%) 1(1,88) 1 (0,60)
Penicillium citrinum 4 (1,83) - 4(2,42)
Penicillium commune 19 (8,71%) - 19 (11,5)
Penicillium decumbens 8 (3,66) - 8 (4,84)
Penicillium expansum 7(3,21) 1(1,88) 6 (3,63)
Penicillium lilacinus 1 (0,45) - 1 (0,60)

Penicillium marneffei 2 (0,91%) 2 (3,77) -

Penicillium purpurogenum 3(1,37) - 3(1,81)
Penicillium spinulosum 4 (1,83) - 4(2,42)
Penicillium verruculosum 1(0,45) - 1 (0,60)
Rhodotorula glutinis 1(0,45) - 1 (0,60)
Rhodotorula minuta 1(0,45) - 1 (0,60)
Scedosporium 1(0,45) - 1 (0,60)

apiospermum
Scedosporium dehoogii 1(0,45) - 1 (0,60)
Scytalidium hyalinum 3(1,37) - 3(1,81)
Trichoderma sp 1(0,45) - 1 (0,60)
Trichosporon asahii 4 (1,33) - 4(2,42)
Trichosporon mucoides 2 (0,91%) - 2(1,21)
Zygosaccharomyces sp 1(0,45) - 1 (0,60)

Total 218 53 165

49
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O encontro de fungos em 4gua foi demonstrado previamente por outros estudos cuja
origem das amostras foi varidvel: bebedouros, dgua de hemodidlises, de instalacOes
hospitalares, potavel e de esgoto doméstico (HAGESKAL, et al., 2006, LEAL et al., 2010,
PIRES-GONCALVES, et al., 2008; SESSEGOLO et al., 2011; VARO et al., 2007).

Corroborando com estes dados, a detecc@o de espécies de fungo nas dguas localizadas
superficialmente nos pocos pode estar relacionada com fontes externas de contaminacao,
como ar, insetos, solo e até ao inadequado estado de conservacao dos sistemas de canalizacao
que chegam ao consumidor final (COSTA, 2010).

A persisténcia e crescimento de patégenos na dgua é uma preocupagdo central em
sistemas de distribui¢ao de agua. Por exemplo, as espécies de Aspergillus e Penicillium,
fungos prevalentes nesta investiga¢do independente de sua origem, ja foram previamente
descritas em estudos de caracterizacdo fenotipica e genotipica, revelando alto potencial
patogénico (REMENTERIA et al., 2005). Ainda, ponderada a espécie mais comum,
Aspergillus fumigatus, uma ampla variedade de doengas podem concorrer: micotoxicose,
reacOes alérgicas e doencas sistémicas com altas taxas de mortalidade (CARDENAS;
CORTES; PARRA, 2008; REICHENBERGER, et al., 2002; VOJDANI et al., 2003).

Portanto, fica explicita a necessidade de revisdo dos documentos formais sobre
qualidade microbiolédgica da dgua, sugerindo a inclusao de métodos diagndsticos para fungos.

Adicionalmente, nova atencdo deve ser dada para elevado nimero de espécies de
Penicillium isoladas no estudo atual (9), representada como prevalente: Penicillium commune,
em aguas de pogos irregulares. No trabalho de Hageskal, et al. (2006), Penicillium sp
representou o grupo dominante em agua, com destaque a habilidade para formagdo de
biofilme, evento descrito previamente por Doggett et al. (2000).

E conhecido que fungos do género Aspergillus possuam maior adaptagio aos
ambientes de alta umidade, e ao Penicillium, a capacidade de sobreviver em aguas tratadas
(SAMSON; HOEKSTRA; FRISVAD; 2000). Ai permanecendo, aumentam a chance para
formacdo de biofilme, e consequentemente, a sua manuten¢do em superficies inertes. Embora
neste estudo, Penicillium commune, tenha sido segunda espécie de maior ocorréncia (pogos
irregulares), ndo ha relatos na literatura de isolados desta espécie em &dgua de consumo
humano.

Nesta pesquisa, ndo menos importante, a distribuicdo de outras espécies de fungos
filamentosos em 4guas, nao exclui sua participacdo como potencial etiologia das doencgas
infecciosas em humanos e animais, evento também descrito nos estudos de Leal et al. (2010),

Pereira et al. (2010) e Quadros et al. (2009). Assim, tanto para pogos cadastrados ou nao,



51

espécies ubiquas de agua, ar, solo etc. foram aqui reveladas: Aspergillus flavus, Aspergillus
japonicus, Curvularia sp, Alternaria sp, Acremonium sp, Fusarium sp, Paecilomyces sp
Penicillium expansum e Micélio estéril. Além disso, fontes hidricas, de proximidade aos
diferentes nichos ecoldgicos contaminados, podem receber propagulos fingicos dispersos por
vetores, como insetos ou outros animais (ANAISSIE et al., 2003; HAGESKAL; LIMA;
SKAAR, 2009; LACAZ et al, 2002; MENEZES; CARVALHO; TRINDADE, 2006;
VECCHIA; CASTILHO-FORTES, 2007).

Embora, em episddios menores, a diversidade de espécies de leveduras, aqui
observada, corrobora com dados obtidos por pesquisadores europeus. Estas investigacdes
comprovaram que diversas fontes de d4gua na Franca, de origem potéavel clorada, apresentaram
mais de 50% de leveduras, com destaque ao género Candida (HINZELIN; BLOCK, 1985).
Ainda que os estudos de Costa (2010) e Figel et al. (2011) tenham sido conduzidos de origem
hidrica distinta, os valores percentuais de isolamento de leveduras foram semelhantes aos da
pesquisa atual. Mesmo assim, destaca-se pelo presente estudo que a dgua dos pocos
cadastrados e ndo cadastrados apresentaram positividade para fungos filamentosos e
leveduras: 39 e 4 aos primeiros e 80 e 27 aos ultimos, respectivamente.

A deteccdo de Aureobasidium pullulans em dgua de ambos os pogos, corrobora com o
resultado do estudo de Costa (2010). Comprova-se ainda, pelo estudo de Rosenzweig,
Minnigh, Pipes (1983, 1986) que algumas espécies de leveduras apresentam relativa
resisténcia a inativacdo e sobrevivéncia frente ao cloro. Esta sobrevivéncia pode levar a
acumulacdo em sistemas de distribuicdo de 4gua. Esta espécie fingica € encontrada em
diversos nichos ambientais, o que favorece seu achado em fontes hidricas (ANDERSEN et al.,
2011).

Paralelamente, frente a espécie C. guilliermondii, descrita previamente a partir de agua
potavel de creches e asilos (NUNZIO; YAMAGUCHI; 2010), no atual estudo, este achado foi
comum, independente de sua origem, o que revela potencial risco a saude. Dessa forma, pode-
se perceber a presencga destes fungos na dgua de diversas origens.

A tabela 5 demonstra o nimero de coletas segundo tipo de dgua, pogos, pontos de

coleta e positividade de crescimento fungico.
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Tabela 5 - Tipo de agua segundo origem, pogos, pontos de coleta e crescimento flingico

SAC SAI

PR PI PR PI

PC CA DP |PC CA DP|PC CA DP/PC CA DP

Numero de 36 15 0 |16 54 111 0 0 |31 5 0
amostras coletadas

Amostrascom |27 13 0 |15 43 111 0 0 |24 4 0
crescimento
fingico

SAC: Solucao Alternativa Coletiva; SAIL: Solugdo Alternativa Individual; PR: pocos
regulares; PI: pocos irregulares; PC: ponto de consumo; CA: cavalete; DP: direto do poco

Aguas de solucdo alternativa coletiva (SAC) e individual (SAI) apresentam-se como
potencial fonte de aquisicdo e dissemina¢do de fungos para populagdo, Tabela 5. Se
irregulares, as instalagdes, muitas vezes sdo precérias, a inexisténcia de protocolos de
manutencdo e o manuseio dos reservatdrios perante os responsaveis (BRASIL, 2004a;
BRASIL, 2005), aumentam a contaminacido. No entanto, valoriza-se a maior distribuicdo de
fungos quando as amostras de d4gua foram origindrias de pontos de consumo e cavaletes.

Na atual investigagdo, a presenga de Aspergillus fumigatus, foi maior em 4guas de
pocos regulares ou irregulares nos SACs (p=0,02), e para A. pullulans de mesma origem,
porém somente aos irregulares (p=0,043).

Em relacdo a SAI, essa forma de abastecimento, na maioria das vezes, pode apresentar
risco a sadde da populacdo que consome esta dgua, dado a auséncia de um responsdvel
técnico e de controle de qualidade da mesma (SILVA, 2009). Aqui, as leveduras
representaram grupo microbiano prevalente nesses sistemas (p=0,05) em ambos 0s pogos.

Considerado o trajeto de distribui¢do de dgua a partir de pocos (SAC e SAI), seguem
os reservatorios, torneiras e até cavaletes. De fato, os micro-organismos presentes em dgua de
pogos ou nos reservatorios, contaminam a tubulagio, chegando imprdpria para o consumo nos
cavaletes dos domicilios (LEAL, et al., 2010; SESSEGOLO, et al., 2011). Diferenca
estatistica significante (p=0,042) foi observada para C. guilliermondii, sendo que sua presenga
marcante ocorreu no ponto de consumo de ambos os pogos. Ja, para A. fumigatus (pogco
irregular), seu isolamento foi determinante em cavaletes (p=0,037). Os fungos presentes no
solo e no ar podem entrar em contato com a dgua de pogos durante sua constru¢io, quando
elaborada sem critérios técnicos (MACHADO, 2006).

Nao somente esta etapa seja critica, mas as torneiras ou cavaletes contaminados com

micro-organismos podem constituir-se como fonte de doenca infecciosa ou intoxicagao.
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Reitera-se a afirmativa de que, a limpeza continua dos pontos de consumo, como torneiras e
chuveiros, deva compor a rotina de higieniza¢do doméstica, evitando assim o estabelecimento
e formacao de biofilme.

Verifica-se que a ocorréncia de fungos em vérios locais, pois estes no decurso da
evolucdo foram capazes de explorar uma grande variedade de habitats. Espécies diferentes,
portanto, exigem diferentes condi¢cdes de crescimento ideal. O modo como os fatores fisicos e
quimicos afetam o crescimento de fungos diferentes tem que ser considerado. A temperatura,
a concentracdo de fons de hidrogénio (pH), a umidade e a luz s@o alguns dos parametros que
tém de ser mantidos e controlados (CARLILE, WATKISON; GOODAY, 2001; CHANG;
MILES, 2004).

A Tabela 6 demonstra o nimero de amostras dos padrdes fisico-quimicos dentro e fora
dos limites estabelecido pela Portaria n® 2.914/11 e o crescimento fingico quando os valores
apresentaram-se dentro do limite. Os correspondentes valores de cada varidvel estudada estdo

presentes nos Anexos 1 e 2.

Tabela 6 - Padroes fisico-quimicos e crescimento flingico em amostras com valores dentro do
limite estabelecido pela Portaria n® 2.914/11

Amostras fora | Amostras dentro | Crescimento fungico em
do limite do limite amostras dentro do limite
PR PI PR PI PR PI
pH 2 0 50 107 39 87
Padrdes fisico- Cor 6 26 46 81 36 69
quimicos
Turbidez 3 4 49 103 39 84
Nitrato 8 5 44 102 34 83
Cloro 26 107 26 0 20 0

PR: pocos regulares, PI: pocos irregulares

E provavel que sendo satisfeitos os requisitos nutricionais, a maioria dos fungos se
desenvolva bem numa ampla gama de pH desde 4cido até a neutralidade, por exemplo, pH 4-
7. Alguns fungos, tais como os que produzem dcidos organicos, sdo capazes de tolerar mais
condi¢des de acidez (CARLILE, WATKISON; GOODAY, 2001; CHANG; MILES, 2004;
KAVANAGH, 2005; LEONI, et al., 1999).

Segundo a Portaria n°® 2.914/11 do Ministério da Saude sobre parametros de qualidade

de agua de consumo humano a concentra¢ao hidrogenidnica (pH) deve estar nos limites de 6 a
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9,5. No presente estudo, a exce¢ao de apenas 2 amostras de pogos regulares com pH fora do
limite, a maioria apresenta crescimento fiingico, fato observado para as demais amostras
dentro dos limites.

A dissolucdo de substincias na 4gua, principalmente de matéria organica ¢é
considerada outro pardmetro de qualidade da 4gua com critérios estabelecidos pela Portaria n°
2.914 do Ministério da Sadde. De acordo com este documento, o valor maximo permitido de
cor na agua € de 15,0 mg Pt-Co/L (Miligramas de Platino-Cobalto por Litro). Paralelamente, a
turbidez, pardmetro de aspecto estético de aceitag@o ou rejeicdo do produto, é a medicdo de
resisténcia da dgua a passagem de luz provocada pela presenga de particulas em suspensio na
agua, cujo valor maximo permitido € de 5,0 UT.

Tanto para cor quanto turbidez (Tabela 6), a maioria, dentro dos limites permitidos
pela Portaria, independente da origem (regulares ou irregulares), apresentou crescimento
fingico. Mais uma vez adverte-se para a necessidade de criar inspecdo periddica junto aos
programas municipais ou estaduais no que tangue a avaliacdo de dguas de pocos privados ou
publicos. Ainda, a tubulacdo também pode interferir na alteracio de cor e turbidez, sendo que,
quando sdo liberados sais de ferro e manganés, estes sdo dissolvidos na 4gua, elevando os
valores destes parametros (BARCHA, 1998), o que traduz a falta de limpeza e manutencao
dos pocos (CASALLI 2008).

A assimila¢do do nitrato pelos fungos € o principal processo pelo qual o nitrogénio
inorgdnico € convertido a forma organica (MADIGAN, et al, 2010; TRABULSI;
ALTERTHUM, 2008). O aumento da concentracdo de nitrato em 4guas subterrdneas pode
significar proximidade com é4reas de langamento de esgoto em locais onde ha falta de
saneamento basico, como no caso dos loteamentos clandestinos (LOPES; CAVASOTTO,
2011; PEREIRA-RAMIREZ, et al., 2003; SILVA, et al., 2009). Em area urbana o excesso de
nitrato também pode estar vinculado as regides antigas da cidade onde as tubulagdes sao mais
velhas e em locais densamente habitados (BARCHA, 1998).

Na presente investigacdo, amostras de dgua de pocos regulares e irregulares
apresentam concentracdes de nitrato fora do limite permitido, valor maior que 10mg/L, como
demonstrado na Tabela 6. Diferencas estatisticas significantes (p=0,001) ocorreram para
grupos de fungos leveduriformes em 4dguas com padrdes de nitrato acima do normal, evento
esperado segundo caracteristicas bioldgicas individuais. Aqui, também € possivel observar
crescimento flingico mesmo com a maioria das amostras dentro do limite estabelecido pela

Portaria.
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Em relagdo a cloragdo, esta € o método mais usado na desinfec¢do da 4gua para
consumo humano (LAURENT, 2005). No presente estudo, foi possivel observar que metade
das amostras dos pogos regulares estava com o cloro fora do limite estabelecido pela Portaria,
sendo que, a excecdo de uma, todas estava com cloro abaixo do permitido. Frente a dgua
coletada de pogos irregulares, todas apresentavam concentragao de cloro residual livre abaixo
do limite estabelecido (Tabela 6). A comparagdo de pocos regulares quanto a supervisido da
qualidade de agua, revela a necessidade de adogdo de alternativas mais eficazes de controle
microbiano, e aos irregulares, dada ao excedente nimero de isolamento fiingico, o
conhecimento e institui¢ao de praticas de desinfeccao da agua.

Na 4gua, sempre avaliado o tempo de exposicdo, componentes quimicos (organicos,
inorganicos) e condigbes fisicas (temperatura, pH, etc), interferem diretamente sobre o
metabolismo das células microbianas (ROSENZWEIG; MINNIGH; PIPES, 1983; SAMMON
et al., 2011). A sobrevivéncia microbiana estd baseada na interacdo de uma ou mais varidveis
acima citadas, e, além disso, tipo e concentracdo de substincia antimicrobiana presente neste
ambiente.

Neste estudo, mesmo em &4gua previamente tratada com cloro, alguns fungos
filamentosos foram prevalentes sobre os demais, como demonstrados na Tabela 4. Aqui,
conceitos bioldgicos devem ser considerados, explicitando a resisténcia e a sobrevivéncia
fingica: estabelecimento de biofilme, concomitante liberacdo de metabdlitos secundarios com
acdo inibitdria para alguns e indutores de crescimento para outros, presenca de fatores de
viruléncia que favorecam a presenga de grupos individuais, etc.(HAGESKAL et al., 2006;
PEREIRA, et al., 2013; PERKINS, et al., 2009).

Corroborando com os estudos de Pereira et al. (2013), Rosenzweig, Minnigh e Pipes
(1983), aqui também se comprova a maior resisténcia de A. fumigatus em 4gua clorada, com
diferenca estatistica significante (p=0,001). Assim, nesses estudos de Rosenzweig, Minnigh,
Pipes (1983) e Pereira (2013), A. fumigatus foi capaz de sobreviver numa concentragido de
1,9mg/l e Img/l de cloro durante 60 minutos, respectivamente. No presente estudo, frente a
espécie P. commune (p=0,042) e aos grupos leveduriformes (p=0,006), a acdo inibitéria do
cloro ficou evidente. Ressalta-se a importancia da cloracio monitorada, que em alguns casos
pode ser eficaz (LEAL, et al., 2010).

De todos os fatores que afetam o crescimento de fungos, a temperatura é certamente
um dos mais importantes (COSTA, 2010). Os extremos de temperatura (maxima e minima)
sdo de grande relevancia na determinagdo da sobrevivéncia e na distribui¢ao das espécies de

fungos na natureza. Temperaturas altas resultam numa inativa¢do enzimatica, com um efeito
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resultante sobre o metabolismo e, consequentemente, sobre o crescimento (KAVANAGH,
2005; INGERSON-MAHAR; REID; 2012). Evento observado na presente pesquisa revelou

que as temperaturas obtidas garantem a presenca e sobrevivéncia fungica (Tabela 7).

Tabela 7 - Média das temperaturas segundo origem dos pogos

Média das Temperaturas

Pocos regulares 27,2°C

Pocos irregulares 26,31°C

Embora neste estudo, ndo foi realizada a identificacdo e contagem de bactérias, sua
deteccdo ocorreu como demonstrado na Tabela 8. Nas 30 amostras que cresceram apenas
grupos bacterianos, o crescimento flingico poderia ter ocorrido, uma vez que a presenca de
varios organismos num mesmo local pode levar a alteracdes na taxa de crescimento para
ambos devido a competicdo por nutrientes e condicdes fisico-quimicas ideais (MADIGAN, et

al., 2010).

Tabela 8 — Presenga de bactérias e concomitancia com fungos

Amostras com Amostras com Amostras apenas
crescimento | crescimento bacteriano e | com crescimento
bacteriano fingico bacteriano
Pocos regulares 32 22 10
Pocos irregulares 105 85 20
Total 137 107 30

Neste sentido, quando se comparam pog¢os positivos e negativos para isolamento
fingico, em concomitante andlise para bactérias, observa-se que ocorre maior isolamento aos
primeiros, quando da auséncia de bactérias (p=0,042). Valorizando-se caracteristicas
bioldgicas individuais, fica explicito que a interferéncia acima descrita para algumas espécies
microbiana € positiva e para outras, negativa. Aqui, A. fumigatus (ambos os pogos) (p=0,001)
e leveduras (ambos os pogos) (p=0,005) foram isoladas preferencialmente em &4gua sem
grupos bacterianos. J4, P. commune (pogos irregulares) foi comum em &4gua positiva para
bactérias (p=0,036). Novamente estima-se que metabdlitos secundérios de alguns micro-

organismos potencializam o desenvolvimento de outros.
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Novamente, a falta de inspecdo periddica da qualidade de 4dgua, bem como
inexisténcia de protocolos de desinfec¢do, implica em sua maior contaminagdo. De fato, a
falta de manutencdo nos sistemas de distribuicdo e armazenamento de 4gua aumenta 0s riscos
de contaminacdo por substancias que ficam suspensas na 4gua, servindo de nutriente para
diversos micro-organismos, como as bactérias (CASALI, 2008).

Ainda, a composi¢do quimica dos tubos que se constitui como canais de distribui¢ao
de 4dgua podem favorecer o desenvolvimento de grupos bacterianos, pois se os elementos
ferro, hidrogénio e fosfatos forem liberados, hd promocdo do crescimento microbiano,
diferentemente ocorre quando a tubulagdo é composta por cobre, inibindo o crescimento de
bactérias (INGERSON-MAHAR; REID; 2012).

Dado ao fato que as variacdes climdticas estejam fortemente associadas as
comunidades de plantas, esta relacdo, muitas vezes, afeta a natural composi¢ao do solo:
carbono, temperatura, 4gua, etc.(KASPRZYK, 2008; WALDROP; FIRESTONE 2006).
Assim como, as estacdes do ano também podem interferir na ocorréncia de determinados
grupos fingicos. No presente estudo, as coletas foram feitas em diferentes estacdes do ano

como demonstrado na Tabela 9.

Tabela 9 - Coletas e positividade das amostras nas 4 estagdes do ano segundo origem dos
pocos

Coletas Positividade para
PR PI Total fungos
PR PI  Total
Inverno 3 5 8 0 5 5
Estagdes do ano | Outono 0 44 44 0 36 36

Primavera | 27 18 45 | 21 14 35

Verao 22 40 62 | 20 32 52

PR: pocos regulares, PI: pogos irregulares

Os resultados mostraram diferenca estatistica significante para os fungos filamentosos,
no inverno (p=0,006). Dada a ampla ocorréncia de fungos em diversos nichos ambientais, no
inverno, o vento desempenha importante papel na dispersdo de propéagulos até as fontes de
agua (CASA; REIS; ZAMBOLIM, 2004). Embora, consideradas amostras de origem distinta,
a deteccao de fungos na dgua nos estudos de Sales et al. (2011) foi também maior no inverno.

Paralelamente, alteracdes na biomassa microbiana podem surgir em periodos quentes e

umidos, favorecidas pela adaptacio e reproducdo de espécies fungicas, e subsequente
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dispersdo dos mesmo até a dgua da superficie dos pocos (GALLARDO; SCHLESINGER,
1990). Neste sentido, diferencas metabdlicas individuais justificam sobrevivéncia de alguns
grupos microbianos em detrimento de morte a outros. De fato, nos estudos conduzidos por
Mezzari (2005), Lobato; Vargas e Silveira (2009) e aqui, algumas espécies de fungos
filamentosos foram prevalentes no verdo, com destaque para A. fumigatus (ambos os pogos)
(p=0,005) e Penicillium commune (pogos irregulares) (p=0,007).

Em relacdo aos fungos leveduriformes isolados de ambos os pocos, o outono se
destacou como estagdo de maior identidade com presenca fingica (p=0,007), dado
discordante com alguns estudos (LEITE, 2009; LOBATO; VARGAS; SILVEIRA, 2009).
Reforca-se aqui, que cada espécie apresenta variagdes metabdlicas e fisiolégicas facultando
sua permanéncia e reproducdo em diversos ambientes (FLORES; ONOFRE, 2010).

Assim como as estagdes do ano, a umidade é um fator ambiental importante no
desenvolvimento dos fungos, pois estes necessitam da dgua para germinagdo e esporulacao
(EMBRAPA, 2009).

A Tabela 10 demonstra o nimero de coletas nos dias em que choveu e ndo choveu nas
24 horas antecedentes a coleta e a positividade das amostras. Comparados e analisados os
parametros chuva versus espécie fungica foi possivel encontrar diferenga estatistica
significante (p=0,04) para espécie A. fumigatus isolado de ambos os pogos. Neste sentido,
quando ndo choveu, diminuiu a frequéncia de isolamento deste fungo nas amostras de dgua de
ambos 0S pogos.

De fato, de acordo com Samson; Hoekstra e Frisvad (2000), A. fumigatus possui maior
adaptacdo para sobrevivéncia em ambientes de alta umidade. Quando os pogos ndo sio
fechados corretamente, pode ocorrer da dgua da chuva entrar no poco trazendo organismos
patogénicos e substincias que favorecem o crescimento dos mesmos (FRANCO; BEUX,

2007).

Tabela 10 - Chuvas nas 24 horas antecedentes a coleta e positividade das amostras

Chuva nas 24 horas Coletas Amostras com crescimento
antecedente a coleta fingico
PR PI Total PR PI Total
Nao choveu 30 90 120 23 71 94
Choveu 22 17 39 18 16 34

PR: pogos regulares, PI: pocos irregulares
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5.2 SUSCEPTIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE FUNGOS LEVEDURIFORMES E
FILAMENTOSOS

O perfil de susceptibilidade antimicrobiana frente ao itraconazol, fluconazol,
cetoconazol e anfotericina B das espécies de leveduras e de fungos filamentosos foi varidvel,
sendo sensivel, sensivel dose dependente e resistente, dados apresentados na Tabela 11 e 12 e

nos Anexos 3 ao 6.

Tabela 11 - Perfil de susceptibilidade de leveduras de pogos regulares e irregulares frente aos
antifingicos testados

Antiftingicos | Itraconazol | Fluconazol | Cetoconazol | Anfotericina B
S SDD R S SDD R |S SDD R S R
Leveduras
Pogos C.guilliermondii | - - 312 1 - |3 - - 3 -
Regulares (n=3)
(n=6) Demais espécies | 3 - -2 - 113 - - 3 -
(n=3)
A.pullulans 7 - -7 - -7 - - 7 -
Pocos (n=7)
Irregulares | C.guilliermondii | - - 515 - -5 - - 5 -
(n=38) (n=5)
Demais espécies | 8 7 11 [ 23 - 3125 - 1 24 2
(n=26)

S: sensivel; SDD: sensivel dose-dependente; R: resistente

De acordo com Castro et al. (2006), o itraconazol possui atividade contra muitas
espécies de Candida. Entretanto, no presente estudo, o evento de resisténcia foi observado
para todos os isolados de C. guilliermondii, independente da origem (regular ou irregular).
Para regulares, as demais, A. pullulans, C. parapsilosis e B. capitatus apresentaram
sensibilidade.

J4, para as demais espécies dos pogos irregulares 42,3% apresentaram isolados
resistentes a este farmaco: C.lusitaneae (1), T.asahii (3), C. tropicalis (1), C.glabrata (1), R.
minuta (1), T.mucoides (1), C. intermedia (2) e C. silvicola (1), com MICs entre 1 a >16ug/ml
(Anexos 3 e 4). E em menor freqiiéncia, foi observado o perfil de sensivel dose dependéncia e
sensibilidade: 26,93% e 30,77%, respectivamente.

C. guilliermondii é uma das leveduras oportunistas mais frequentes em pacientes

imunocomprometidos e com cancer (GIRMENIA, 2006), também isolada de 4gua para
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consumo humano de creches e asilos (MACEDO, et al., 2009; NUNZIO; YAMAGUCH]I,
2010). Ponderada esta mesma espécie, o perfil de resisténcia, aqui revelado, difere de
diversos estudos, embora com isolados clinicos Klein (2006), Moreira (2012) e Neufeld et al.
(2009).

A inexisténcia de relatos cientificos sobre susceptibilidade de A. pullulans, a partir de
fontes hidricas, obriga que um paralelo seja estabelecido, a partir de outras vias de aquisi¢ao.
Assim, em sucos de fruta, ou isolados clinicos (onicomicose, fungemia), o fenétipo de
sensibilidade ao itraconazol, foi comum (ARABATZIS, 2012; HAWKES, et al., 2005;
MACIEL et al., 2013).

Diferentemente, variagdes de susceptibilidade a este composto azdlico foram
descritos para isolados de C. lusitaniae, C. tropicalis, C. glabrata e R. minuta C. intermedia,
T. mucoides e T. asahii a partir de fontes diversas (CHAGAS-NETO et al., 2009; COSTA,
2006; DIAS, et al., 2007; GARCIA-MARTOS, et al. 2001; MACIEL, et al., 2013; NUNES, et
al., 2011; SANTOS, et al., 2009).

Dessa forma, pode-se observar que embora o itraconazol seja muito utilizado no
controle de infec¢des flngicas por ter baixa toxicidade e amplo espectro de agdo, no presente
estudo, valoriza-se a interpretacdo de susceptibilidade antimicrobiana desta espécie, dadas as
mudancas aqui observadas (Tabela 11 e Anexos 3 e 4).

O fluconazol constitue-se como farmaco de boa agdo contra fungos oportunistas como
C. neoformans e a maioria das espécies de Candida, embora relatos de resisténcia tenham
sido descritos (ARA(JJO, et al., 2005; COLOMBO, et al., 2002; NOGUEIRA, 2012). Foi
possivel observar que o fenétipo de resisténcia ocorreu em menor frequéncia quando
comparado ao itraconazol, independente da origem dos isolados. Em pogos regulares, a
exce¢ao de um isolado B. capitatus (16,6%), o fenétipo sensivel ao fluconazol ocorreu
mojoritario. Aos irregulares, apenas 7,89% espécies foram resistentes: R. minuta (1), T.
mucoides (1), C. intermedia (1).

A atual pesquisa corrobora com dados da literatura cientifica segundo baixa frequéncia
de resisténcia para maioria das espécies aqui encontradas (COLOMBO, et al. 2002;
HAWKES, et al. 2005; LIMA, et al., 2009; MANZANO-GAYOSSO, et al., 2011.
WINGETER, et al. 2007). A excecdo de C. intermedia, ressalta-se, aqui em concordancia com
a literatura cientifica, a diversidade de espécies fiingicas e padrdes de susceptibilidade
antimicrobianos mais comuns, € sua participacdo como etiologia de muitas doengas fungicas

oportunistas (GARCfA—MARTOS, et al., 2001; JAWETZ; MELNCICK; ADELBERG, 2009;
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JUNQUEIRA, et al., 2012; LACAZ, et al., 2002; MACIEL, et al., 2013; NETTLES, et al.,
2003; RUAN, et al., 2010; SANCAK, et al., 2009).

Em relagdo a T. mucoides, causador de pneumonias e infecgdes superficiais
(JAWETZ; MELNCICK; ADELBERG, 2009), resultados contrarios ao do presente estudo
foram encontrados nos trabalhos de Garcia-Martos et al. (2001) e Nettles et al. (2003),
entretanto, para Rhodotorula minuta que esta associada a diversos tipos de infec¢des, em
particular as micoses oculares, o perfil de resisténcia frente ao fluconazol é considerado um
evento comum, corroborando com a atual investigacao (GALAN—SANCHEZ, et al., 1999;
GARCIA-MARTOS, et al., 2001; LACAZ, et al., 2002).

Cetoconazol apresenta amplo espectro de atividade frente a diversas espécies de
Candida, sendo os casos de resisténcia raros (BRITO, et al., 2009; MANZANO-GAYOSSO,
et al., 2011). De acordo com alguns estudos (BRITO, et al., 2011, MANZANO-GAYOSSO,
et al., 2011; SANTOS, et al., 2009) pode se observar, aqui, a excecao de 1(2,27%) isolado de
T. mucoides (de pogo irregular) que a atividade antimicrobiana deste imidazolico foi eficaz
contra todas as leveduras, independente da origem.

Em relacdo ao poliénico anfotericina B, na atual pesquisa, apenas 2(4,54%) espécies
origindrias de pogos irregulares foram resistentes: T. mucoide e Rhodotorula minuta.
Independentemente da espécie, o raro fenétipo de resisténcia foi previamente descrito por
outros investigadores (ANTUNES, et al., 2004; ARABATZIS, 2012; BATISTA, BIRMAN;
CURY, 1999; CASTRO et al., 2006; GOMES, et al., 2010; MACIEL, et al., 2013;
MENEZES, MENDES, CUNHA, 2009; WINGETER, et al., 2007).

Em relacio aos fungos filamentosos, a condugdo terapéutica preferencial € ou
itraconazol ou anfotericina B, embora constatada a presenca de cepas resistentes a estes
firmacos (MELLADO; CUENCA-ESTRELLA; RODRIGUEZ-TUDELA, 2002;
MOSQUERA; DENNING, 2002). A Tabela 12 e os Anexos 5 e 6 demonstram os resultados

do perfil de susceptibilidade de fungos filamentosos frente aos antifiingicos testados.
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Tabela 12 - Perfil de susceptibilidade de filamentosos de pogos regulares e irregulares frente
aos antifingicos testados

Antiftingicos Itraconazol Anfotericina B

Filamentosos S SDPD R |/S SDD R

Pocos A. fumigatus (n=28) | 8 13 7 |28 - -

Regulares

(n=39) Demais espécies 5 3 3 5 2 4

(n=11)
A.fumigatus 7 8 6 |21 - -

Pocos (n=21)
Irregulares P. commune 2 5 10| 7 2 8

(n=101) (n=17)
Demais espécies 19 13 31 |42 4 17

(n=63)

S: sensivel; SDD: sensivel dose-dependente; R: resistente

Na presente andlise, Aspergillus fumigatus, espécie prevalente em ambos 0s pogos,
apresentou perfil de susceptibilidade divergente ao itraconazol: aos regulares, a resisténcia
ocorreu em 25%, sensibilidade dose dependéncia em 46,43% e sensibilidade 28,57%. Aos
irregulares, 28,57%, 38,1% e 33,33%, respectivamente.

Para as demais espécies de filamentosos nos regulares pode-se observar que o
percentual de resisténcia e sensibilidade dose dependente foi de 27,27% para cada um e aos
irregulares, alto perfil de resisténcia foi observado frente a este azdlico com 49,20% e
sensibilidade dose dependéncia 20,64 %.

Embora amostras de origens distintas a este trabalho, A. fumigatus revelou ser espécie
mais comumente sensivel ao itraconazol (CATALAN—MONTEJO, 2006; CUENCA-
ESTRELLA, 2010).

Dada a espécie P. commune, segundo filamentoso mais isolado dos pogos irregulares,
a resisténcia ocorreu em 58,82% dos isolados, 29,41% sensibilidade dose dependéncia e
11,77% sensiveis. S@o poucos os relatos na literatura cientifica sobre esta espécie,
considerado seu potencial patogénico ao homem (SANTOS, et al. 2011; SARAIVA, et al,,
1997) e, em paralelo, nenhuma descri¢ao sobre o perfil de susceptibilidade, o que inviabiliza
dados comparativos. No entanto, se considerado o género Penicillium, este é sensivel ao
itraconazol (CUENCA-ESTRELLA, et al., 2006; DIEKEMA, et al., 2003) dado divergente ao

aqui revelado.
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Anfotericina B é o antimicético de maior espectro, tendo atividade tanto para grupos
leveduriformes, quanto para filamentosos. Embora raros, ja existem casos de resisténcia em
Aspergillus sp, Trichosporon sp e Paecilomyces sp (CUENCA-ESTRELLA, 2010). Na atual
pesquisa, independentemente da origem, todos os isolados de Aspergillus fumigatus foram
sensiveis a este poli€nico. Quanto as demais espécies de pogos regulares, o evento de
sensibilidade também foi alto: 45,46%.

Frente a P. commune, a resisténcia foi observada em 47,05% e sensibilidade dose
dependéncia de 11,77%, evento ndo verificado para as demais espécies, no qual a maioria
apresentou perfil de sensibilidade: 66,7%. Novamente, dados da literatura frente ao género,
estdo discordantes ao encontrado nesta pesquisa, ponderado o aspecto de sensibilidade a
anfotericina B (DIEKEMA, et al., 2003; KUZUCU, et al., 2004; PFALLER, et al., 2002).

O expectro de agdo de fluconazol e cetoconazol contra fungos filamentosos é limitado.
Assim, frente a Aspergillus sp., Fusarium sp., Scedosporium sp. e Penicillium sp, valores de
concentracdo inibitéria minima, sdo altos (CARRILLO-MUNOZ, 2006; CATALAN-
MONTEJO, 2006; CLSI, 2008b; MELLADO; CUENCA-ESTRELLA; RODRIGUZ-
TUDELA, 2002). Neste sentido, frente ao fluconazol, todas as amostras de ambos os pogos,
apresentaram valores de MIC >128 pg/ml. Em relagdo ao cetoconazol, valores menores de
concentracdo inibitéria minima foram detectados quando comparados ao fluconazol com
variagdo entre 0,03 a >16 pg/ml (Anexos 5 e 6).

No presente estudo, valoriza-se, em isolados fingicos nao clinicos, a dispersdao de
resisténcia antifingica. Em &4gua, este evento € relevante, uma vez que, em diversos
segmentos da vida do ser humano e de animais, ela é essencial. Trata-se de um problema de
saide puablica, pois a exposi¢do destes patdgenos ao homem, em especial aos

imunocomprometidos, pode levar a doengas sem perspectiva terapéutica.

5.3 PERFIL GENOTIPICO DAS LEVEDURAS

As figuras 5 a 12 apresentam os dendrogramas e respectiva imagem do gel para
leveduras idénticas (correlacdo de 100% de similaridade), altamente relacionadas (90%),
moderadamente relacionadas (80%) e nao relacionadas (<70%).

Foi possivel observar para C. guilliermondii a formagao de 3 grupos clonais, com
100% de similaridade (pogo irregular 55 e pogo regular 20, pogos irregulares 92 e 98, pogos

regulares 21 e 43). O grupo clonal pogo irregular 55 e regular 20 esta 89% relacionado com o
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isolado 104, de origem irregular, Ainda, o isolado 38 (irregular) com 88,9% de identidade
com 21 e 43, ambos de fonte regular (Figura 5). A formacao de tipos clonais em amostras de
pocos irregulares e regulares, localizados em dareas distantes, sugere a disseminagdao
microbiana a partir de fonte comum. Variagdes genéticas entre grupos clonais devem ser
investigadas por outros métodos de biologia molecular, garantindo as informagdes.

Outros tipos de correlagdes genéticas ocorreram para a espécie C tropicalis. Neste
sentido, os isolados 63 e 93 de pogos irregulares apresentaram baixa similaridade (76,9%),
entre si e com o isolado 59 (irregular) (Figura 6).

Diferentemente, em relagdo as espécies C. glabrata, C. intermedia e C. famata nao
houve correlagido genética (Figuras 7, 8 e 9). Considerada a espécie C. lusitaniae (18 e 104 de
pocos irregulares) grau moderado de similaridade foi detectado (80%) (Figura 10). Esses
resultados indicam que as diversidades maiores ou menores, ocorram seja por pressao seletiva
ou microevolugdo dentro de uma mesma espécie (COSTA, 2009; SOUZA, 2007).

Quanto a analise de T. asahii e T. mucoides, as de ndmeros 45 ¢ 100 foram clonais de
origem de pogos irregulares, enquanto que as demais ndo demonstraram correlacdo genética
(Figura 11).

Padrdes genéticos similares (96% e 88,9%) foram observados para C. parapsilosis
agrupando as amostras 20, 87 (de pogos irregulares) e 43 (regular) (Figura 12), o que sugere
novamente, origem hidrica comum. Fatores ambientais (temperatura, a¢do quimica etc.)
podem alterar o gendtipo dos micro-organismos gerando polimorfismos intraespecificos
(LEHMANN; LIN; LASKER, 1992; ZAHA; FERREIRA; PASSAGLIA, 2003).

Embora o método do RAPD possa ser utilizado para distinguir gendtipos, como
técnica isolada, nem sempre os resultados sdo coerentes. A adi¢do de outras ferramentas de
biologia molecular podera garantir os achados.

Figura 5 - Dendrograma obtido pelo método de analise de grupos UPGMA para o coeficiente
de Dice frente a Candida guilliermondii.

PI: pogo irregular, PR: pogo regular, Controle externo: Saccharomyces cerevisae.
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Figura 6 - Dendrograma obtido pelo método de analise de grupos UPGMA para o coeficiente
de Dice frente a Candida tropicalis.

PI: poco irregular, Controle externo: Saccharomyces cerevisae, ATCC C. tropicalis 13803.

Figura 7 - Dendrograma obtido pelo método de analise de grupos UPGMA para o coeficiente
de Dice frente a Candida glabrata.

PI: pogo irregular, Controle externo: Saccharomyces cerevisae, ATCC C.glabrata 2001.

Figura 8 - Dendrograma obtido pelo método de analise de grupos UPGMA para o coeficiente
de Dice frente a Candida intermedia.

PI: pogo irregular, Controle externo: Saccharomyces cerevisae.

Figura 9 - Dendrograma obtido pelo método de analise de grupos UPGMA para o coeficiente
de Dice frente a Candida famata.

PI: pogo irregular, Controle externo: Saccharomyces cerevisae.
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Figura 10 - Dendrograma obtido pelo método de andlise de grupos UPGMA para o
coeficiente de Dice frente a Candida lusitaniae

PI: pogo irregular, Controle externo: Saccharomyces cerevisae.

Figura 11 - Dendrograma obtido pelo método de andlise de grupos UPGMA para o
coeficiente de Dice frente a T. asahii e T. mucoides.

PI: pogo irregular, Controle externo: Saccharomyces cerevisae.

Figura 12: Dendrograma obtido pelo método de andlise de grupos UPGMA para o
coeficiente de Dice frente a Candida parapsilosis.

PI: poco irregular, PR: pogo regular, Controle externo: Saccharomyces cerevisae, ATCC C. parapsilosis 22019,
ATCC C. orthopsilosis 96141, ATCC C. metapsilosis 96143.

A distribuicdo de grupos clonais e o correspondente niimero de identificacdo sdo
demonstrados na Figura 13. A cor azul demonstra pog¢os sem crescimento fingico. A
vermelha, pocos com crescimento, sem correlagdo genética. As demais cores representam as
amostras com similaridade genética, sendo que cores iguais estdo correlacionais entre si. E
possivel observar que clones (similaridade > 80%) foram detectados em 4guas de mesma

origem ou distinta.
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6 CONCLUSOES

* Pocos regulares e irregulares apresentam contaminacdo fingica, sendo que a

maioria das espécies € patogé€nica aos homens e animais;

*  Pocos regulares, mesmo sendo sob vigilancia sanitdria revelam inadequacdo

microbioldgica para grupos fingicos;

* O crescimento de fungos independente da origem dos pogos € observado

mesmo com os padrdes fisico-quimicos dentro do limite estabelecido pela

Portaria n® 2.914/11;

* Tipo de 4gua (SAC e SAI), ponto de coleta, concorréncia com bactérias,
estagdes do ano e chuva, interferem com a distribuicio de fungos em 4gua,

considerados os padroes bioldgicos individuais;

« Aguas de pocos regulares e irregulares apresentam positividade para fungos

resistentes aos antiftingicos utilizados em pratica clinica;

* A ocorréncia de tipos flngicos clonais em dgua de ambos os pogos, sugere

contato e dispers@o microbiana a partir de uma mesma fonte comum de agua;

* A ocorréncia de fungos patogénicos resistentes aos antimicrobianos em 4gua de
pocos regulares e irregulares implica na criagcio de novos documentos

regulatérios com a inclusdo da andlise micoldgica.
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Anexo 1 - Tabela dos valores dos padrdes fisico-quimicos apresentados nos 52 pogos
regulares: VMP: Valor maximo permitido, UT: Unidade de Turbidez, UH: Unidade
Hazen (mg Pt-Co/L).

Pocos Turbidez Cor pH Cloro Temperatura Nitrato
regulares VMP=5,0 UT VMP=15UH 6,0a9,5 | residual livre °C VMP:
0,2 a 2mg/ml 10mg/L

1 <0,5 <50 8.8 1,04 25,6 <0,2
2 <0,5 <50 8.4 0,71 26 0,91
3 6,86 32,11 6,3 0,04 25,6 3,39
4 <0,5 <50 6 0,12 26,7 1,28
5 <05 <5,0 6.8 0,09 25 6,85
6 <0,5 <5,0 8 0,82 26,1 1,13
7 <05 <5,0 8,3 0,03 26,2 2,94
8 1,02 9,55 7.8 0,02 29,3 7,44
9 <0,5 <50 8.5 0,89 28,9 0,50
10 1,72 25,67 8.2 0,02 25,6 2,11
11 <0,5 <50 7.5 0,21 23,9 2,71
12 <0,5 <5,0 7,7 0,43 26 5,25
13 <05 <5,0 8 0,25 24,1 7,81
14 <0,5 <50 8,8 0,69 25,3 8,56
15 0,76 10,67 1,5 0 243 14,87
16 <0,5 <5,0 1,7 0,29 26,5 9,30
17 <0,5 <5,0 8,1 0,43 272 8,72
18 <05 <50 7.5 0,54 27,4 7,54
19 6,27 100,67 7 0,02 27,6 18,20
20 <05 <5,0 82 0 28,7 18,31
21 <0,5 <50 7.5 0,01 27,2 17,74
22 <0,5 <5,0 7,6 0,45 25,9 8,23
23 <0,5 <50 7.3 0,52 28 6,99
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Continuacdo do Anexo 1 - Tabela dos valores dos padrdes fisico-quimicos
apresentados nos 52 pogos regulares: VMP: Valor maximo permitido, UT: Unidade de
Turbidez, UH: Unidade Hazen (mg Pt-Co/L).

Pocos Turbidez Cor pH Cloro Temperatura Nitrato
regulares VMP=5,0 UT VMP=15UH 6,0a29,5 | residual livre °C VMP:
0,2 a 2mg/ml 10mg/L

24 2,01 27,56 7,5 0 30,6 7,69
25 0,54 6,00 7,2 0,4 27 15,25
26 <0,5 <50 8,3 0,18 27 9,23
27 <0,5 <50 8,6 0,41 28,3 12,01
28 1,01 17,77 8,4 0 28,4 2,69
29 <0,5 <5,0 8 1,99 28,5 6,61
30 <0,5 8,78 7,7 0 28,4 0,36
31 <0,5 <5,0 6,3 0,14 27,1 12,94
32 1,52 26,99 7,4 0,03 27 2,16
33 <0,5 5,99 7,2 0,04 28,7 0,92
34 <05 <5,0 9 0 27,2 <0,2
35 <0,5 <5,0 8,8 0,31 26,1 0,22
36 <0,5 5,44 82 0,62 26,3 3,31
37 <0,5 <5,0 7,7 0,17 28 1,45
38 <0,5 <50 7,8 0,87 26,9 2,18
39 <0,5 <50 7.9 0,45 27,6 2,30
40 <0,5 <50 7,1 0,47 27,2 2,01
41 <0,5 <50 7,8 0,45 23,5 4,20
42 <0,5 <5,0 5.8 0,42 26,7 0,95
43 0,62 9,11 5.8 0 26,5 10,50
44 <0,5 <50 7.9 0,72 27,2 <0,2
45 0,67 11,33 8,5 2.20 30,8 <0,2
46 <0,5 <50 7,2 0,86 31,5 <0,2
47 <0,5 <50 7,5 0,46 29,1 1,98
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Continuacdo do Anexo 1 - Tabela dos valores dos padrdes fisico-quimicos
apresentados nos 52 pogos regulares: VMP: Valor maximo permitido, UT: Unidade de
Turbidez, UH: Unidade Hazen (mg Pt-Co/L).

Pocos Turbidez Cor pH Cloro Temperatura Nitrato
regulares VMP=5,0 UT VMP=15UH 6,0a29,5 | residual livre °C VMP:
0,2 a 2mg/ml 10mg/L
48 0,66 7,89 6,8 0,04 26,4 1,95
49 <0,5 <5,0 6,9 0,39 27,7 3,12
50 1,03 11,45 7,1 0,02 28,5 0,58
51 10,86 13,11 8,2 0,04 28,1 8,79
52 <0,5 <0,5 7,2 0,02 30,4 7,92

Anexo 2 - Tabela dos valores dos padrdes fisico-quimicos apresentados nos 107 pogos
irregulares: VMP: Valor maximo permitido, UT: Unidade de Turbidez, UH: Unidade
Hazen (mg Pt-Co/L).

Pocgos Turbidez Cor pH Cloro Temperatura Nitrato
Irregulares VMP= VMP=15UH 6,0a9,5 | residual livre °C VMP:
5,0U0T 0,2a 10 mg/L
2,0mg/ml
1 4,93 36,33 8,2 0,05 26,3 <0,2
2 <0,5 <5,0 7,8 0 26,9 <0,2
3 1,16 11,88 6,4 0,08 27,5 1,41
4 0,6 9,0 6,3 0,07 25 1,49
5 <05 <5,0 6,6 0,1 27,3 <0,2
6 5,05 58,55 6,6 0 24 0,44
7 3,57 45,55 6,7 0,03 27 0,51
8 <0,5 <5,0 7,7 0,01 25,9 0,89
9 1,07 12,33 7.1 0,02 274 2,38
10 0,93 12,45 7,7 0,02 26,2 1,74
11 0,76 8,22 8,6 0 23,5 0,31
12 1,74 23,89 6,5 0 22,8 1,33
13 <0,5 <5,0 7.8 0 26,1 1,20
14 1,67 23,11 7.8 0 25 7,96
15 <0,5 <5,0 7.8 0 26 6,12
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Continuac&o do Anexo 2 - Tabela dos valores dos padrdes fisico-quimicos apresentados
nos 107 pocos irregulares: VMP: Valor maximo permitido, UT: Unidade de Turbidez,
UH: Unidade Hazen (mg Pt-Co/L).

Pocos Turbidez Cor pH Cloro Temperatura Nitrato
Irregulares VMP= VMP=15UH | 6,0a9,5 | residual livre °C VMP:
5,0U0T 0,2a 10 mg/L
2,0mg/ml
16 1,18 17,66 7,3 0 25,8 14,29
17 <05 <5,0 8,5 0 25,2 0,23
18 <05 <5,0 7,2 0 26,6 2,13
19 <0,5 <50 8,2 0 26,7 1,32
20 <0,5 <50 8 0,1 28,1 6,00
21 <0,5 <50 8,5 0,04 27 0,60
22 <05 6,66 8,1 0 26,6 1,35
23 <05 <5,0 7,3 0,07 28,3 1,42
24 <0,5 <5,0 7,8 0 27,1 4,04
25 <05 <5,0 7,5 0,02 28,7 6,22
26 <0,5 7,88 6,3 0,06 254 4,83
27 0,89 14,99 7.1 0,07 25,1 6,31
28 1,42 24,55 6,1 0,04 26,4 6,96
29 <05 <50 8 0,06 25,3 1,92
30 <05 <5,0 7 0,07 26 5,97
31 <05 <5,0 9,1 0,79 28,2 4,58
32 <0,5 <50 1,7 0,07 26,3 2,19
33 0,74 7,89 8 0 25 4,08
34 0,99 11,00 8,2 0 26,6 1,47
35 1,73 21,89 8 0 26,4 4,56
36 <05 <50 8,7 0,05 25,8 0,37
37 1,2 15,00 7,7 0,01 25,8 <0,2
38 <05 <50 8,2 0,03 26 3,22
39 1,78 25,11 8,1 0,05 30,1 1,42
40 0,92 10,33 7 0 28,2 5,18
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Continuacdo do Anexo 2 - Tabela dos valores dos padrdes fisico-quimicos
apresentados nos 107 pocos irregulares: VMP: Valor maximo permitido, UT: Unidade
de Turbidez, UH: Unidade Hazen (mg Pt-Co/L).

Pocos Turbidez Cor pH Cloro Temperatura Nitrato
Irregulares VMP= VMP=15UH 6,0a29,5 | residual livre °C VMP:
5,0U0T 0,2a 10 mg/L
2,0mg/ml
41 2,34 30,45 6,6 0 27,2 4,33
42 <0,5 <5,0 6,5 0 28 2,32
43 <05 <5,0 7,1 0 27,8 <0,2
44 <0,5 <50 7 0 27,1 0,42
45 0,71 8,88 7.4 0,02 28,7 3,78
46 1,11 11,89 7.1 0,02 30 <0,2
47 <05 5,56 7,3 0,06 29,7 <0,2
48 8,12 86,78 6,3 0 22,1 15,60
49 <05 <5,0 7.4 0 27,3 1,33
50 0,87 11,22 6,7 0 27,4 0,51
51 <05 <50 6.8 0 27,6 0,25
52 <05 <50 6,4 0 28,9 <0,2
53 <05 <50 7,6 0 28,9 <0,2
54 3,51 46,44 7,1 0 25,8 1,36
55 0,70 8,45 6,8 0 25,2 13,64
56 0,53 5,11 7,1 0 27,9 1,42
57 0,77 12,00 7,5 0 26,6 12,38
58 11,40 105,87 6.9 0 27,3 1,46
59 3,82 25,67 6,6 0 26,3 0,80
60 6,61 5,67 7.4 0 26,4 8,71
61 1,30 15,89 7,1 0 26 2,24
62 1,36 18,78 6,9 0 28,1 3,80
63 3,30 4,67 6,6 0 25,8 1,78
64 3,36 11,57 6,6 0 27 1,64
65 2,19 26,89 7.4 0 27 <0,2
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Continuacdo do Anexo 2 - Tabela dos valores dos padrdes fisico-quimicos
apresentados nos 107 pocos irregulares: VMP: Valor maximo permitido, UT: Unidade
de Turbidez, UH: Unidade Hazen (mg Pt-Co/L).

Pocos Turbidez Cor pH Cloro Temperatura Nitrato
Irregulares VMP= VMP=15UH 6,0a29,5 | residual livre °C VMP:
5,0U0T 0,2a 10 mg/L
2,0mg/ml
66 1,08 6,33 7,1 0 26,8 <0,2
67 <05 <5,0 7,1 0 26,2 <0,2
68 0,61 <5,0 6,7 0 24.8 <0,2
69 1,27 9,44 6,7 0 26,7 <0,2
70 0,88 <50 6,7 0 27,5 <0,2
71 <0,5 <5,0 6,6 0 28 <0,2
72 <05 <5,0 6,5 0 28,8 2,73
73 <05 <5,0 6,6 0 28,1 1,89
74 <05 <5,0 6,7 0 26,5 <02
75 0,95 9,00 7,0 0 30,1 0,21
76 <05 <0,5 6,6 0 26,3 <0,2
77 2,10 30,11 6,8 0 27,8 <0,2
78 2,45 35,00 6.4 0 28,8 1,26
79 1,45 19,00 6,7 0 29,1 3,64
80 <05 4,11 6.9 0 30,5 0,43
81 2,10 28,33 6,5 0 28,9 7,87
82 2,37 31,45 6 0 28,4 4,00
83 <05 <50 6,8 0 23 2,99
84 1,17 13,89 6,3 0 26,4 0,28
85 0,71 8,67 6,7 0 25,3 <0,2
86 0,52 3,78 7 0 25 <0,2
87 0,62 8,11 6,8 0 26,8 3,06
88 0,83 10,44 6,3 0 23,4 0,64
89 <05 <50 8.4 0 25,6 2,22
90 0,82 <50 7,6 0 25,5 0,9
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Continuacdo do Anexo 2 - Tabela dos valores dos padrdes fisico-quimicos
apresentados nos 107 pocos irregulares: VMP: Valor maximo permitido, UT: Unidade
de Turbidez, UH: Unidade Hazen (mg Pt-Co/L).

Pocos Turbidez Cor pH Cloro Temperatura Nitrato
Irregulares VMP= VMP=15UH 6,0a29,5 | residual livre °C VMP:
5,0U0T 0,2a 10 mg/L
2,0mg/ml
91 <05 <5,0 7,6 0 25,7 3,61
92 <05 <50 7,3 0 22,3 2,37
93 <05 5,67 6.4 0 24,2 12,76
94 0,77 13,67 6.8 0 243 1,06
95 <0,5 9,00 7.4 0 24,1 0,23
96 2,79 35,00 7,8 0 22,7 1,73
97 <05 7,78 7.9 0 24,2 3,04
98 0,88 12,11 7,8 0 22,2 3,93
99 <05 5,78 7,3 0 243 1,58
100 <05 <5,0 7,5 0 27,2 4,91
101 <0,5 10,78 8.2 0 23,5 <0,2
102 1,00 11,45 7.9 0 23,6 3,67
103 <05 <5,0 6,9 0 22,8 0,25
104 1,57 17,00 6.4 0 26,7 0,33
105 2,64 35,11 7,1 0 23 2,17
106 4,54 48,89 7,1 0 22,8 6,04
107 1,33 14,00 6,8 0 242 2,55

Anexo 3 - Resultados do antifungigrama por disco difusdo e por microdilui¢ao de
leveduras isoladas de pogos regulares.

Espécies Disco Difusdo(mm Microdiluicao(ug/ml)

itra fluco | ceto anfo Itra fluco | ceto anfo
PR-20 C. guilliermondii 16 30 37 15 1 - - -
PR-21 C. guilliermondii 11 18 36 15 4 32 - -
PR-34 B. capitatus 26 s/halo | 30 25 - 64 - -
PR-43 C. parapsilosis 20 30 50 21 - - - -
PR-43 C. guilliermondii 11 33 43 18 1 - - -
PR-43 A. pullulans - - - - 0,06 0,5 0,06 | 0,03
ATCC C. parapsilosis 22019 0,5 2 0,125 | 0,125

PR= pogos regulares, mm= milimetros, ug/ml= micrograma/microlitro
itra= itraconazol, fluco= fluconazol, ceto= cetoconazol, anfo= anfotericina B



Anexo 4 - Resultados do antifungigrama por disco difusao e por microdilui¢do de

leveduras isoladas de pogos irregulares.
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Espécies Disco Difusdo(mm Microdiluicdo(pug/ml)
itra fluco ceto anfo itra fluco ceto anfo
PI-18 C. lusitaniae 15 35 40 18 1 - - -
PI-20 C. parapsilosis 17 25 43 14 0,25 - - -
PI1-23 K. ohmeri 20 27 40 21 - - - -
PI-38 C. guilliermondii 15 30 48 15 2 - - -
PI-38 A. pullulans - - - - 0,06 | 0,25 0,03 0,06
PI-43 A. pullulans - - - - 0,03 0,5 0,03 0,03
PI-45 T. asahii 14 21 28 16 4 - - -
PI-47 A. pullulans - - - - 0,125 0,5 0,03 0,03
PI-55 C. guilliermondii 17 26 38 17 4 - - -
PI-57 Zygosaccharomyces sp 15 35 39 28 0,25 - - -
PI-59 C. tropicalis 19 28 31 15 >16 - - -
PI-59 C. glabrata 21 19 31 17 - - - -
PI-63 C. tropicalis 15 26 30 11 0,25 - - -
PI-63 C. glabrata 11 19 30 13 4 - - -
PI-66 R. minuta s/halo | s/halo 25 s/halo | >16 >128 - >16
PI-66 A. pullulans - - - - 0.125 | 0,25 0,06 0,03
PI-81 R. glutinis 37 28 39 20 - - - -
PI-85 A. pullulans - - - - 0,06 | 0,25 0,03 0,03
PI-86 C. famata 40 40 35 18 - - - -
PI-87 C. parapsilosis 19 20 38 13 0,25 - - -
PI-89 T. mucoides 15 19 27 19 0,5 - - -
PI-89 C. famata 24 24 40 24 - - - -
PI-91 A. pullulans - - - - 0,03 0,25 | 0,06 0,03
PI1-92 C. guilliermondii 18 36 48 12 2 - - -
PI-93 C. tropicalis 20 33 40 14 - - - -
PI-95 T. mucoides s/halo | s/halo 17 s/halo | >16 >128 >16 4
PI-95 C. silvicola 19 25 43 24 >16 - - -
PI-98 C. guilliermondii 13 25 35 15 2 - - -
PI-98 C. intermédia 19 33 42 15 0,125 - - -
PI-100 T. asahii 14 23 33 12 8 - - -
PI-102 A. pullulans - - - - 0,03 0,5 0,06 0,06
PI1-102 C. intermédia 14 19 28 19 0,25 - - -
PI1-104 T. asahii 13 22 25 12 8 - - -
PI-104 C. lusitaniae 23 42 48 25 - - - -
PI-104 C. guilliermondii 12 27 40 14 3 - - -
PI-106 C. intermédia 15 25 27 14 2 - - -
PI-107 C. intermédia 11 s/halo 26 20 4 >128 - -
PI-107 T. asahii 15 22 29 15 0,5
ATCC C. glabrata 2001 2 32 0,25 | 0,125
ATCC C. parapsilosis 22019 27 0,5 2 0,125 | 0,125
ATCC C. tropicalis 13803 0,125 8 0,06 0,06

PI= pocos irregulares, mm= milimetros, ug/ml= micrograma/microlitro

itra= itraconazol, fluco= fluconazol, ceto= cetoconazol, anfo= anfotericina B



Anexo 5- Resultados da microdilui¢do de filamentosos isolados de pogos regulares.

Espécies Microdiluicdo(ug/ml)

itra fluco | ceto anfo
PR-4 A. caesiellus 1 >128 16 0,125
PR-4 Curvularia sp 1 >128 | >16 1
PR-8 A. fumigatus 0,06 | >128 | >16 0,25
PR-8 A. penicilioides 0,125 | >128 2 4
PR-8 A. japonicus >16 | >128 | >16 >16
PR-10 A. fumigatus 1 >128 8 0,25
PR-11 A. fumigatus 2 >128 8 0,125
PR-13 A. fumigatus 0,125 | >128 | >16 0,5
PR-14 F. incarnatum >16 | >128 | >16 2
PR-15 A. fumigatus 1 >128 16 0,5
PR-17 A. fumigatus 4 >128 | >16 | 0,125
PR-19 A. fumigatus 2 >128 8 0,06
PR-19 A. flavus 2 >128 4 0,5
PR-22 A. fumigatus 2 >128 16 0,25
PR-22 A. japonicus 4 >128 | >16 0,06
PR-23 A. fumigatus 1 >128 | >16 0,25
PR-24 A. fumigatus 1 >128 8 0,125
PR-26 A. fumigatus 2 >128 16 0,06
PR-27 A. fumigatus 2 >128 8 0,125
PR-28 P. marquandii >16 | >128 | >16 >16
PR-29 A. fumigatus 4 >128 | >16 0,25
PR-31 A. fumigatus 2 >128 | >16 0,5
PR-32 A. fumigatus 0,125 | >128 | >16 0,5
PR-33 A. fumigatus 8 >128 | >16 0,5
PR-35 A. fumigatus 2 >128 16 0,25
PR-36 A. fumigatus 0,5 >128 16 0,25
PR-38 A. fumigatus 2 >128 16 0,25
PR-39 A. fumigatus 2 >128 | >16 0,5
PR-40 A. fumigatus 4 >128 16 0,125
PR-41 A. fumigatus 4 >128 | >16 | 0,125
PR-42 A. fumigatus 16 >128 | >16 | 0,125
PR-43 P. marneffel >16 | >128 4 >16
PR-44 A. fumigatus 8 >128 16 0,125
PR-45 A. fumigatus 2 >128 16 0,25
PR-46 A. fumigatus 2 >128 16 0,25
PR-47 A. fumigatus 2 >128 | >16 | 0,125
PR-49 A. fumigatus 2 >128 | >16 0,25
PR-50 A. penicillioides 2 >128 4 2
PR-51 P. expansum 2 >128 4 0,5

PR= pogos regulares, pg/ml= micrograma/microlitro
itra= itraconazol, fluco= fluconazol, ceto= cetoconazol, anfo= anfotericina B



Anexo 6 - Resultados da microdilui¢do de filamentosos isolados de pogos irregulares.

Espécies Microdiluicdo(pug/ml)

itra fluco | ceto anfo
PI-2 Curvularia sp >16 | >128 | >16 0,25
PI-2 A. potronii >16 >128 >16 0,25
PI- 3 S hyalinum >16 >128 >16 4
PI-5 P. decumbens 4 >128 | 0,03 0,06
PI-6 S hyalinum 0,5 >128 >16 >16
PI-7 P. decumbens 4 >128 2 0,06
PI-8 A. japonicus 1 >128 | 0,25 0,06
PI-9 Mucor sp 2 >128 16 0,25
PI-11 A. fumigatus 1 >128 8 0,25
PI-12 A. fumigatus 0,5 >128 16 1,25
PI-12 A. penicillioides 16 >128 8 1
PI-12 F. hyalinum >16 >128 >16 2
PI-13 A. caesiellus 1 >128 >16 1
PI-14 A. japonicus 4 >128 >16 0,125
PI-17 A. fumigatus 4 >128 16 0,125
PI-19 A. fumigatus 1 >128 16 0,125
PI-19 A. japonicus 4 >128 | >16 0,06
PI-19 A. clavatus 0,125 | >128 2 1
PI-20 A. fumigatus 2 >128 | >16 0,5
PI-21 A. fumigatus 2 >128 >16 0,125
PI-23 F. incarnatum 8 >128 | >16 2
PI-25 A. fumigatus >16 >128 16 0,125
PI-26 A. fumigatus 4 >128 >16 0,25
PI-26 A. versicolor 2 >128 4 0,5
PI-26 A. candidus 2 >128 4 4
PI-27 A. fumigatus 2 >128 16 0,25
PI-27 A. flavus 1 >128 8 0,5
PI-29 F. sacchari >16 | >128 | >16 1
PI-30 A. fumigatus 2 >128 16 0,25
PI-31 A. fumigatus 2 >128 | >16 0,5
PI-31 A. penicillioides 1 >128 8 0,5
PI-31 P. spinulosum 2 >128 1 0,06
PI-33 P. decumbens >16 | >128 | >16 >16
PI-34 A. fumigatus 1 >128 | >16 0,25
PI-35 A.fumigatus 16 >128 | >16 | 0,125
PI-36 S. apiosperman 2 >128 1 4
PI-36 P. decumbens 1 >128 2 >16
PI-40 F. incarnatum >16 | >128 | >16 0,06
PI-42 A. fumigatus 1 >128 16 1,25
PI-42 P. decumbens >16 | >128 | >16 >16
PI-43 A. fumigatus 4 >128 16 1
PI-46 Absidia sp 1 >128 16 2
PI-48 A. japonicus 2 >128 8 0,5
PI-49 A. penicillioides 1 >128 8 0,25
PI-49 A. clavatus 0,5 >128 2 0,5
PI-49 P. expansum 2 >128 8 >16
PI-50 P. decumbens 1 >128 8 0,5
PI-50 P. spinulosum 1 >128 8 0,5
PI-50 S dehoogii 16 >128 8 >16
PI-51 A. fumigatus 1 >128 | >16 | 0,125

PI= pocos irregulares, pg/ml= micrograma/microlitro
itra= itraconazol, fluco= fluconazol, ceto= cetoconazol, anfo= anfotericina B



Continuac&o do Anexo 6 - Resultados da microdilui¢ao de filamentosos isolados de
pocos irregulares.

Espécies Microdiluicdo(ug/ml)

itra fluco ceto | anfo
PI-53 Trichoderma sp 1 >128 2 2
PI-54 S hyalinum >16 | >128 8 0,06
PI-55 P. citrinum 0,5 >128 4 0,5
PI-55 P. spinulosum 1 >128 2 1
PI-55 P. commune >16 >128 >16 0,06
PI-56 P. commune >16 >128 >16 2
PI-57 F. incarnatum >16 >128 >16 4
PI-61 F. solani >16 | >128 | >16 >16
PI-62 P. commune 2 >128 8 1
PI-63 A. fumigatus 1 >128 | >16 0,25
PI-64 P. commune 2 >128 1 0,125
PI-66 A. penicillioides 2 >128 | >16 4
PI-66 P. citrinum 2 >128 4 0,06
PI-67 P. commune 2 >128 4 0,125
PI-68 P. expansum 2 >128 8 8
PI-68 P verruculosum 1 >128 8 1
PI-69 A. fumigatus 4 >128 16 0,125
PI-70 S hyalinum >16 | >128 2 1
PI-70 F. incarnatum >16 >128 >16 >16
PI-71 P. purpurogenum 0,25 | >128 8 0,125
PI-74 P. purpurogenum 1 >128 2 0,125
PI-75 A. fumigatus 2 >128 | >16 0,06
PI-76 A. fumigatus 2 >128 | >16 0,06
PI-78 Curvularia sp >16 | >128 | >16 >16
PI-79 A. fumigatus 2 >128 | >16 0,25
PI-83 P. decumbens 4 >128 1 0,03
PI-83 P. commune 16 >128 >16 16
PI-84 P. commune >16 >128 >16 >16
PI-85 P. purpurogenum >16 | >128 8 1
PI-85 P. commune 8 >128 >16 2
PI-86 P. expansum >16 | >128 | >16 0,06
PI-86 P. commune 4 >128 4 0,06
PI-87 P. commune 2 >128 0,5 >16
PI-89 A. flavus 1 >128 8 0,25
PI-89 P. commune 4 >128 2 >16
P1-93 A. flavus 2 >128 8 0,25
PI-93 A. penicillioides 8 >128 2 0,06
PI-94 P. commune 2 >128 1 8
PI-95 P. commune 1 >128 0,5 >16
PI-96 P. expansum 2 >128 1 0,125
PI-99 P. commune 4 >128 1 8
PI-99 P. spinulosum >16 | >128 8 0,03
PI-100 P. expansum 8 >128 1 0,06
PI-101 P. commune >16 >128 1 >16
PI-101 P. citrinum 4 >128 8 0,06
PI-101 F. incarnatum >16 >128 >16 >16
PI-103 P. commune 0,25 | >128 >16 0,06

PI= pocos irregulares, pg/ml= micrograma/microlitro
itra= itraconazol, fluco= fluconazol, ceto= cetoconazol, anfo= anfotericina B



Continuac&o do Anexo 6 - Resultados da microdilui¢ao de filamentosos isolados de

pocos irregulares.

Espécies Microdiluicdo(ug/ml)
itra fluco ceto anfo
PI-104 P. expansum >16 | >128 | >16 >16
PI-105 F. incarnatum >16 >128 8 0,5
PI-105 P. citrinum 2 >128 4 0,5
PI-107 P. commune 8 >128 >16 0,125

PI= pocos irregulares, pg/ml= micrograma/microlitro

itra= itraconazol, fluco= fluconazol, ceto= cetoconazol, anfo= anfotericina B
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