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RESUMO

Nos ultimos anos houve um aumento significativo na incidéncia de infec¢bes fungicas
causadas por leveduras do género Candida. Apesar de C. albicans ser considerada a principal
representante do género, outras espécies vém ganhando destaque. C. tropicalis, por exemplo,
tem sido associada a cadidiases invasivas graves, sendo a primeira ou segunda espécie de
Candida ndo-albicans mais comumente isolada em candidemia e candiduria em humanos,
além de ser frequentemente isolada da microbiota de animais saudaveis e com candidiase.
Para estabelecer a infeccdo, C. tropicalis expressa diversos fatores de viruléncia, como a
secrecdo de enzimas protease e fosfolipase, a producéo de biofilme, dentre outros. O presente
trabalho buscou avaliar o perfil de sensibilidade antiflngica in vitro e producdo de fatores de
viruléncia de cepas de C. tropicalis (n=100) isoladas de diferentes espécies animais. As cepas
foram submetidas a teste de sensibilidade in vitro por meio do método de microdiluicdo em
caldo, protocolo M27-A3, padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute,
frente anfotericina B, itraconazol e fluconazol. Foram avaliados ainda os atributos de
viruléncia: producdo de enzimas proteases e fosfolipases e producéo de biofilme. Quanto ao
perfil de sensibilidade das cepas de C. tropicalis, 38% foram resistentes a itraconazol, 40%
resistentes a fluconazol e 34% foram resistentes a ambos os derivados azolicos. Nenhuma
cepa apresentou resisténcia a anfotericina B. Quanto a producdo de proteases, 84% das cepas
secretaram estas enzimas em meio com pH 5,0, enquanto somente 40% das cepas foram
ativas em pH 3,5. Somente 8% das cepas produziram fosfolipases. As cepas apresentaram
padrdo diferenciado na producdo de biofilme, em que 63,2% foram consideradas fortes
produtoras, 17,6% foram consideradas moderadas produtoras e 13,3% foram consideradas
fracas produtoras. Em suma, os isolados de C. tropicalis provenientes de animais
apresentaram resisténcia a derivados azolicos e expressaram fatores de viruléncia importantes,

indicando potencial risco a saide humana e animal.

Palavras-chave: Candida tropicalis. Animais. Sensibilidade antifungica. Fatores de

viruléncia.



ABSTRACT

In recent years there has been a significant increase in the incidence of fungal infections
caused by Candida species. Although C. albicans be considered the principal representing of
the genus, other species have been gaining prominence. C. tropicalis, for example, has been
associated with serious invasive cadidiases, being the first or second type of non-Candida
albicans Candida most commonly isolated in humans with candidemia and candiduria and is
frequently isolated from healthy animals and animals with candidiasis. To establish infection,
C. tropicalis expresses many virulence factors such as the secretion of enzymes
phospholipases and proteases, biofilm production, among others. This study aimed to evaluate
the in vitro antifungal susceptibility profile and production of virulence factors in strains of C.
tropicalis (n=100) isolated from several animal species. The strains were subjected to in vitro
susceptibility testing by broth microdilution test, M27-A3 protocol, standardized by the
Clinical and Laboratory Standards Institute against amphotericin B, itraconazole and
fluconazole. We also evaluated the virulence attributes, such as proteases and phospholipases
production and biofilm formation. Regarding the susceptibility of C. tropicalis strains, 38%
were resistant to itraconazole, 40% were resistant to fluconazole and 34% were resistant to
both azoles. None of the strains were resistant to amphotericin B. Regarding the production of
proteases, 84% of the strains secreted these enzymes in the medium with pH 5.0, whereas
only 40% of the strains were active at pH 3.5. Only 8% of the strains produced
phospholipases. The strains showed different pattern in biofilm production, which 63,2%
were strong producers, 17,6% were moderate producers, and 13,3% were weak producers. In
sumary, the C. tropicalis strains isolated from animals showed high rate of resistance to
azoles and expressed important virulence factors, indicating a potential threat to human and

animal health.

Keywords: Candida tropicalis. Animals. Antifungal susceptibility. Virulence factors.
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1 INTRODUCAO

1.1 InfecgBes fungicas

Os fungos sdo seres eucariontes heterotroficos que tradicionalmente e
morfologicamente sdo classificados em leveduras e filamentosos. A maioria dos fungos é
ubiqua no ambiente, podendo interagir com plantas, animais ou seres humanos, estabelecendo
relagdo simbidtica, comensal ou patogénica (ROMANI, 2011).

Desde o inicio da década de 1980 houve um aumento significativo na incidéncia
de infecgbes fungicas humanas. Esse aumento na ocorréncia de micoses esta relacionado a
expansdo da populagdo de pacientes imunossuprimidos, incluindo pacientes com cancer,
pacientes HIV positivos, recém-nascidos prematuros, pacientes idosos e pacientes em
recuperacdo pos-cirirgica (PFALLER; DIEKEMA, 2007; NUCCI et al., 2010; WILLIAMS et
al., 2011). Avancos nos protocolos de tratamento de doencas graves, transplante de orgaos,
hemodidlise, nutricdo parenteral e uso de catéter venoso central também contribuiram para a
invaséo e colonizacao de fungos (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

As infecgdes fungicas podem ser causadas por dois grupos de micro-organismos:
patdgenos primarios e patdgenos oportunistas. Patdgenos primarios sao capazes de estabelecer
infeccbes em pessoas saudaveis; patdgenos oportunistas, entre eles micro-organismos
comensais na populacdo saudavel, sdo capazes de causar infeccbes quando o hospedeiro se
encontra imunocomprometido. (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).

Dependendo do tecido que € inicialmente colonizado, as infecgbes fungicas
podem ser classificadas em: micoses superficiais, que sao restritas a camada mais externa da
epiderme; micoses cutaneas, que envolvem o sistema tegumentar, incluindo unhas e cabelos;
micoses subcutaneas, que sdo infeccdes das camadas mais profundas da pele, e micoses
sistémicas, nas quais 0 micro-organismo se dissemina e infecta diferentes 6rgdos (HSU et al.,
2012; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).

Entre os principais patdégenos causadores de infeccdes fungicas invasivas em
individuos imunocomprometidos estdo leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus e
fungos filamentosos como Aspergillus spp., Fusarium spp., Scedosporium prolificans, Mucor,
Rhizopus e Rhizomucor (RAMANA et al., 2013).
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1.1.1 InfecgGes por Candida spp. em Humanos

O género Candida, pertencente ao filo Ascomycota, classe Hemiascomycetes,
ordem Saccharomycetales, engloba leveduras de importancia clinica e cientifica
(DIEZMANN et al., 2004; CHAI; DENNING; WARN, 2010), sendo descritas atualmente
mais de 300 espécies de Candida (LACHANCE et al., 2011).

Candida spp. séo considerados micro-organismos comensais que colonizam cerca
de 50% dos individuos de uma populacdo em um determinado momento de sua vida
(LIONAKIS; NETEA, 2013). Espécies desse género sdo componentes da microbiota da pele,
do trato gastrointestinal e do trato geniturinario, podendo ser encontrado ainda no trato
respiratério superior (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003). Entretanto, em condi¢cdes
que levam ao enfraquecimento das defesas do hospedeiro, esses micro-organismos podem
converter-se em patdgeno oportunista, causando infecgdes nas mucosas ou infeccdes
invasivas com alta taxa de mortalidade, apesar da terapéutica antifungica (LIONAKIS;
NETEA, 2013).

Nas ultimas duas decadas houve um aumento na incidéncia de infeccGes por
espécies de Candida, sendo esta a principal causa de infec¢des fungicas em seres humanos
(FOURNIER et al., 2011). Este aumento tem sido atribuido, em parte, ao crescente nimero de
pacientes portadores de neoplasias ou doencas degenerativas, individuos transplantados e
portadores do virus HIV (CONDE-ROSA et al., 2010).

A invasao das células do hospedeiro inicia-se com a aderéncia dos blastosporos de
Candida em células epiteliais, seguido da formacdo de hifa, penetrando na célula ativamente
ou por endocitose, causando dano progressivo ao tecido (MODRZEWSKA,;
KURNATOWSKI, 2013). Em pacientes hospitalizados, Candida spp. pode acessar a corrente
sanguinea via cateteres vasculares ou se disseminar a partir do intestino e provocar
candidemia, doenca associada com elevada mortalidade (FILLER, 2012).

C. albicans é a principal espécie do género relacionada a infeccdes oportunistas,
sendo o quarto micro-organismo mais isolado a partir de hemoculturas nos Estados Unidos da
América (PFALLER, 2012). Entretanto, outras espécies do género Candida vém ganhando
destague como patogenas, como C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei
(WILLIAMS et al., 2011; DE LUCA et al., 2012; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

O Programa ARTEMIS de Vigilancia Antifungica Global (ARTEMIS Global
Antifungal Surveillance Program), nos EUA, mostrou que C. albicans é a causa mais comum

de infecgdes fungicas invasivas (63-70%), seguido por C. glabrata (44%), C. tropicalis (6%)
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e C. parapsilosis (5%). Porém, diferencas geogréaficas e instituicionais sdo amplamente
reportadas, sendo C. glabrata isolada com menos frequéncia fora dos EUA (MICELI; DIAZ;
LEE, 2011).

Estudos reportam que espécies de Candida ndo-albicans (CNA) sdo responsaveis
por aproximadamente 60% das fungemias (SILVA et al., 2009). No Brasil, C. tropicalis e C.
parapsilosis sdo a segunda e terceira espécies de Candida mais comuns (MICELI; DIAZ;
LEE, 2011). Um estudo epidemioldgico sobre candidemia na América Latina conduzido por
Nucci et al. (2013) mostrou que as espécies C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis sdo a
maior causa da doenga, com uma alta porcentagem de criangas acometidas.

Mesmo com opcOes de tratamento efetivas, ainda é observada uma alta taxa de
mortalidade e morbidade em pacientes acometidos por micoses oportunistas (NUCCI et al.,
2010), sendo que as taxas de mortalidade de pacientes com infecc¢des sistémicas por Candida
variam de 20-60% (SMEEKENS et al., 2013). Os impactos econdmicos dessas infeccdes
também sdo importantes, uma vez que estdo associadas a um alto custo no tratamento e

hospitalizacdo prolongada (MA et al., 2013).

1.2 O género Candida e sua relacdo com animais

Dados da literatura mostram que as leveduras podem ser encontradas como
componentes da microbiota ou como patdégenos de algumas espécies animais, tanto
domésticas como silvestres livres ou em cativeiro. A microbiota de algumas espécies de
mamiferos terrestres e aquaticos, aves, répteis e crustaceos apresentaram espécies de
leveduras como componentes (GARCIA; BLANCO, 2000; NARDONI et al., 2008; PRADO
et al.,, 2008; SIDRIM et al., 2010; TAKAHASHI et al., 2010; BRILHANTE et al., 2011;
BRILHANTE et al., 2012; CORDEIRO et al., 2013; CASTELO-BRANCO et al., 2013).
Porém, relatos sobre a presenca de leveduras como componentes da microbiota de animais
saudaveis sdo poucos quando comparados com relatos em humanos (WROBEL et al., 2008;
ROZANSKI; SLASKA; ROZANSKA, 2013).

Assim como ocorre no ser humano, as leveduras podem sair do estado comensal
em que se encontram e causar infeccdo em animais nos quais compdem a microbiota em
decorréncia do comprometimento das barreiras fisicas e imunologicas do hospedeiro
(SPANAMBERG et al., 2009). O género Candida engloba as espécies de leveduras que sao
isoladas com maior frequéncia de animais saudaveis e com infeccdo (BRITO et al., 2009).

Essas leveduras estdo relacionadas a infeccbes no trato urinario, infeccbes no trato
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gastrointestinal, endoftalmites, lesGes cuténeas e infeccOes sistémicas de diferentes espécies
animais (LINEK, 2004; OZAWA et al., 2005; KRAMER et al., 2008; JUNIANTITO et al.,
2009; BRADFORD et al., 2013; DOYLE et al., 2013).

Os fatores predisponentes para a infeccdo por Candida sdo a idade do animal,
presenca de doencas auto-imunes, diabetes mellitus, uso de glicocorticdide, antibioticoterapia,
cateterismo venoso e urinario e administracdo de nutricdo parenteral. Os sitios anatdmicos
mais acometidos sdo: pele, unhas, ouvido, trato urinario e sistema gastrintestinal (JIN; LIN,
2005; BRITO et al., 2009; BRADFORD et al., 2013), porém infec¢des sistémicas também
podem ocorrer (BROWN; THOMPSON; MOHAMED, 2005; KRAMER et al., 2008;
MATSUDA et al., 2009). Animais em cativeiro malnutridos, que estdo em terapia antibiotica,
que sdo mantidos em condicBes sanitarias impréprias ou passam por estresse também estao
suceptiveis a infeccbes fungicas oportunistas causadas por Candida spp. (VIEIRA;
COUTINHO, 2009).

Enguanto em humanos as espécies de Candida mais frequentemente isoladas sao
C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata (DA SILVA et al., 2007; SILVA et
al., 2012; NUCCI et al., 2013), em animais, além dessas espécies, sdo isoladas com frequéncia
as espécies C. guilliermondii, C. famata, C. krusei e C. kefyr (BRITO et al., 2009;
BRILHANTE et al., 2010; CARREGARO et al., 2010; BRILHANTE et al., 2011).

A resisténcia a derivados azolicos também tem sido observada em estudos com
cepas isoladas de animais. C. albicans e C. tropicalis apresentaram resisténcia a drogas como
cetaconazol, fluconazol e itraconazol (BRITO et al.,, 2007; SIDRIM et al, 2010;
TAKAHASHI et al., 2010; CORDEIRO et al., 2013). Sendo assim, torna-se importante o
estudo das caracteristicas fenotipicas de espécies de Candida isoladas de animais, uma vez

que sdo poucos os relatos na literatura.

1.3 Candida tropicalis

Candida tropicalis, primeiramente conhecida como Oidium tropicale, foi
diferenciada das demais espécies de Candida, em 1910, pelo patologista e bacteriologista
italiano Aldo Castellani. VVarios nomes foram atribuidos a espécie, como Monilia tropicalis,
Candida vulgaris, Mycotorula dimorpha, Candida paratropicalis e outros 58 sin6nimos.
Somente em 1923, o nome atual foi introduzido por Christine Marie Berkhout (NEGRI et al.,
2012a).
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As espécies de Candida apresentam aspectos Unicos no que diz respeito a textura
da coldnia, micromorfologia em &gar fuba acrescido de Tween 80 e perfis de assimilagdo ou
fermentacdo nos testes bioquimicos (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003).
Macroscopicamente, as culturas de Candida spp. apresentam coldnias lisas, tmidas ou secas,
de coloragéo branca ou creme (Figura 1) (DE HOOG et al., 2000).

j
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FONTE: CEMM, 2013.

Figura 1 — Coldnias de Candida spp. em Agar batata
dextrose ap6s 48 h de incubacdo a 35 °C.

Microscopicamente, em sua forma assexuada, espécies de Candida sao
visualizadas como células globosas ou elipsoidais, cilindroides ou alongadas, podendo formar
hifas ou pseudo-hifas (LACHANCE et al., 2011). Para algumas espécies de Candida, a
avaliacdo micromorfologica € o teste padrdo-ouro na identificacdo, uma vez que formam
estruturas especificas (DE HOOG et al., 2000).

Os isolados de Candida sdo também submetidos as provas bioguimicas de
assimilacdo e fermentacdo de carboidratos e de assimilagdo de nitrogénio (DE HOOG et al.,
2000). A técnica de assimilacdo de carboidratos se baseia na avaliacdo do crescimento do
micro-organismo na presenca de diferentes fontes de carbono, onde as espécies apresentam
padrdes de assimilacdo distintos (NEPPELENBROEK et al., 2013). Algumas espécies sao
capazes de fermentar a glicose, havendo também espécies capazes de assimilar nitrato de
potassio (LACHANCE et al., 2011). Candida spp. sdo consideradas urease negativa, uma vez
que ndo sdo capazes de hidrolizar a ureia (DE HOOG et al., 2000).

Ademais, meios seletivos e diferenciais, como o0 CHROMagar ™ Candida, podem
ser utilizados para isolamento de colbnias puras e realizar um diagnostico presuntivo rapido,
uma vez que as espécies de Candida apresentam padrdes de coloracdo variadas, resultado da

clivagem de substratos cromogénicos por enzimas especificas de cada espécie (DE HOOG et



20

al., 2000; NEPPELENBROEK et al., 2013). Testes comerciais também podem ser utilizados
na identificacdo de espécies de Candida, tais como os sistemas APl 20C Aux (bioMerieux
Hazelwood, MO, USA), Vitek2 e ID 32C (bioMerieux, Marcy 1’Etoile, France), bem como
métodos de identificagdo molecular (PCR e suas varia¢fes), um advento fundamental para o
avanco da identificacdo de Candida spp. (NEPPELENBROEK et al., 2013).

Macroscopicamente, em meio agar Sabouraud ou agar batata dextrose, as coldnias
de C. tropicalis apresentam uma coloragédo creme, sem brilho, com borda micelial, sendo que
essas colbnias ndo sdo distinguiveis das de outras espécies de Candida (CHAI; DENNING;
WARN, 2010; NEGRI et al., 2012a). No meio cromogénico CHROMagar™ Candida as
colénias apresentam coloracdo azul escura (Figura 2). Microscopicamente, em agar fuba
acrescido de Tween 80 a 25 °C ap6s 72 h de incubagdo, observa-se a presenca de pseudo-hifas
apresentando blastoconideos ovais, isolados ou em pequenos grupos, ao longo de toda sua
estrutura (Figura 3). C. tropicalis ndo forma tubo germinativo (NEGRI et al., 2012a; SILVA
etal., 2012).

FONTE: CEMM, 2013.

Figura 2 - Crescimento de C. tropicalis
em meio cromogénico (CHROMagar™
Candida). Observa-se a coloracdo azul
escuro das coldnias, caracteristico da
espécie.

Em testes bioquimicos esta levedura é capaz de fermentar e assimilar glicose,
galactose, sacarose, maltose e trealose, mas ndo a lactose ou rafinose. Isolados de C. tropicalis

podem ainda ndo fermentar a sacarose e assimilar a celobiose, sendo essas caracteristicas
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variaveis dependendo da cepa (Figuras 4 e 5) (DE HOOG et al., 2000; NEGRI et al., 2012a)
(Quadro 1).

FONTE: CEMM, 2

Figura 3 - Microcultivo de C. tropicalis em agar
fuba acrescido de Tween 80. Na microscopia,
observa-se a presenca de pseudo-hifas
apesentando blastoconidios ao longo de sua
estrutura (aumento 400x).

FONTE: CEMM, 2013,

Figura 4 - Prova de assimilacdo de carboidratos de C. tropicalis.
Observa-se a turvacdo do meio onde a levedura avaliada assimilou os
acucares.
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FONTE: CEMM, 2013.

Figura 5 - Prova de fermentacdo de carboidratos de Candida
spp. Observa-se a formagdo de bolha no interior do tubo de
Durham (producéo de gas), indicativo de fermentacéo positiva
(seta).

Quadro 1 - Caracteristicas morfologicas e bioquimicas de C. tropicalis.

Morfologia Biogquimica
TG PS CHROMAgar™ gli gal lac mal sac  mel cel tre raf U N
-+ Azulescuro  A+F+ A+F+ - A+F+ A+F: - Ax A+F+ - - -

FONTE: Negri et al., 2012.
TG: tubo germinativo; PS: pseudo-hifa; gli: glicose; gal: galactose; lac: lactose; mal: maltose; sac: sacarose;
mel: melibiose; cel: celobiose; tre: trealose; raf: rafinose; U: hidrélise da ureia (urease); N: assimilacdo de
KOHs; — negativo; + positivo; A+ assimilagdo positiva; A+ assimilacdo varidvel; F+ fermentacdo positiva;
F+ fermentacéo varidvel.

Quanto a identificacdo molecular, métodos como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) e PCR em tempo real foram utilizados com sucesso na identificacéo de C.
tropicalis provenientes de amostras clinicas. Todavia, estes métodos ainda ndo séo
padronizados ou prontamente disponiveis na maioria dos laboratdrios clinicos (NEGRI et al.,
2012a). O nimero de cromossomos e 0 tamanho gendmico ndo é conhecido precisamente,
mas sabe-se que C. tropicalis apresenta aproximadamente 5-6 pares de cromossomos
homblogos e um tamanho gendmico de aproximandamente 30Mb (CHAI; DENNING;
WARN, 2010).

C. tropicalis é considerada uma levedura oportunista que pode ser encontrada
tanto no ambiente como em comensalismo com o ser humano (OKAWA; MIYAUCHI;

KOBAY ASHI, 2008), colonizando varios sitios anatbmicos distintos, incluindo a pele, o trato



23

gastrointestinal e o trato geniturinério, podendo ser encontrado também no trato respiratorio
(NEGRI et al., 2012a).

Desde 1960, C. tropicalis é reportada como espécie causadora de candidiases
invasivas graves. Infeccdes causadas por C. tropicalis podem ser adquiridas endogenamente,
principal via de infecgdes, ou exogenamente, por meio do contato com pessoas ou fomites
contaminados (NEGRI et al., 2012a). InfeccGes por C. tropicalis estdo relacionadas com
fatores predisponentes como leucemia aguda, neutropenia e terapia anti-neoplasica, podendo
ser infeccBes superficiais e localizadas de mucosa vaginal, do trato urinario, e infeccbes
invasivas e disseminadas (CHAI; DENNING; WARN, 2010).

C. tropicalis € considerada uma das espécies de Candida ndo-albicans mais
frequente em infec¢Bes sanguineas (candidemia) e do trato urinério (candiddria), sendo a
primeira ou segunda espécie mais isolada (NUCCI; COLOMBO, 2006; DA SILVA et al,,
2007; NUCCI et al., 2013; YISMAW et al., 2013), representando 3-66% das especies de
Candida isoladas de infec¢des de corrente sanguinea no mundo (CHAI; DENNING; WARN,
2010). Além disso, C. tropicalis demonstra ter mais sucesso na invasdo da superficie de
mucosas ou na colonizacdo de cateteres intravasculares que as espécies C. albicans e C.
glabrata (CHEN et al., 2012), apresentando tambeém a habilidade de disseminacao rapida apos
a colonizacdo em hospedeiros imunocompetentes, causando alta mortalidade (CHAI,;
DENNING; WARN, 2010).

Entre as espécies de Candida ndo-albicans, C. tropicalis vem sendo considerada a
espécie mais frequente isolada de candidiases na regido Asia-Pacifico, Brasil e Europa
(NEGRI et al., 2012a). Varios estudos mostram a frequéncia com que C. tropicalis é isolada
de casos de candidiase no Brasil (NUCCI; COLOMBO, 2006; DA SILVA et al, 2007; DA
COSTA et al, 2009; BRUDER-NASCIMENTO et al., 2010; NUCCI et al., 2013). Nos
hospitais terciarios brasileiros, C. tropicalis é apontada como a causa de 33-48% das
infeccdes da corrente sanguinea por Candida (MORALEZ et al., 2013).

Em 1998, 53% dos casos de candiduria no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto-SP, no Brasil, foram causados por C. tropicalis (OLIVEIRA,;
MAFFEI; MARTINEZ, 2001). Um estudo prospectivo realizado por Colombo et al. (2006)
em onze centros médicos brasileiros mostrou que espécies de Candida ndo-albicans foram
mais frequentemente isoladas (59%), sendo que C. tropicalis (21%), C. parapsilosis (21%) e
C. glabrata (5%) foram as mais isoladas. Outros estudos realizados no Brasil também

demonstram o frequente isolamento de C. tropicalis em infec¢Ges de corrente sanguinea e
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urinaria (DA SILVA et al., 2007; XAVIER et al., 2008; BRUDER-NASCIMENTO et al.,
2010; DE FREITAS et al., 2013).

Estudos realizados em camundongos ndo-imunocomprometidos mostraram que
60-70% dos isolados de C. tropicalis foram patogénicos e causaram infecgdes letais com 28
dias (BISTONI et al., 1984). Outro estudo mostrou a capacidade de C. tropicalis de invadir a
mucosa do trato gastrointestinal de camundongos imunocomprometidos e se disseminar
rapidamente 30 min ap6s a inoculagdo no animal (DE REPENTIGNY; PHANEUF;
MATHIEU, 1992). Esses modelos in vivo apresentam evidéncias experimentais mostrando a
alta viruléncia de C. tropicalis (CHAI; DENNING; WARN, 2010).

C. tropicalis também ja foi relatada como causa de infecgdes em diferentes
espécies animais. C. tropicalis € uma das espécies de Candida frequentemente isoladas de
mastite clinica e sub-clinica em bovinos (KRUKOWSKI et al., 2000; SANTOS; MARIN,
2005; ZARAGOZA et al., 2011; DWORECKA-KASZAK et al., 2012). C. tropicalis também
foi relatada causando quadros diarreicos em bezerros (ELAD et al., 1998).

Pressler et al. (2003) isolaram espécies de Candida causando infec¢do urinaria em
caes e gatos, dentre as quais C. tropicalis foi uma das espécies isoladas. C. tropicalis também
foi isolada de cdes em quadro de cistite (OZAWA et al., 2005), da urina (OKABAY ASHI et
al., 2009) e em uma co-infeccdo cutanea causada por Leishmania infantum (MORETTI et al.,
2006). Infeccdes por C. tropicalis em aves também ja foram relatadas. Um estudo realizado
por Kuttin et al. (1975) mostrou o estabelecimento de infeccdo por C. tropicalis no trato
respiratrio de perus que receberam agua e alimentos contendo antibacterianos. Esses achados
mostram a importancia dessa espécie de levedura também na Medicina Veterinaria, embora 0s
relatos sejam escassos.

O desenvolvimento de candidiases invasivas por C. tropicalis esta associada com
uma elevada mortalidade quando comparada a outras espécies de Candida ndo-albicans
(EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003; COLOMBO et al., 2006; NEGRI et al., 2012a).
Essa propensdo de disseminacdo e alta mortalidade de C. tropicalis pode estar relacionada
com os fatores de viruléncia exibidos por esta espécie (KRCMERY; BARNES, 2002; NEGRI
et al., 2010; NEGRI et al., 2012a).

1.3.1. Fatores de Viruléncia

Os fatores de viruléncia em espécies de Candida podem ser definidos como todas

as caracteristicas requeridas pelo micro-organismo para estabelecer a doenca (YANG, 2003).
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Candida pode expressar uma variedade de fatores de viruléncia que contribuem para sua
patogenicidade (LIONAKIS; NETEA, 2013), entre esses fatores podemos citar a aderéncia a
células do hospedeiro por meio de adesinas, transicdo morfoldgica, hidrofobicidade da
superficie celular e secrecdo de enzimas hidroliticas como fosfolipases, lipases e proteases
(NEGRI et al., 2010; DE LUCA et al., 2012; COSTA et al., 2013). Outro importante fator de
viruléncia de espécies de Candida é a formacéo de biofilme, tanto em tecidos do hospedeiro
como em dispositivos médicos intracorpéreos (NEGRI et al., 2012b; RAMAGE et al., 2012).

Varios mecanismos de patogenicidade ja foram associados a C. tropicalis, como a
adesdo a diferentes superficies, formacdo de biofilme, capacidade de disseminacgdo, secrecao
de fator hemolitico e a producdo de enzimas hidroliticas (SILVA et al., 2012; FAVERO et al.,
2011; NEGRI et al, 2012a; GALAN-LADERO et al., 2013). Achados importantes indicam
uma alta patogenicidade de C. tropicalis quando comparada a outras espécies de CNA.
Porém, os mecanismos de patogenicidade de C. tropicalis ndo estdo totalmente elucidados
(NEGRI et al, 2012a). Entre as enzimas hidroliticas produzidas por Candida tropicalis
podemos citar as fosfolipases e as proteases.

As fosfolipases formam um grupo heterogéneo de enzimas que compartilham a
habilidade de hidrolisar uma ou mais ligacdes éster em glicerofosfolipidios. Todas as
fosfolipases tem como substrato moléculas de fosfolipidios, porém cada enzima tem a
habilidade de clivar uma ligacdo éster especifica (GHANNOUM, 2000). Em geral, as
fosfolipases séo classificadas em cinco subclasses: A (PLA), A2 (PLA2), B (PLB), C (PLC) e
D (PLD), dependendo da ligacdo éster especifica que a enzima tem como alvo (PARK; DO;
JUNG, 2013).

Evidéncias indicam que fosfolipases podem contribuir para a penetracao, injdria e
lise as células do hospedeiro. A espécie C. albicans secreta variedades de fosfolipases B que
estdo relacionadas a viruléncia em modelos animais de candidiase (OKSUZ et al., 2007,
GHANNOUM, 2000). A fosfolipase B ¢ codificada por dois genes, PLB1 e PLB2, dos quais 0
gene PLB1 apresenta-se, até 0 momento, como o Unico fator importante que contribui para a
atividade e viruléncia de fosfolipase em C. albicans (SAMARANAYAKE et al., 2005). A
atividade das fosfolipases esta provavelmente envolvida no processo de ruptura da membrana
celular e invasdo das células do hospedeiro, contribuindo para a penetracdo destes micro-
organismos (GHANNOUM, 2000; PARK; DO; JUNG, 2013).

O método mais utilizado para a deteccdo de producgéo de fosfolipases é baseado no
crescimento de leveduras em meio agar Sabouraud dextrose acrescido de gema de ovo, uma

rica fonte de fosfolipidios (Figura 6). Nos isolados positivos é possivel observar a formacéao
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de uma zona de precipitacdo densa ao redor da coldnia, relacionada a quebra dos fosfolipidios
em complexos de célcio e &cidos graxos decorrente da acdo enzimatica (GHANNOUM, 2000;
NEGRI et al., 2012a).

FONTE: CEMM, 2013.

Figura 6 - Avaliagdo da producdo de fosfolipases
extracelulares por cepas de Candida spp. em meio agar
gema de ovo. Observa-se a formacdo de uma zona
eshbranquicada e opaca ao redor da colbnia (seta), indicativa
da producéo da enzima.

Espécies de Candida ndo-albicans sdo capazes de secretar fosfolipases, mas essa
producdo é relativamente inferior quando comparada a C. albicans (OKSUZ et al., 2007;
SILVA et al., 2012). C. tropicalis também apresenta reducdo na producao de fosfolipases
extracelulares in vitro quando comparada a C. albicans, sendo essa producdo altamente
dependente da cepa (SILVA et al., 2012; NEGRI et al., 2012a). Pouco se sabe sobre a
producdo de fosfolipases por C. tropicalis quando comparada a C. albicans.

Outro importante fator de viruléncia de Candida é a producdo das enzimas
hidroliticas denominadas proteases. As proteases sdo todas as enzimas que catalisam a
clivagem das ligacGes peptidicas (CO-NH) das proteinas. Muitas espécies fungicas secretam
proteases quando crescidas em meio contendo proteina como fonte de nitrogénio (MONOD et
al., 2002). Proteases sdo classificadas em dois grandes grupos dependendo do seu sitio de
acdo: exopeptidases e endopeptidases. Exopeptidases clivam a ligagdo peptidica no grupo
amina (-NH,) ou carboxila (-COOH) terminal da proteina, enquanto endopeptidases clivam

ligagBes peptidicas dentro de uma cadeia polipeptidica (DOS SANTOS, 2011).
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Baseado na natureza do grupo funcional do sitio ativo e o tipo de mecanismo
enzimatico, as proteases sdo divididas em oito tipos: asparagina, aspética, cisteina, glutamica,
metalo, serina, treonina e desconhecido. Alternativamente, todas as proteases podem ser
classificadas em &cidas, alcalinas (basicas) e neutras, de acordo com o pH 6timo no qual s&o
ativadas (YIKE, 2011).

Entre os potenciais fatores de viruléncia das espécies patogénicas de Candida, as
proteinases asparticas secretadas (Sap) tém sido objetivo de varias investigagdes (PARRA-
ORTEGA et al., 2009). As proteases asparticas contém dois residuos Asp que ativam a
molécula de &gua que medeia o ataque nucleofilico sobre a ligacdo peptidica. Sdo, em sua
maioria, ativadas em pH &cido (YIKE, 2011). Saps podem degradar um grande nimero de
substratos celulares, incluindo proteinas estruturais e aquelas relacionadas as defesas
imunologicas, tais como IgG de cadeias pesadas, a2-macroglobulina, proteina C3, f-
lactoglobulina, lactoperoxidase, colageno e fibronectina (PICHOVA et al., 2001)

Ja foram identificados dez tipos diferentes de proteases asparticas em C. albicans
(Sapl-Sap10), quatro em C. tropicalis (Saptl-Sapt4), oito em C. dubliniensis (Sapcdl-
Sapcd4; Sapcd7-Sapcd10) e trés em C. parapsilosis (Sappl-Sapp3) (PARRA-ORTEGA et al.,
2009). Os genes que codificam a producdo de proteases asparticas em C. tropicalis sdo
designados SAPT1 a SAPT4 (SILVA et al., 2012). A observacdo da producdo in vitro de
proteases asparticas por C. tropicalis é comumente feita com um meio contendo albumina
sérica bovina (BSA) como fonte de nitrogénio (Figura 7) (NEGRI et al., 2012a).

Estudos nos quais foi investigado o papel dos genes SAPT em infeccdo por C.
tropicalis em epitélio oral humano reconstituido mostraram que todos os isolados de C.
tropicalis foram capazes de expressar SAPT14 durante o processo de infeccdo. Entretanto, a
alta capacidade de invadir e danificar tecidos dessa espécie parece ndo estar relacionada com
a expressdo do gene SAPT (SILVA et al., 2012).
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FONTE: CEMM, 2013.

Figura 7 - Avaliacdo da producdo de proteases extracelulares
por cepas de Candida spp. em meio agar BSA. Observa-se a
formacdo de uma zona clarificada ao redor da coldnia (seta),
que indica a producdo da enzima.

Além da producdo de enzimas hidroliticas, a capacidade de aderir e formar
biofilmes em diferentes superficies também é considerado um importante fator de viruléncia
de Candida. Os biofilmes sdo comunidades microbianas que estdo aderidas a uma superficie e
envoltas em uma matriz extracelular polimérica, exibindo um fendtipo que € diferente das
células planctdnicas em relagdo a transcricdo génica, taxa de crescimento e resisténcia
antifangica. No meio ambiente, 0os micro-organismos sdo predominantemente encontrados na
forma de biofilme em vez da sua forma planctonica (DONLAN, 2002; DOUGLAS, 2003;
RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006; TOURNU; VAN DIJCK, 2012). Fatores
que contribuem para a formacdo do biofilme sdo a quantidade de nutrientes, moléculas de
quorum-sensing e o contato com superficies (FANNING; MITCHELL, 2012).

As vantagens do biofilme para um micro-organismo incluem protecéo contra o
ambiente, resisténcia a estresses fisicos e quimicos, cooperacdo metabdlica e regulacdo da
expressdo génica baseada na comunidade (RAMAGE et al., 2012). O material extracelular
complexo que compde a matriz do biofilme tem papel fundamental na defesa contra células
fagocitarias, age como suporte na manutengdo da integridade do biofilme e forma uma
barreira que impede a difusdo das substancias toéxicas (NEGRI et al., 2012a). Células sésseis
de biofilme apresentam uma aumentada resisténcia a agentes antimicrobianos, bem como
protecdo contra as defesas do hospedeiro (RAMAGE; MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006).
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Acredita-se que mais de 65% das infeccGes adquiridas no ambiente hospitalar estéo
relacionadas a biofilmes (WILLIAMS et al., 2011).

Os biofilmes sdo a principal causa de infeccGes relacionadas a dispositivos
médicos, sendo Candida as espécies fungicas mais comumente isoladas dessas infec¢des. Ja
foram relatadas formagdes de biofilme em cateteres venosos centrais, cateteres urinarios,
dispositivos de dialise, aparelhos cardiovasculares, préteses de voz, implantes penianos,
dentaduras e implantes oculares (MUKHERJEE; CHANDRA, 2004; RAMAGE;
MARTINEZ; LOPEZ-RIBOT, 2006; ESTIVILL et al., 2011). Essas infeccbes associadas a
implantes sdo inerentemente dificeis de tratar e podem requerer terapia antifungica a longo-
prazo e a remocao fisica do implante para controle da infeccdo (RAMAGE et al., 2012).

Cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata formadoras de
biofilme estdo associadas a uma alta taxa de mortalidade (ESTIVILL et al., 2011). C.
tropicalis possui uma notavel capacidade de aderir a superficies abidticas, células humanas e
tecidos (NEGRI et al., 2012a). Os isolados clinicos desta espécie sdo classificados como
formadores prolificos de biofilme, sendo seus biofilmes maduros consistidos de uma densa
rede de leveduras e células filamentosas evidentes (SILVA et al., 2012).

Estudos realizados com C. tropicalis mostraram a capacidade desta espécie de
formar biofilmes em materiais utilizados em dispositivos médicos, como PVC e poliuretano e
células humanas (ESTIVILL et al., 2011; NEGRI et al., 2012b). Estudos realizados por
Galan-Ladero et al. (2013) reportam que cepas de C. tropicalis que apresentaram maior
porcentagem de filamentacdo e hidrofobicidade de superficie celular apresentaram maior
capacidade de formacao de biofilme.

Bizerra et al. (2008), estudaram o desenvolvimento, morfologia e sensibilidade a
antifangicos in vitro de biofilmes de C. tropicalis. O estudo mostrou que biofilmes maduros
de C. tropicalis sdo constituidos de uma densa rede de células de leveduras e pseudo-hifas,
além de apresentar alta resisténcia aos antifangicos fluconazol e anfotericina B. No mesmo
estudo foi verificado que as células sésseis do biofilme apresentaram uma superexpressao dos
genes ERG11 e MDR1, responsaveis pela regulagdo da enzima lanosterol 14 a-demetilase e
pela regulacdo de bomba de efluxo, respectivamente. Esses mecanismos podem contribuir

para a resisténcia observada em biofilmes de C. tropicalis.



30

1.3.2. Resisténcia a Antiflingicos

A resisténcia microbiana refere-se a ndo-sensibilidade de um fungo a um agente
antifingico em um teste de sensibilidade in vitro, no qual a concentracdo inibitéria minima
(CIM) da droga excede o ponto de corte de sensibilidade daquele micro-organismo
(KANAFANI; PERFECT, 2008). Embora as drogas antifungicas usadas no tratamento clinico
aparentam ser diversas e numerosas, sd0o poucas as classes de antifingicos atualmente
disponiveis para o tratamento de infeccGes de mucosas ou sistémicas por Candida spp.
(SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

Os antifungicos utilizados na terapéutica contemporanea podem ser divididos de
acordo com o sitio de atuacdo na célula fungica em: inibidores da sintese do ergosterol
(azolicos, derivados morfolinicos e alilaminas); alteracdo da permeabilidade da membrana
celular por ligacdo ao ergosterol (derivados poliénicos); inibidores da sintese da parede
celular (equinocandinas, nicamicina); inibicdo da sintese de acidos nucleicos (flucitosina) e;
inibicdo da sintese dos microtubulos (griseofulvina) (KATHIRAVAN et al., 2012).

Os azdlicos, classe que inclui os imidazolicos (cetaconazol e miconazol) e os
triazolicos (fluconazol, itraconazol e voriconazol), sdo drogas que exibem como mecanismo
de acdo a inibicdo da sintese do ergosterol, um importante esterol para a membrana celular
fungica, atuando diretamente contra a enzima lanosterol 14a-demetilase, um citocromo P450
na via da biossintese do ergosterol (BOSSCHE, 1997; WHITE; MARR; BOWDEN, 1998).
S&o os antifungicos mais utilizados na pratica clinica, além de serem os mais estudados pela
comunidade cientifica (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012).

Desde o inicio da década de 1990 foi observado uma aumento na resisténcia de
isolados clinicos a drogas azolicas. Os mecanismos de resisténcia a derivados azélicos tém
sido bem estudados em leveduras e podem ser divididos em quatro categorias: diminuicdo da
afinidade pela molécula-alvo; aumento no numero de copias da molécula alvo; alteracdo na
via da biossintese do ergosterol apos a acdo dos azolicos e diminuicdo do acimulo de azolicos
no meio intracelular (KANAFANI; PERFECT, 2008; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE,
2012; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

Estudos realizados com espécies de Candida relacionadas a infec¢bes humanas
apontam um aumento na resisténcia desses micro-organismos aos derivados azélicos, sendo
essa resisténcia relacionada principalmente ao agente triazélico fluconazol (COLOMBO et
al., 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007; DA COSTA et al., 2009; PAM et al., 2012). O

fluconazol é o antifungico mais comumente utilizado tanto na profilaxia quanto na terapia
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para combater candidemia (DA SILVA et al., 2013), o que pode estar relacionado ao aumento
na resisténcia a esse farmaco.

Dados da literatura mostram também um aumento na resisténcia de isolados de
Candida spp. de origem animal, seja esses isolados apresentando-se como comensais e parte
da microbiota ou causando algum tipo de infeccdo no animal (BRITO et al., 2007; SIDRIM et
al., 2010; TAKAHASHI et al., 2010; BRILHANTE et al., 2012; CASTELO-BRANCO et al.,,
2013; CORDEIRO et al., 2013). As estirpes de origem animal apresentam uma resisténcia
elevada aos derivados azélicos, como fluconazol e itraconazol.

C. tropicalis foi considerada durante muito tempo uma espécie sensivel ao
fluconazol, sendo >95-98% das cepas sensiveis ao dervado azolico. Porém, nos ultimos anos,
houve um aumento da resisténcia a fluconazol por cepas de C. tropicalis em alguns centros
onde foi observada resisténcia in vivo (falha terapéutica). Altos niveis de resisténcia ao
itraconazol sdo raros, porém cepas apresentando resisténcia ao fluconazol requerem maiores
concentragdes inibitorias de itraconazol (CHAI; DENNING; WARN, 2010). Varios trabalhos
mostram o aumento da resisténcia de C. tropicalis a drogas azdlicas (DA COSTA et al., 2009;
MENEZES; MENDES; CUNHA, 2009; KOTHAVADE et al.,, 2010; LI et al., 2013).
Desenvolvimento de resisténcia ao fluconazol é particularmente observada em pacientes com
aids, leucemia e tratamento intensivo. Por outro lado, resisténcia de C. tropicalis a
anfotericina B € rara, sendo que poucas cepas demonstraram altos niveis de resisténcia a esse
agente antifangico (CHAI; DENNING; WARN, 2010).

Vandeputte et al. (2005) realizaram um estudo com C. tropicalis resistente a
azolicos e apontaram a superexpressdo do gene CtERG11, que codifica a lanosterol 14a-
demetilase, associada com uma mutacdo missense deste gene como possivel responsavel pela
resisténcia adquirida a azdlicos. Além disso, também foi descrito o desenvolvimento in vitro
de resisténcia a fluconazol em C. tropicalis ligada a uma super-regulacdo de dois genes de
bombas de fluxo de multidrogas, CtMDR1 e CtCDR1 (BARCHIESI et al., 2000).

Em um estudo do mecanismo de resisténcia a azolicos em isolados clinicos de C.
tropicalis realizado por Jiang et al. (2013), ficou evidenciado um aumento na respiracao
celular nos isolados resistentes, porém ndo foi observada a superexpressdo do gene
mitocondrial CYTb, gene funcional da cadeia respiratoria das mitocondrias. Foi observado
também superexpressao do gene ERG11, aléem de duas mutacdes missenses, Y132F e S154F,
porém ndo houve superexpresao dos genes CDR1 e MDR1, demonstrando que a resisténcia a

derivados azolicos em cepas de C. tropicalis esta relacionada principalmente a super-
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regulaces e mutacdes no gene ERG11. Apesar dos achados, pouco ainda se sabe sobre os

mecanismos de resisténcia a azolicos em C. tropicalis.



33

2 PERGUNTAS DE PARTIDA

1. Cepas de Candida tropicalis isoladas de animais apresentam resisténcia a antifingicos

de uso clinico?

2. Cepas de Candida tropicalis isoladas de animais produzem fatores de viruléncia de

forma constitutiva?

3 HIPOTESES CIENTIFICAS

1. Cepas de Candida tropicalis isoladas de animais apresentam resisténcia aos derivados

azolicos e a anfotericina B.

2. Cepas de Candida tropicalis isoladas de animais produzem exoenzimas hidroliticas e

formam biofilmes in vitro.
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4 OBJETIVOS
4.1 Objetivo geral
Caracterizar fenotipicamente cepas de Candida tropicalis oriundas da microbiota de animais
quanto a sensibilidade a antifungicos de uso clinico e a producdo de fatores de viruléncia.
4.2 Objetivos especificos
1. Estabelecer o perfil de sensibilidade antifungica in vitro das cepas de Candida
tropicalis isoladas de diferentes espécies animais frente a anfotericina B e aos

derivados azolicos fluconazol e itraconazol;

2. Avaliar a producdo de fosfolipases e proteases pelas cepas de Candida tropicalis

isoladas de diferentes espécies animais.

3. Auvaliar a producéo de biofilme das cepas de Candida tropicalis isoladas de diferentes

espécies animais.
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5 MATERIAL E METODOS
5.1 Local de estudo

Esse estudo foi conduzido no Centro Especializado em Micologia Médica —
CEMM, Centro de Biomedicina, Departamento de Patologia e Medicina Legal da Faculdade
de Medicina da Universidade Federal do Ceara — UFC.

5.2 Micro-organismos estudados

Neste estudo, foi utilizado um total de 100 cepas de C. topicalis. As cepas foram
previamente isoladas de caprino (n=48), ovino (n=18), psitacideos (arara-canidé, n=03;
papagaio-verdadeiro, n=03; papagaio-do-mangue, n=02; periquito-da-caatinga, n=06),
cetaceos (cachalote-ando, n=06), sirénios (peixe-boi-da-amazo6nia, n=03; peixe-boi-mainho,
n=02), ema (n=06), cavalo (n=02) e camardo (n=01) (BRILHANTE et al., 2011,
BRILHANTE et al., 2013; CORDEIRO et al., 2013). Os dados sobre as cepas estdo descritos
no Quadro 2. Todos os isolados analisados fazem parte da Micoteca do Centro Especializado
em Micologia Médica (CEMM), Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceara e
encontravam-se estocados em solucéo salina a 4 °C. A identificacdo das cepas foi baseada nas
seguintes caracteristicas fenotipicas: teste da urease em agar ureia de Christensen (Difco
Laboratories, Inglaterra); caracteristicas micromorfologicas em meio agar fuba-Tween 80,
assimilacdo de carbono, assimilacdo de nitogénio e fermentacdo de carbono (DE HOOG,
2000). Os isolados foram recuperados do estoque e plagueados em meio cromogénico
(HiCrome Candida Differential Agar — HiMedia Laboratories, india) Para a avaliacio da
pureza e viabilidade. Colbnias puras foram, entdo, tranferidas para agar batata dextrose e

mantidas até o momento de uso.

5.3 Teste de sensibilidade

5.3.1 Drogas antifungicas

As cepas de C. tropicalis foram testadas frente aos antifungicos anfotericina B
(AMB) (Sigma Chemical Corporation, USA), itraconazol (ITC) (Janssen Pharmaceutica,
Bélgica) e fluconazol (FLC) (Pfizer Pharmaceuticals, USA). As solucdes-estoque dos
antifangicos foram diluidas em DMSO a 100%, exceto para fluconazol em que foi utilizada

agua destilada estéril, conforme protocolo M27-A3 padronizado pelo CLSI (CLSI, 2008).
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Todas as drogas foram estocadas a -20 °C e diluidas no momento de uso em meio RPMI 1640
com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA),
tamponado a pH 7,0 com 0,165 M de &cido morpholinepropanesulfonic (MOPS, Sigma
Chemical Co.). Os antifungicos foram testados nas concentragdes preconizadas pelo
documento citado anteriormente, com intervalos que variaram de 64 - 0,125 pg/mL para FLC
e 16 - 0,0313 pg/mL para ITC e AMB.

Quadro 2 - Origem das cepas de C. tropicalis utilizadas neste estudo

Espécie | Sitio Anatdmico | lIsolados (n) | Total (n)
Caprino cavidade nasal 23
. cavidade oral 21 48
(Capra aegragus hircus) cavidade retal 4
Ovino cavidade nasal 2
(Ovis ariesi) cavidade oral 12 14
cavidade retal 4
Papagaio-verdadeiro .
(Amazona aestiva) cavidade oral 3 3
Arara inglavio 2 3
(Ara ararauna) cloaca 1
Papagaio-do-mangue cavidade oral 1 2
(Amazona amazonica) inglavio 1
Periquito-do-sertéo cawd:d((a) oral 5 6
(Aratinga cactorum) hap
cloaca 2
Ema cavidade oral 1 5
(Rhea americana) cloaca 5
Cavalo .
(Equus ferus caballus) cavidade nasal 2 2
Peixe-boi-da-Amaz6nia cav?deanc;;[earletal i 3
(Trichechus inunguis)
pele 1
Peixe-boi-marinho cavidade nasal 1 2
(Trichechus manatus) genital 1
espiraculo 2
Cachalote-ando genital 2 5
(Kogia sima) cavidade oral 1
cavidade retal 1
Camarao trato digestivo 1 1
(Macrobrachium amazonicum) 9
Total 100
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5.3.2 Inéculo fungico

Os inddulos de todas as cepas testadas foram preparados a partir de culturas de C.
tropicalis previamente semeadas em &gar batata dextrose e incubadas por 24 horas a 35 °C.
No preparo do indculo, col6nias foram suspensas em 5 mL de solucdo salina estéril (0,9%) e a
suspensdo obtida foi ajustada até atingir a turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland.
Posteriormente, a suspensdo obtida foi diluidas nas proporc¢des 1:50 e 1:20 em meio RPMI
para obtencdo de um inéculo com concentracéo final de 0,5 a 2,5 x 10° células/mL (CLSI,
2008).

5.3.3 Ensaio de microdiluicéo

O teste de sensibilidade foi realizado por meio da técnica de microdiluicdo em
caldo de acordo com documento M27-A3 (CLSI, 2008). O teste foi realizado utilizando
microplacas de 96 pogos. Aliquotas de 100 pL do inoculo final foram adicionadas as placas ja
contendo 100 pL. de RPMI-1640 suplementado das drogas, distribuidas em dilui¢Ges seriadas.
Como controle de crescimento de cada cepa, foram utilizados pocos contendo o inoculo e o
meio RPMI sem a adicdo de droga. As placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas. Todos 0s
isolados foram testados em duplicata. Para a AMB, a concentragdo inibitoria minima (CIM)
foi considerada como aquela capaz de inibir 100% do crescimento fanfico visivel quando
comparado ao controle sem tratamento; para ITC e FLC, CIM foi definido como a menor
concentracdo capaz de reduzir em 50% o crescimento fangico, quando comparad ao controle
sem tratamento. (CLSI, 2008). As cepas C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258
foram utilizadas como controle de qualidade em todos os testes. Isolados apresentando CIM
>1,0 pg/mL, >1,0 pg/mL, and > 8,0 pg/mL foram considerados resistentes 8 AMB, ITC e
FLC, respectivamente (CLSI, 2008; CLSI, 2012).

5.4 Producao de fosfolipases

A producéo de fosfolipases foi avaliada como descrito por Sidrim et al. (2010). O
meio utilizado foi o &gar gema de ovo, contendo agar Sabouraud dextrose 2% adicionado de 1
mol/L de cloreto de sddio, 0.05 mol/L de cloreto de célcio e 8% de uma emulsdo de gema de

ovo estério a 30%. O meio foi distribuido em placas de Petri de 90-mm estéreis e mantidas
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sob refrigeracdo até momento de uso. As leveduras foram previamente crescidas em éagar
batata dextrose por 24 h a 35 °C. Apoés esse periodo, o indculo das cepas foi preparado em
solucdo salina estéril, atingindo uma concentracédo final de 4 na escala de McFarland. 5 pL de
cada in6culo foram pipetados em discos de papel filtro esterilizados de aproximadamente 5
mm, os quais foram depositados nas placas contendo o meio agar gema de ovo. As placas
foram, entdo, incubadas a 35 °C por 7 dias. A atividade enzimatica (Pz) foi determinada
colculando a razéo entre o didmetro da col6nia fungica e o didametro total, incluindo a colénia
e a zona de precipitacdo. Pz = 1 indica que o isolado € negativo para a producdo de
fosfolipase; quando 1 > Pz > 0.64, o isolado apresenta atividade positiva; e quando Pz < 0.64,

o isolado é considerado fortemente positivo.

5.5 Producao de proteases

A producéo de proteases foi avaliada como descrito por Aoki et al. (1994), com
modificagdes. O meio utilizado foi o &gar albumina sérica bovina (BSA), composto de 2% de
dextrose, 0,1% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, 0.25% de K;HPO,, 0.02% de MgSOQOy, *
7H,0, 1.5% de &gar bacterioldgico e 0.25% de albumina sérica bovina. Foram utilizados
meios com diferentes valores de pH (3,5 e 5,0), ajusAs leveduras foram previamente crescidas
em caldo YEPD por 24 h a 35 °C. Apo0s esse periodo, 0s tubos com crescimento em caldo
foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi descartado. O ino6culo das
cepas foi preparado em solucdo salina estéril a uma concentracdo final de 5 na escala de
McFarland. 10 pL de cada indculo foram pipetados em discos de papel filtro esterilizados de
aproximadamente 5 mm, os quais foram depositados nas placas contendo o meio agar BSA.
As placas foram incubadas a 35 °C por até 5 dias. A atividade enzimatica (Pz) foi
determinada colculando a razdo entre o diametro da col6nia fungica e o diametro total,
incluindo a colbnia e a zona de precipitacdo. Pz = 1 indica que o isolado é negativo para a
producdo de protease, enquanto Pz < 1 indica que o isolado € positivo para a producdo da
enzima (VIDOTTO et al., 2004).

5.6 Formacéo de biofilme de C. tropicalis

Para o teste de formacdo do biofilme por capas de C. tropicalis, o in6culo foi

preparado conforme protocolo previamente descrito por Chatzimoschou et al. (2011), com
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modificagOes. Cepas de C. tropicalis (n=68), aleatoriamente escolhidas, foram cultivadas em
agar Sabouraud por 48 h a 30 °C. Posteriormente, as amostras foram transferidas para caldo
Sabouraud e incubadas por 24 h a 30 °C, sob agitagdo constante de 150 rpm. Em seguida, as
culturas foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o
pellet foi lavado duas vezes com PBS (tampdo fosfato-salino) estéril. As células foram, entéo,
ressuspendidas em meio RPMI e a suspensdo foi ajustada até atingir a concentracéo 1 x 10°
células/mL e 200 pL do indéculo foram transferidos placas de poliestireno de 96 pogos de
fundo chato. As places foram incubadas a 37 °C por 48 h sob agitacdo orbital de 150 rpm.
Pocos contendo apenas meio de cultura sem in6culo foram utilizados como controle negativo.
Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Ap6s o tempo de incubacdo, o
sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e os pocos lavados trés vezes com PBS-Tween
(0,05% de Tween 20 em PBS). Subsequentemente, os pocos foram lavados com 100 uL de
methanol 100% e o sobrenadante foi aspirado. Uma aliquota de 100 uL de cristal violeta a
0.3% foi adicionado em cada poco. Apos 20 minutos a 25 °C, a solucéo corante foi aspirada e
0s pocos foram lavados duas vezes com 200 pL de adgua destilada esteril. Finalmente, 150 pL
de uma solucéo de acido acetic a 33% foram adicionados aos pocos corados e deixados por 30
segundos. Apds esse tempo, o volume foi transferido para uma nova placa de 96 pocos, a qual
foi lida imediatamente utilizando um espectrofotdometro a 590 nm para obtendo dos valores de
OD. Os valores de ponto de corte (ODc) para o ensaio de formacdo do biofilme foi definido
como trés desvios padrées acima da média de OD590 nm do controle negativo. Todas as
cepas foram classificadas, de acordo com Stepanovic et al. (2000), com modificacdes, como
ndo produtores de biofilme (OD<ODc), produtores fracos (ODc<OD<2xODc), produtores
moderados (2xODc<OD<4x0Dc) e forte produtores (4xODc<OD).

5.7 Analise estatistica

As caracteristicas de sensibilidade a antimicrobianos e viruléncia entre cepas de
diferentes grupos animais foram comparadas utilizando analise de variancia one-way
(ANOVA) e o pobs-teste de comparacdo multipla de Tukey. Os dados relativos as cepas
isoladas de cavalo e camardo nao foram representativos e, portanto, ndo foram incluidos na
analise. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa GraphPad Prism
5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).
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6. RESULTADOS

6.1 Teste de sensibilidade

No tocante ao teste de sensibilidade a antifingicos, ndo foi observada resisténcia a
AMB entre nenhum dos isolados estudados. Entretanto, resisténcia aos derivados azélicos foi
detectada entre cepas isoladas de todos os grupos animais. 38/100 e 40/100 das cepas de C.
tropicalis foram resistentes ao ITC e ao FLC, respectivamente. Resisténcia a ambos o0s
derivados azdlicos foi detectada em 34/100 isolados (Tabela 1).



Tabela 1. Sensibilidade antifungica in vitro de cepas de Candida tropicalis isoladas de
diferentes espécies animais.
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Organismos Drogas Resisténcia CIM (pg/ml)

(n) g (n) MG Variacao CIMsg ClIMg
Canring AMB 0 0577  0,062-1,0 05 1.0
(28) FLC 19 4689  0,25-64,0 2.0 64,0
ITC 20 0445  0,031-16,0 0,187 16,0

Ovio AMB 0 0481  025-1,0 05 1.0
18) FLC 2 165 0125640 3.0 13.6
ITC 2 0081  0,031-16,0 0,031 16,0

o AMB 0 0552  0,125-1,0 05 1.0
Ps'tal‘i' €o FLC 9 1025  05-64.0 12.0 64.0
(14) ITC 6 10  0031-160 0,375 16,0

Ema AMB 0 0445 02505 * *

©) FLC 3 5657  05-64,0 * *

ITC 2 05  0,031-16,0 * *

o AMB 0 0378 02505 * *

S'g"o FLC 2 6.063  0.5-64.0 x x

ITC 3 1149  0,031-16,0 * *

Cetéceo AMB 0 03536  0125-1,0 * *

©) FLC 2 2.0 0,25-64.0 * *

ITC 2 028  0,031-16,0 * *

Cavalo AMB 0 01767 0,125-0,25 * *

2 FLC 2 64,0 64,0 * *

ITC 2 16.0 16.0 * *

Camarao AMB 0 : 0,5 : :

0 FLC 1 * 32,0 * *

ITC 1 * 16.0 * *

ITC — itraconazol; FLC — fluconazol; AMB — anfotericina B; MG — media geométrica; *

valores ndo calculados,



42

6.2 Producéo enzimatica

No tocate a producdo enzimatica, 84 cepas foram positivas (Pz < 1) para a
producdo de proteases em meio agar BSA com pH 5,0, enquanto 16 amostras foram negativas
para a producdo da enzima (Pz = 1). 20 cepas foram positivas (Pz < 1) para a producdo de
proteases em meio agar BSA com pH 3,5, enquanto 30 isolados foram negativos (Pz = 1). No
que diz respeito a producdo de fosfolipases em meio agar gema de ovo, 08 cepas foram
consideradas positivas (Pz < 1), das quais 03 foram fortemente positivas (Pz < 0.64),
enquanto 92 ndo apresentaram a producdo de fosfoipases (Pz = 1). Os resultados relativos a

producdo enzimatica pelas cepas de C. tropicalis estdo apresentadas na Tabela 2.
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6.3 Formacéo de biofilme

O ensaio de formacdo de biofilme foi realizado utilizando 68 isolados de C.
tropicalis. 64 das cepas testadas foram capazes de formar biofilme in vitro. As cepas foram
classificadas como forte produtoras de biofilme (43/68) (OD>4x0ODc), moderadas produtoras
(12/68) (2xODc<OD<4x0ODc), fracas produtoras (09/68) (xODc<OD<2xODc) e néo
produtoras (04/68) (OD<ODc). Os resultados referentes a producdo de biofilme estdo
dispostos na Tabela 2.
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Tabela 2. Produgéo de fatores de viruléncia in vitro por cepas de Candida tropicalis
isoladas de diferentes espécies animais.

Org?rr:)ismo oH 5.0 ProteaspeH 35 Fosfolipase Biofilme
Caprino + (47/48) + (6/15) +++((1?;Z;'§) J: 8/22/3)7 )
(48) — (1/48) - (9/15) _ (44/48) f(7/27)
—(1/27)
(207)
Ovino + (5/18) + (1/5) + (4/18) £ (1/7)
(18) _(13118) - (4/5) ~(14/18) £ (U7)
(@317
Psitacideos + (1/11 ++ (12/14
(14|1) v(144) ((10/11)) — (14/14) x 52/14) :
E(g‘)a + (6/6) * Eig _(6/6) ++ (6/6)
Sirénios + (205 ++ (4/5)
(5) + (5/5) _(3/5) — (5/5) £ (1/5)
Cet(%c)eos + (6/6) + (6/6) _(6/6) ++ (6/6)
Cavalo +(1/2) ++ (1/2)
@) —(112) ~(22) —(22) £ (112)
Car('Brao (1) (1) (1) + (1)

++ - forte positivo; + - positivo; + - moderado positivo; f - fraco positivo; — - negativo.
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7. DISCUSSAO

Animais podem atuar como reservatorios de leveduras e fungos leveduriformes
patogénicos (PRADO et al., 2008; CORDEIRO et al., 2013). C. tropicalis é uma espécie de
CNA frequentemente isolada de animais sadios como parte da sua microbiota (BRITO et al.,
2009; BRILHANTE et al., 2010; CARREGARO et al., 2010; BRILHANTE et al., 2011),
porém podem se tornar patdgenos quando ha alteracdes nas defesas do hospedeiro ou
alterac6es no microambiente da pele (PRADO et al., 2008). Essa espécie pode apresentar um
potencial maior para disseminacdo em pacientes neutropénicos do que C. albicans e outras
espécies de CNA (NEGRI et al., 2012). Sob estas circunstancias, esses animais podem
apresentar algumas implicacfes na salde humana. Por tanto, o estudo das caracteristicas
fenotipicas de cepas de C. tropicalis isoladas de animais torna-se relevante.

No presente estudo, no tocante a sensibilidade das cepas de C. tropicalis frente a
antifungicos classicos, ndo foi observada resisténcia a AMB, mostrando, assim, que isolados
de origem veterinaria respondem a essa droga de maneira similar aquela observada em
isolados de pacientes humanos (MENEZES et al., 2009; NEGRI et al., 2010; DA SILVA et
al., 2013; DE FREITAS et al., 2013). A resisténcia a AM B em C. tropicalis é bastante rara,
mas ndo impossivel de ocorrer. Frequentemente, a resisténcia a AMB é causada por
decréscimo na quantidade de esgosterol (alvo da droga) na membrana plasmatica. Além disso,
a resisténcia também pode ser causada por mudancas na estrutura molecular do lipideo alvo, o
que acarreta uma diminuicdo da capacidade de ligacdo da AMB a sua molécula alvo (DA
COSTA et al., 2009).

A resisténcia de C. tropicalis a derivados azolicos encontrada neste estudo
apresentou-se substancial. 38% e 40% dos isolados de C. tropicalis foram resistentes ao ITC e
ao FLC, respectivamente. 34% dos isolados foram resistentes a ambos os azo6licos azoles. Nos
altimos anos, varios estudos tém mostrado um aumento da resisténcia de C. tropicalis a
derivados azdlicos, tanto de cepas de origem veterinaria como de isolados humanos
(MENEZES et al., 2009; KOTHAVADE et al., 2010; LORD et al., 2010; BRILHANTE et al.,
2013; LI et al., 2013).

A superexpressdo do gene CtERG11 associada com mutacdes missenses ja foram
descritas como mecanismos de resisténcia em isolados clinicos de C. tropicalis
(VANDEPUTTE et al., 2005). Esse pode ser um dos mecanismos implicados na resisténcia de
cepas de C. tropicalis isoladas de animais. Além disso, desenvolvimento in vitro de

resisténcia ao FLC em C. tropicalis relacionada ao aumento da regulagdo de dois genes que
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codificam bombas de efluxo multidrogas, CtMDR1 e CtCDR1, j4 foi anteriormente descrito
(BARCHIESI et al., 2000). A presenca de bombas de efluxo pode representar um mecanismo
de resisténcia importantes em isolados veterinarios. Estudos posteriores analisando aspectos
fenotipicos e genotipicos sdo necessarios para melhor entendimento dos mecanismos de
resisténcia que levam a reducdo da sensibilidade a derivados azélicos em cepas de C.
tropicalis origem veterinaria.

As taxas de resisténcia a derivados az6licos em cepas de C. tropicalis isoladas de
animais encontradas neste estudo foram maiores que as taxas de resisténcia encontradas em
estudos com isolados humanos. (YANG et al., 2004; DA COSTA et al., 2009; NEGRI et al.,
2012; DE FREITAS et al., 2013). N&o se sabe ao certo quais motivos podem ter levado ao
desenvolvimento de resisténcia em isolados de animais que nunca receberam tratamento
antifingico com derivados azolicos. E importante frizar que C. tropicalis é prevalente em
solos enriquecidos e ambientes aquaticos (YANG et al., 2012). De acordo com Yang et al.
(2012), o uso de compostos azolicos neste ambientes, principalmente compostos utilizados na
pratica agricola, possivelmente seleciona organismos que exibem sensibilidade reduzida a
drogas. Os animais podem entrar em contato com estes micro-organismos resistentes, 0s quais
podem permanecer como parte de sua microbiota e, eventualmente, podem ser transmitidos
por meio de contato direto ou fémites para 0 homem.

O estudo da atividade enzimatica de cepas de C. tropicalis se torna relevante uma
vez que tais fatores de viruléncia (fosfolipases e proteases) podem apresentar importante
papel na invasdo e persisténcia do micro-organismo patogénico nos tecidos do hospedeiro
debilitado (PICHOVA et al., 2001; PARK et al., 2013) Isolados humanos de C. tropicalis de
diferentes sitios anatémicos parecem apresentar abilidade reduzida para a producdo de
fosfolipases extracelulares in vitro quando comparado a cepas de C. albicans, quando
empregada a metodologia utilizando crecimento das leveduras em agar gema de ovo (DA
COSTA et al,, 2009; NEGRI et al., 2010; NEGRI et al., 2012). No caso presente, poucos
isolados foram considerados positivos para a producéo de fosfolipases. Os dados encontrados
sdo similares a outros estudos, nos quais poucos ou nenhum isolados apresentaram a
capacidade de produzir fosfolipases in vitro (KUMAR et al., 2009; BRILHANTE et al.,
2013).

O método utilizado neste estudo para avaliar a presenca das enzimas
extracelulares (utilizacdo de dgar gema de ovo) ndo apresenta grande acuracia, especialmente
quando esta técnica é comparada com métodos moleculares que podem detectar expressao de

genes relacionados a expressao dessas enzimas (NEGRI et al, 2010). Este fato pode explicar a
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razdo pela qual foram encontrados poucos isolados produtores de fosfolipase em nossa
avaliagdo. Além disso, ensaios radiométricos e colorimétricos especificos podem ser
utilizados para determiner a atividade enzimatica de isolados que apresentam baixos niveis de
fosfolipases extracelulares secretadas (GHANNOUM, 2000).

C. tropicalis apresenta atividade enzimatica proteolitica in vitro em meio
contendo BSA como fonte de nitrogénio (DA COSTA et al., 2009). Nossos dados revelaram
que isolados de C. tropicalis de origem veterinaria apresentam ata capacidade de producao de
proteases secretadas em meio agar BSA com pH 5,0, resultado esse superior aos encontrados
para 0 meio agar BSA com pH 3,5. Esses achados podem ser relacionados com o fato de que
diferentes classes de proteases, e até mesmo proteases de uma mesma classe, apresentam
diferente pH 6timo no qual essas enzimas séo ativadas.

Kumar et al. (2009) detectaram que 100% das cepas foram capazes de produzir e
secretar proteases, sendo esses micro-organismos isolados de pacientes com tuberculose
pulmonar. Em oposigdo, outros autores encontraram que somente alguns isolados de C.
tropicalis foram positivos para a producdo enzimatica de proteases quando comparados a
cepas de C. albicans (GOKCE et al., 2007; DA COSTA et al., 2009; DA COSTA et al.,
2011). Estudos moleculares deverdo ser realizados para verificar quais sdo o0s tipos de
proteases produzidas pelos isolados utilizados neste estudo.

A producdo de biofilme é considerada um importante fator de viruléncia de
espécies de Candida (WILLIAMS et al., 2011). Biofilmes sdo a principal causa de infeccbes
relacionadas a dispositivos medicos implantados (MUKHERJEE; CHANDRA, 2004,
ESTIVILL et al., 2011). Estas infec¢bes associadas a implantes séo inerentemente dificeis de
tartar e podem requerer terapia antifungica de longo prazo e remocdo do implante para
controle da infeccdo (RAMAGE et al., 2012). Dados da literatura mostram que C. tropicalis
isoladosde pacientes humanos apresentam uma notavel capacidade de formacéo de biofilme,
com taxas de producdo geralmente atingindo 100% (NEGRI et al., 2010; ESTIVILL et al.,
2011; GALAN-LADERO et al., 2013).

No presente estudo, similares resultados foram encontrados, com 94,1% dos
isolados capazes de formar biofilme in vitro. 63.2% das cepas de C. tropicalis testadas foram
classificadas como fortes produtoras de biofilme e 17,6% e 13,3% das cepas avaliadas foram
classificadas como moderadas e fracas produtoras de biofilme, respectivamente. Este
resultado claramente demonstra que cepas de C. tropicalis isoladas de animais apresentam

alta capacidade de adesdo e formagéo de biofilme.
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Os resultados obtidos mostram que cepas de C. tropicalis isoladas de diversas
espécies animais apresentam elevadas taxas de resisténcia a derivados azélicos, tendo
implicancia no tratamento de infeccOes que possam acometer animais que passem pode
desequilibrio na relagdo parasito-hospedeiro. Além disso, a capacidade de producdo de fatores
de viruléncia, como fosfolipases, proteases e a habilidade de formacao de biofilmes, implicam
que estes micro-organismos apresentam ferramentas necessarias para invasdo, implantagdo e
persisténcia nos tecidos do hospedeiro que apresentar imunocomprometimento, tanto animais

como seres humanos que estéo diretamente envolvidos com esses animais.
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8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos com cepas de C. tropicalis isoladas de diferentes espécies
animais apresentaram elevadas taxas de resisténcia aos derivados azdlicos itraconazol e
fluconazol. Além disso, foi observada uma elevada producao de biofilme, importante fator de
viruléncia para o estabelecimento de infecgdes. Outros fatores de viruléncia estudados
mostraram a capacidade de producdo das enzimas fosfolipase e protease por cepas de C.
tropicalis isoladas de animais. Esses resultados tornam-se pertinentes, mostrando um
potencial risco a satde animal, uma vez que essas leveduras podem sair do estado comensal e

causar enfermidade em animais imunocomprometidos.
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9 PERSPECTIVAS

Estudos deverdo ser realizados para a andlise dos mecanismos que levam a
resisténcia aos derivados azolicos de cepas de C. tropicalis isoladas de animais, assim
também como andlise do potencial patogénico dessas cepas em modelos de infec¢do in vivo.
Outros fatores de viruléncia dessas cepas, como producéo de fatores hemoliticos e adesdo a
superficies celulares, poderdo ser avaliados para uma melhor compreensdo dos mecanismos

utilizados por estas cepas para implantar a infeccao.
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Apéndice A — Tabela 1 — Distribuicdo das cepas de C. tropicalis por espécie animal,

expressao de fatores de viruléncia e perfil de sensibilidade antifingica.

Producéao Producéo Producéo Producio de Concentracéo Inibitéria
Cepa Origem de protease  de protease de biofiglme Minima (ug/mL)
(pH 5,0) (pH 3,5) fosfolipase AMB ITC FLC
3C9SOL Caprino + - - * 0,0625 0,125 0,5
4C10SNA Caprino + + - Forte 1 8R 64R
4C10SOA2 Caprino + * - Moderado 0,5 0,03125 0,5
4C11SNA Caprino + - - Moderado 1 16R 64R
4C12SNA Caprino + * - Forte 1 1° 1
4C12SRA Caprino + = - = 1 1® gR
4C13SNA Caprino + + ++ Forte 0,5 16R 647
4C13SOA Clprino - * - Fraco 1 0,125 16R
4C15S0OAl Caprino + * - * 1 0,03125 0,5
4C16SNA Caprino + * - Moderado 0,5 0,03125 2
4C16SOA Caprino + * - * 1 0,03125 1
4C17SNA Caprino + + - Fraco 0,5 0,125 2
4C17SOA Caprino + * - Fraco 1 4R 16R
4C18SNA Caprino + * - Moderado 0,5 0,03125 1
4C19SNA Caprino + * - Fraco 1 0,125 2
4C19SOA Caprino + - - @ 0,25 0,0625 0,5
4C20SNA Caprino + * - * 0,5 0,125 4
4C20SOA Caprino + c - = 0,25 0,0625 1
4C21SNA Caprino + - - Forte 1 0,0625 0,25
4C21SOA Caprino + c - = 0,25 0,0625 0,5
4C22SNA Caprino + + - Forte 1 0,5 64R
4C22S0A Caprino + * - Moderado 0,5 16R 4
4C23SNA Caprino + + + Forte 0,5 2R 64R
4C23SOA Caprino + * ++ Forte 0,5 16R 64R
4C24SNA Caprino + - - Né&o produtor 0,5 0,125 2
4C24S0A Caprino + * - * 1 1R 32°
4C25SNA Caprino + * - * 0,25 0,03125 1
4C25S0A Caprino + - - Forte 1 16R 64R
4C26SNA Caprino + * - * 0,25 0,125 2
4C27SNA Caprino + * - * 1 0,03125 05
4C27SOA Caprino + - - * 0,25 0,0625 1
4C27SRA Caprino + * - Forte 1 1R 8R
4C29SNA Caprino + * - Moderado 1 1R 647
4C29SOA Caprino + * - * 0,5 0,5 1
4C2SOA Caprino + - - * 0,5 1R 64R
4C30SNA Caprino + * - * 1 0,25 1
4C30SOA Caprino + * - Fraco 0,5 0,03125 0,5
4C3SNA Caprino + o - Fraco 0,5 1R 4
4C3SOA Caprino + + - Forte 0,25 16R 647
4C3SRA Caprino + o - * 0,25 16R 64R
4C4SNB Caprino + * - * 0,5 0,03125 2
4C4SOA Caprino + * - Forte 1 16R 64R
4C6SNB Caprino + * - * 0,5 0,0625 1
4C6SRA Caprino + * - Moderado 1 0,5 1
4C7SNA Caprino + * - * 1 16R 647
4C7SOA Caprino + * - e 0,5 0,125 1
4C8SNA Caprino + * - Fraco 1 0,0625 2
4C8SOA Caprino + = ++ Forte 0,5 16R 64%
102SOA Ovino + * - * 0,5 0,5 64%
105SOR Ovino + @ - @ 0,25 0,125 0,5
509SOL Ovino - * - * 1 0,03125 4
6010SOA1 Ovino + & - Moderado 0,25 0,25 4
602SNA Ovino - + + Fraco 0,5 0,03125 4
602SOA Ovino - * - * 0,5 0,01325 4
603SOA Ovino + * - * 0,25 0,03125 05
604SOA Ovino - + - Forte 0,5 0,03125 0,125
605SOA Ovino - * - * 0,5 0,03125 0,125
605SRA1 Ovino - * - Néo produtor 0,25 0,03125 2
606SNA Ovino - * - * 0,5 0,03125 4




Tabela 1 — Distribuicdo das cepas de C. tropicalis por espécie animal, expressao de fatores de

viruléncia e perfil de sensibilidade antifungica. (Continuagéo)
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Producéao Producéo Producéo Producio de Concentragdo Inibitoria
Cepa Origem de protease  de protease de biofiglme Minima (ug/mL)
(pH 5,0) (pH 3,5) fosfolipase AMB ITC FLC
606SOA1 Ovino - * + * 0,5 0,03125 4
606SRA Ovino - - - * 0,5 0,03125 2
607SOA Ovino - * + Nao produtor 1 16R 2
607SRA Ovino - + - Forte 0,5 0,03125 0,125
608SOA Ovino - * - * 1 0,03125 4
609S0OB2 Ovino + * . * 0,5 0,03125 0,125
609SRA Ovino - + + Néo produtor 0,5 167 8R
PAP BICO AZUL  Psitacideo + - = Forte 0,5 167 647
PVO30-A Psitacideo + - - Forte 0,5 0,03125 0,5
PVO34-A Psitacideo + - - Forte 1 167 647
AP9-A Psitacideo + - - Forte 1 167 647
AC2-A Psitacideo + - - Forte 1 0,125 1
AP7-A Psitacideo + - - Forte 1 167 647
PMO4-A Psitacideo + + - Forte 0,125 0,03125 0,5
PMP5-A Psitacideo + - - Forte 1 167 647
PSO16-A Psitacideo + - - Forte 0,25 0,25 gR
PSC16-A Psitacideo + * - Moderado 1 0,25 16%
PSP17-A Psitacideo + = - Forte 0,25 0,125 8R
PSC18-A Psitacideo + - - Forte 0,5 0,5 4
PSO35-A Psitacideo + * - Forte 0,5 167 3R
PSP39-A Psitacideo + * - Moderado 0,5 0,125 4
1C Ema + * - Forte 0,5 0,0625 0,5
4BMA Ema + - - Forte 0,5 0,5 3R
4CV Ema + = = Forte 0,25 0,03125 05
7CTA Ema + - - Forte 0,5 167 647
9CPL Ema + = = Forte 0,5 0,0625 1
29CMA Ema + + - Forte 0,5 167 647
14G1 Sirénio + = = Forte 0,5 8R 647
14R1 Sirénio + + - Forte 0,5 167 647
31P1 Sirénio + - - Fraco 0,25 0,5 2
57N Sirénio + + - Forte 0,5 0,03125 0,5
59G Sirénio + = = Forte 0,125 I 2
556E Cetaceo + + - Forte 0,25 167 8R
556G Cetaceo + + - Forte 0,5 167 647
586E Cetaceo + + - Forte 0,25 0,03125 0,5
586G Cetaceo + + - Forte 0,125  0,03125 0,125
5860 Cetaceo + + - Forte 0,5 0,03125 2
586R Cetaceo + + - Forte 1 0,0625 0,5
3NA Cavalo - - - Forte 0,125 167 647
18NA Cavalo + - - Moderado 0,25 167 647
TDN 34L Camardo - - - Moderado 0,5 16% 32R

ITC — itraconazol; FLC — fluconazol; AMB - anfotericina B; + — positivo; ++ — fortemente positivo; - —
negativo; < — resisténcia ao antif(ingico; * — teste ndo realizado
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Abstract

Candida tropicalis has bean assockatad with Invaslve candidiasls, baing tha first or sec-
ond most common non-Candida 2iicans Candida EFl'EﬁEE- Isolated In humars with can-
didemia and candiduria, as well as baing frequently Isolated from haalthy animals. This
study slmed o characterize C. tropicalis 1solates (0 — 64) obtalned from several animal
species regarding antlifungal susceptibllity and production of virulence factors. The Iso-
Iztas wera obtzined from the microbiota of healthy animals (goats, 0 — 25; sheep, n - &
p5|l:|a-n|ne5. i = 14; rheas, 1 = §; Irses, 0= I; sirenlans, 0 = &; she mp, M= 11, s wall 35
from aqual:ln mammals found dead In the enyironment (cetacesns, 1 - . The Isolates
ware subjected o In vitro susceptibility testing by broth microdilution according to the
CLSI M27-AZ protocol against amphotericin B, caspofungin, raconszole, end flucona-
rola. Wa also avaluatad the wirulence sitributas, such 85 FII'EIIIEE'EEE- and PM’S-PM"FIBS-EE,
a5 well as blofilm formation. Reststance to ltraconazole (1 — 23) and luconazola (n — 30|
was datacied among Izolates from BYEMy GOURGE] resistance to both azoles was detecied
In 24 |salatas, but none of them wers rasisiant 10 HI'I'IFll'I-I:ItEﬂC"'I B znd {'-'EE-F]'EII'I..II'I-E“'I. Pro-
tease production was datacted In the majority of the Isolates (0 — 53), but phospholipase
was produced by only 3 few of them (0 — 8). The Isolates showed different pattams In
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l. MEIOS DE CULTURA

1 Agar gemade ovo

Agua destilada 276 mL

Agar Sabouraud 2% 14,1 g

Cloreto de sodio (NaCl) 16,1 g
Cloreto de célcio(CaCl,) 0,29
Emulsdo de gema de ovo 30% 24 mL
Emulsdo de gema de ovo:

Agua destilada 21 mL

Gema de ovo 9 mL

Dissolver o Agar Sabouraud 2%, o NaCl e o CaCl, em 276 mL de &gua destilada.
Autocalvar o meio, por 15 minutos, a 121 °C e resfriar até 50°C. Acrescentar 24 mL da emulsdo de

gema de ovo e homogeneizar o meio. Distribuir imediatamente em placas de Petri estéreis.

2 Agar albumina sérica bovina (BSA)
Agua destilada 150 mL

Dextrose 4 g

Cloreto de s6dio (NaCl) 1 g

Fosfato dipotassico (K;HPQO,4) 0,5 ¢

Sulfato de magnésio (MgSO, 7H,0) 0,04 g
Extrato de levedura 0,2 g

Agar bacteriol6gico 3 g

Solugéo de albumina sérica bovina:
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Agua destilada 50 mL

Albumina sérica bovina 0,5 g

Dissolver a dextrose, o NaCl, o extrato de levedura, o K,HPO, 0,5 g e 0 MgSO,4 7H,O em 150 mL de
agua destilada e ajustar o pH desejado utilizando HCI. Adicionar o agar bacteriolégico e autoclavar o
meio, por 15 minutos, a 121 °C e resfriar até 50°C. Acrescentar 50 mL da solucéo de albumina bovina
previamente esterilizada por filtracdo e homogeneizar o meio. Distribuir imediatamente em placas de

Petri estéreis.

1. SOLUCOES

1 Tampéo PBS (Phosphate Buffered Saline) acrescido de 0,05% de Tween 20
Cloreto de sédio - NaCl 8 g

Cloreto de potassio - KCI 0,2 ¢

Fosfato de sddio dibasico - Na;HPO,4 1,44 g

Fosfato de potassio monobasico - KH,PO, 0,24 g

Agua deionizada 800 mL

Tween 20 500 pL

Agua destilada 1000 mL

Dissolver todos os sais em 800 mL de &gua deionizada. Ajustar o pH para 7,4 utilizando
solucdo de acido cloridrico 1 mol/L e acrescentar 500 puL de Tween 20, em seguida completar para

1000 mL com agua destilada.

2 Solucéo de cristal violeta 0,3%
Cristal Violetaemp6 2 g

Alcool etilico 95% 20 mL
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Oxalato de aménio 0,8 g

Agua destilada 80 mL

Agua destilada estéril 8,5 mL

Solugdo A: dissolver 2 g de cristal violeta em 20 mL de alcool etilico 95%

Solucdo B: dissolver 0,8 g de oxalato de aménio em 80 mL de agua destilada

Misturar as solucGes A e B para o preparo da solucdo-mée de cristal violeta a 2%.
Esterilizar por autoclavacdo a 121°C por 15 minutos. Para o preparo de 10 mL da solucéo de cristal

violeta a 0,3%, adicionar 1,5 mL da solu¢do-mae em 8,5 mL de agua destilada estéril.

2.3 Solucéo de acido acético 33%

Agua deionizada 67 mL

Acido acético P.A. 33 mL

Adicionar 33 mL de 4cido acético em 67 mL de 4gua deionizada.



