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Comportamento de amostras ambientais e clinicas
de Cryptococcus neoformans frente a fungicidas
de uso agronomico e ao fluconazol

Behaviour azole fungicide and fluconazole in Cryptococcus neoformans
clinical and environmental isolates

Elislene Dias Drummond’, Juliana Quero Reimio', Amanda Latercia Tranches Dias'
e Antonio Martins de Siqueira'

RESUMO

Avaliou-se a atividade de fungicidas azolicos de uso agronémico (epoxiconazol, difenoconazol e ciproconazol) em comparagdio ao antifiingico
de uso terapéutico fluconazol sobre 23 amostras ambientais de Cryptococcus neoformans var neoformans isoladas de fezes de pombos, as quais
Jforam coletadas em fazendas com priticas agricolas empregando compostos azolicos e 11 amostras clinicas isoladas de pacientes portadores
de criptococose. Os testes de sensibilidade foram realizados pela técnica de dilui¢do em agar. A concentragdo inibitoria minima capaz de
inibir 50% dos isolados ambientais (CIM 50) foi de 6,0ug/mL para epoxiconazol, 1,0ug/mL para difenoconazol, 2,0ug/mL para ciproconazol
e 64,0ug/mlL para fluconazol. Entre os isolados clinicos os valores de CIM 50 foram 2,0ug/mL, 0,38ug/ml, 1,0ug/mL e 16,0ug/mL para
epoxiconazol, difenoconazol, ciproconazol e fluconazol, respectivamente. Os valores de CIM 50 em relagdo aos isolados de origem ambiental
foram maiores do que os valores para os isolados de origem clinica. Em nosso estudo, frente ao mesmo antifiingico, as amostras ambientais
apresentaram comportamento significativamente diferente em relagdo as amostras clinicas (p < 0,05). Diferengas (p<0,05) também foram
observadas entre os valores de concentragdo inibitoria apresentados pelo fluconazol e os outros antifiingicos de uso agronomico tanto no
grupo dos isolados ambientais quanto clinicos.
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ABSTRACT

The activity of azole fungicides for agronomical use (epoxiconazole, difenoconazole and cyproconazole) was evaluated in comparison with
the therapeutic antifungal agent fluconazole, on 23 environmental samples of Cryptococcus neoformans var neoformans isolated from pigeon
feces that were collected from farms with agricultural practices using azole compounds, and on 11 clinical samples isolated from patients with
cryptococcosis. Sensitivity tests were performed using the agar dilution technique. The minimum inhibitory concentration capable of inhibiting
50% of the environmental isolates (MIC 50) was 6.00ug/ml to epoxiconazole, 1.00ug/ml for difenoconazole, 2.00ug/ml for cyproconazole
and 64.00ug/ml for fluconazole. Among the clinical isolates the MIC 50 values were 2.00pg/ml, 0.38ug/ml, 1.00ug/ml and 16.00ug/ml for
epoxiconazole, difenoconazole, cyproconazole and fluconazole, respectively. The MIC 50 values for environmental isolates were greater than
the MIC 50 values for clinical isolates. In our study, in relation to the same antifungal agent, the environmental samples presented significantly
different bebaviour in relation to the clinical samples (p<0.05). Differences in the MIC values (p<0.05) presented by fluconazole and the other
antifungal agents for agronomical use, both in the environmental isolates and in the clinical isolates, were also observed.
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Cryptococcus neoformans é levedura capsulada, agente var gattii (sorotipos B e C) limitado a regides tropicais
causador da criptococose, infecciio grave que afeta principalmente e subtropicais, o qual freqiientemente causa infeccio em
pacientes imunocomprometidos. Sdo descritas duas variedades individuos imucompetentes’. A morbidade e a mortalidade por
e quatro sorotipos da levedura: C. neoformans var neoformans C. neoformans tem aumentado com o advento da sindrome da
(sorotipos A e D), com distribui¢io mundial e responsavel pela imunodeficiéncia adquirida (AIDS).
maioria das infecgbes associadas ao HIV; e Cryplococcus neoformans
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Os compostos azolico sdo substancias quimicas usadas
tanto na medicina quanto na agricultura; atuam inibindo a
enzima lanosterol-14a-desmetilase, interrompendo assim a
biossintese do ergosterol, componente essencial a formagio
da membrana plasmdtica da célula fingica'’. Até os anos 90, a
resisténcia adquirida aos antifingicos azélicos era incomum,
porém, recentemente emergiram distintos padrdes da mesma,
provavelmente devido ao uso freqiiente do fluconazol’.

Como C. neoformans é um fungo cosmopolita que pode ser
encontrado em diferentes nichos em dreas ambientais, presume-
se interferéncia direta da utilizacio de fungicidas azélicos
nas lavouras com o aumento da resisténcia aos azbis de uso
terapéutico. Diante disso, propde-se verificar o comportamento
de amostras ambientais e clinicas de C. neoformans em relagio
a fungicidas azélicos de uso agrondmico e a0 fluconazol.

MATERIAL E METODOS

Nos ensaios, foram utilizadas 23 amostras de C. neoformans
var. neoformans obtidas de isolados de fezes de pombos,
coletadas de fazendas no municipio de Alfenas, MG com praticas
agricolas empregando fungicidas azélicos e 11 amostras clinicas
de C. neoformans var. neoformans provenientes do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo Paulo (ICB/USP),
as quais foram isoladas de pacientes portadores da micose. As
amostras foram mantidas em agar Sabouraud a 25°C a partir
de repiques a cada dois meses, na micoteca do laboratério de
microbiologia da Universidade Federal de Alfenas.

0Os fungicidas azélicos usados nas lavouras da regido de
Alfenas, MG, de origem comercial, e selecionados para o estudo
foram: epoxiconazol (Opus®), difenoconazol (Score®) e
ciproconazol (Alto 100®). O antiflingico de uso terapéutico usado
foi o fluconazol, adquirido como droga pura (Pfizer®).

As amostras foram analisadas segundo a técnica de diluigio
em agar proposta por Alves e Cury', em que as substincias
foram diluidas em caldo Yeast Nitrogen Base Fosfate® (YNBP) e
posteriormente em dgar YNBP, resultando em concentragdes finais
compreendidas entre 0,25pg/mL e 128 pg/mL. Os experimentos
foram realizados em duplicatas e a concentragfo inibitoria minima
(CIM) foi determinada a partir da observagdo da presenca ou
auséncia de crescimento do microrganismo apés 48 horas de
incubagiio a temperatura ambiente. A concentracdo inibitoria
minima considerada refere-se 2 média, entre as duplicatas, das
menores concentragdes que inibiram o crescimento da levedura.
A andlise estatistica foi realizada empregando-se test T de Student
com 95% de confianca e andlise de variancia.

RESULTADOS

Entre as amostras de leveduras de origem ambiental, o
fungicida epoxiconazol apresentou CIM 50 de 6pg/mL. Para
difenoconazol a CIM 50 foi de 1pg/mL e para ciproconazol, 2pg/mL.
Na avaliagio do fluconazol, a CIM 50 foi de 64pg/mL. Para os
isolados clinicos, os valores de CIM 50 encontrados foram,
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respectivamente, 2pg/mL, 0,38pg/mL, 1pg/mL e 16pg/mL.
A relacio de tais dados encontra-se na Tabela 1.

Pela andlise de variancia entre as amostras ambientais, a
concentracdo capaz de inibir o crescimento das leveduras nio
revelou diferenca estatisticamente significativa (»>0,05) dentre
0s compostos de uso agronémico. A atividade antifingica expressa
pelo fluconazol apresentou diferenca estatistica significante
(p < 0,05) em relacio aos compostos de uso agronémico, de
acordo com teste T de Student e o método Kolmogorov e Smirnov,
tanto sobre isolados clinicos quanto ambientais.

Tabela 1 - Sensibilidade de 23 amostras de Cryptococcus neoformans,
isoladas de fontes ambientais no municipio de Alfenas, MG e
11 tras clinicas, pr ientes do ICB/USP, isoladas de portadores
de criptococose.

Concentracao inibitoria minima (pg/mL)

Composto azélico  isolados ambientais isolados clinicos

intervalo intervalo
de variacao 50%" de variacio 50% *
Epoxiconazol 0,25-12,0 6,0 0,25 - 6,0 2,0
Difenoconazol 0,25 — 4,0 1,0 0,25-1,5 0,4
Ciproconazol 1,00 - 6,0 2,0 1,00 — 4,0 1,0
Fluconazol 16,00 — 96,0 64,0 16,00 — 64,0 16,0

*CIM 50: menor concentracio do antifiingico capaz de inibir 50% dos isolados

DISCUSSAO

A sensibilidade in vitro de Cryptococcus neoformans em
relacdo a diferentes antifingicos tem sido estudada por diversos
autores*®Y. Entretanto, hd poucos dados comparativos de
valores de CIM entre isolados clinicos e ambientais. Em nosso
estudo, frente a0 mesmo antifiingico, as amostras ambientais
apresentaram comportamento significativamente diferente
em relagio as amostras clinicas (p < 0,05) conforme teste T
de Student com 95% de intervalo de confianca. Valores mais
elevados de CIM 50 foram observados para os isolados de origem
ambiental.

A exposicio freqiiente aos fungicidas azélicos usados nas
lavouras pode proporcionar a sele¢io de C. neoformans de modo
a tornd-lo menos sensivel 2 agdo de tais substancias’. Nossos
resultados nao comprovaram o desenvolvimento de resisténcia
de C. neoformans aos compostos azélicos e a0 mesmo tempo,
a diversidade observada em relacio aos perfis de sensibilidade
pode ser devido 2 diversidade genética dos isolados bem como 2
distancia geografica entre os locais de isolamento dos mesmos.

Considerando-se, isoladamente, a atividade do antifiingico
fluconazol sobre os isolados clinicos e ambientais, nossos resultados
apresentaram-se diferentes dos observados por outros autores’ '°.
Porém, a comparacio direta de valores de CIM entre estudos
é dificultada devido a diversidade de métodos de avaliacio da
sensibilidade antiftingica (diluicio em agar, difusdo em disco ou
diluicio em caldo) e as suas variagdes individuais (in6culo, grau
de aeracio, temperatura, atmosfera e periodo de incubagio).

Conforme apresentado na Tabela 1, a CIM 50 do fluconazol
tanto em relagdo aos isolados clinicos quanto ambientais foi
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superior as apresentadas pelos compostos de uso agrondmico.
De modo geral, os antifingicos utilizados na pratica médica
apresentam menor toxicidade ao paciente do que aqueles
empregados no combate das doencas fingicas das lavouras, a0s
quais o individuo pode se expor involuntariamente. Entretanto,
a eficiéncia como antifiingico parece ser maior nos compostos
az6licos de uso agrondmico; de acordo com os resultados obtidos,
tais compostos apresentaram grau de inibi¢io mais elevado em
comparagio a0 azélico de uso terapéutico fluconazol tanto sobre
os isolados de origem clinica quanto ambiental.
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