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Atividade antiflingica de levedura isoladas a partir de amostras de agua da Laguna
Tramandai - RS

Eduarda Heidrich Pezzi; Patricia Valente
Universidade Federal do Rio Grande do Sul

As leveduras sdo fungos cosmopolitas e podem ser encontradas em diferentes tipos de
ambiente como lagunas e oceanos. As lagunas possuem papel ecolégico fundamental e
sofrem diferentes graus de impactos antrépicos. Varios trabalhos relatam a presenca de
isolados resistentes a antifungicos. O objetivo do trabalho foi avaliar a resisténcia a
antifungicos de leveduras isoladas da Laguna Tramandai, regido costeira do Rio Grande do
Sul. As amostras de agua foram coletadas em quatro pontos diferentes da laguna: estuério
(ponto 1), meio da laguna (ponto 2), margem preservada (ponto 3), préximo aos condominios
(ponto 4). Foram coletadas trés aliquotas de 250 mL de cada ponto, mantidas a uma
temperatura de 5°-12°C e levadas ao laboratorio para o processamento. Para o isolamento foi
utilizado &gar e caldo YM acidificado (pH 4,5), acrescido de antifingicos: anfotericina B (0,5
ug/mL), fluconazol (8 pg/mL), caspofungina e terbinafina (ambas com 1 ug/mL). ApGs,
foram incubadas a uma temperatura média de 25°C por 7 dias. ApOs o periodo de
crescimento, as colnias foram contadas e representantes de cada morfotipo foram isolados
para identificagdo molecular das leveduras cultivaveis. Os isolados foram purificados e
estocados em meio YM (1% glicose, 0,5% peptona, 0,3% extrato de malte, 0,3% extrato de
levedura) com glicerol 30% em ultrafreezer e em meio GYMP (2% glicose, 2% extrato de
malte, 0,5% extrato de levedura, 0,2% fosfato de sddio monobésico, 2% agar) inclinado
coberto com 6leo mineral, mantido a 4°C. Para a atividade antifingica foi realizado o
protocolo M27-A3 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008), utilizando a
técnica de microdiluicdo. As colbnias foram repicadas em agar dextrose Sabouraud por 48h a
uma temperatura de 25°C. Apos, foram inoculadas em solucgéo salina esteril (0,85%) em uma
concentracéo de células em torno de 2,5x10°UFC/mL. Em seguida, 0s testes de resisténcia a
antifangicos foram realizados com 10 dos isolados de levedura obtidos, utilizando
microplacas de 96 pocgos contendo os seguintes antifungicos e concentragdes: anfotericina B
com 128ug/mL, fluconazol com 2048ug/mL, terbinafina e caspofungina com 256ug/mL
cada. Os testes foram realizados em triplicata. As placas foram incubadas por 48h a uma
temperatura de 35°C. A leitura de concentracdo inibitéria minima (CIM) foi realizada de
forma visual, com confirmacdo de leitura em espectrofotdmetro a 660 nm. A CIM para
fluconazol foi de 1024ug/mL para 20% dos isolados testados e de 512ug/mL para 50%. A
CIM para terbinafina foi 256ug/mL para 80%, enquanto para os demais isolados a
concentracdo inibitéria minima foi de 128ug/mL. A anfotericina B apresentou um CIM de
128ug/mL para 20% das leveduras, outros 20% foram inibidos com 64ug/mL do antifungico.
E 20% dos isolados apresentaram CIM para caspofungina maior que 128ug/mL, enquanto
40% foram inibidos com 64ug/mL. A partir dos resultados obtidos, a laguna pode ser
caracterizada como um reservatorio de genes de resisténcia a antifingicos e, por essa razdo, €
importante que a area seja constantemente monitorada.



