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RESUMO 

 

Nos últimos anos houve um aumento significativo na incidência de infecções fúngicas 

causadas por leveduras do gênero Candida. Apesar de C. albicans ser considerada a principal 

representante do gênero, outras espécies vêm ganhando destaque. C. tropicalis, por exemplo, 

tem sido associada à cadidíases invasivas graves, sendo a primeira ou segunda espécie de 

Candida não-albicans mais comumente isolada em candidemia e candidúria em humanos, 

além de ser frequentemente isolada da microbiota de animais saudáveis e com candidíase. 

Para estabelecer a infecção, C. tropicalis expressa diversos fatores de virulência, como a 

secreção de enzimas protease e fosfolipase, a produção de biofilme, dentre outros. O presente 

trabalho buscou avaliar o perfil de sensibilidade antifúngica in vitro e produção de fatores de 

virulência 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 microdiluição em 

caldo, protocolo M27-A3, padronizado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute, 

frente anfotericina B, itraconazol e fluconazol. Foram avaliados ainda os atributos de 

virulência: produção de enzimas proteases e fosfolipases e produção 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 azólicos. Nenhuma 

cepa apresentou resistência a anfotericina B. Quanto a produção 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 

padrão diferenciado na produção 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 resistência a derivados azólicos e expressaram fatores de virulência importantes, 

indicando potencial risco à saúde humana e animal. 

 

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

virulência. 

 

 

 

 



 

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 INTRODUÇÃO 

 

1.1 Infecções fúngicas 

 

Os fungos são seres eucariontes heterotróficos que tradicionalmente e 

morfologicamente são classificados em leveduras e filamentosos. A maioria dos fungos é 

ubíqua no ambiente, podendo interagir com plantas, animais ou seres humanos, estabelecendo 

relação simbiótica, comensal ou patogênica (ROMANI, 2011).   

Desde o início da década de 1980 houve um aumento significativo na incidência 

de infecções fúngicas humanas. Esse aumento na ocorrência de micoses está relacionado à 

expansão da população de pacientes imunossuprimidos, incluindo pacientes com câncer, 

pacientes HIV positivos, recém-nascidos prematuros, pacientes idosos e pacientes em 

recuperação pós-cirúrgica (PFALLER; DIEKEMA, 2007; NUCCI et al., 2010; WILLIAMS et 

al., 2011). Avanços nos protocolos de tratamento de doenças graves, transplante de órgãos, 

hemodiálise, nutrição parenteral e uso de catéter venoso central também contribuíram para a 

invasão e colonização de fungos (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). 

As infecções fúngicas podem ser causadas por dois grupos de micro-organismos: 

patógenos primários e patógenos oportunistas. Patógenos primários são capazes de estabelecer 

infecções em pessoas saudáveis; patógenos oportunistas, entre eles micro-organismos 

comensais na população saudável, são capazes de causar infecções quando o hospedeiro se 

encontra imunocomprometido. (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012). 

Dependendo do tecido que é inicialmente colonizado, as infecções fúngicas 

podem ser classificadas em: micoses superficiais, que são restritas a camada mais externa da 

epiderme; micoses cutâneas, que envolvem o sistema tegumentar, incluindo unhas e cabelos; 

micoses subcutâneas, que são infecções das camadas mais profundas da pele, e micoses 

sistêmicas, nas quais o micro-organismo se dissemina e infecta diferentes órgãos (HSU et al., 

2012; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012). 

Entre os principais patógenos causadores de infecções fúngicas invasivas em 

indivíduos imunocomprometidos estão leveduras dos gêneros 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 Infecções por Candida spp. em Humanos 

 

O gênero Candida, pertencente ao filo Ascomycota, classe Hemiascomycetes, 

ordem Saccharomycetales, engloba leveduras de importância clínica e científica 

(DIEZMANN et al., 2004; CHAI; DENNING; WARN, 2010), sendo descritas atualmente 

mais de 300 espécies de Candida (LACHANCE et al., 2011). 

Candida spp. são considerados micro-organismos comensais que colonizam cerca 

de 50% dos indivíduos de uma população em um determinado momento de sua vida 

(LIONAKIS; NETEA, 2013). Espécies desse gênero são componentes da microbiota da pele, 

do trato gastrointestinal e do trato geniturinário, podendo ser encontrado ainda no trato 

respiratório superior (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003). Entretanto, em condições 

que levam ao enfraquecimento das defesas do hospedeiro, esses micro-organismos podem 

converter-se em patógeno oportunista, causando infecções nas mucosas ou infecções 

invasivas com alta taxa de mortalidade, apesar da terapêutica antifúngica (LIONAKIS; 

NETEA, 2013).  

Nas últimas duas décadas houve um aumento na incidência de infecções por 

espécies de Candida, sendo esta a principal causa de infecções fúngicas em seres humanos 

(FOURNIER et al., 2011). Este aumento tem sido atribuído, em parte, ao crescente número de 

pacientes portadores de neoplasias ou doenças degenerativas, indivíduos transplantados e 

portadores do vírus HIV (CONDE-ROSA et al., 2010). 

A invasão das células do hospedeiro inicia-se com a aderência dos blastósporos de 

Candida em células epiteliais, seguido da formação 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 

sanguínea via cateteres vasculares ou se disseminar a partir do intestino e provocar 

candidemia, doença associada com elevada mortalidade (FILLER, 2012). 

C. albicans é a principal espécie do gênero relacionada a infecções oportunistas, 

sendo o quarto micro-organismo mais isolado a partir de hemoculturas nos Estados Unidos da 

América (PFALLER, 2012). Entretanto, outras espécies do gênero Candida vêm ganhando 

destaque como patógenas, 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 Vigilância Antifúngica Global (ARTEMIS Global 

Antifungal Surveillance Program), nos EUA, mostrou que C. albicans é a causa mais comum 

de infecções fúngicas invasivas (63-70%), seguido por C. glabrata (44%), C. tropicalis (6%) 
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e C. parapsilosis (5%). Porém, diferenças geográficas e instituicionais são amplamente 

reportadas, sendo C. glabrata isolada com menos frequência fora dos EUA (MICELI; DÍAZ; 

LEE, 2011). 

Estudos reportam que espécies de Candida não-albicans (CNA) são responsáveis 

por aproximadamente 60% das fungemias (SILVA et al., 2009). No Brasil, C. tropicalis e C. 

parapsilosis são a segunda e terceira espécies de Candida mais comuns (MICELI; DÍAZ; 

LEE, 2011). Um estudo epidemiológico sobre candidemia na América Latina conduzido por 

Nucci et al. (2013) mostrou que as espécies C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis são a 

maior causa da doença, com uma alta porcentagem de crianças acometidas. 

Mesmo com opções 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 infecções sistêmicas por Candida 

variam de 20-60% (SMEEKENS et al., 2013). Os impactos econômicos dessas infecções 

também são importantes, uma vez que estão associadas a um alto custo no tratamento e 

hospitalização prolongada (MA et al., 2013). 

 

1.2 O gênero Candida e sua relação com animais 

 

Dados da literatura mostram que as leveduras podem ser encontradas como 

componentes da microbiota ou como patógenos de algumas espécies animais, tanto 

domésticas como silvestres livres ou em cativeiro. A microbiota de algumas espécies de 

mamíferos terrestres e aquáticos, aves, répteis e crustáceos apresentaram espécies de 

leveduras como componentes (GARCÍA; 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 presença de leveduras como componentes da microbiota de animais 

saudáveis são 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 infecção em animais nos quais compõem a microbiota em 

decorrência do comprometimento das barreiras físicas e imunológicas do hospedeiro 

(SPANAMBERG et al., 2009). O gênero Candida engloba as espécies de leveduras que são 

isoladas com maior frequência de animais saudáveis e com infecção (BRITO et al., 2009). 

Essas leveduras estão relacionadas a infecções no trato urinário, infecções no trato 
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gastrointestinal, endoftalmites, lesões cutâneas e infecções sistêmicas 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 infecção por Candida são a idade do animal, 

presença de doenças auto-imunes, diabetes mellitus, uso de glicocorticóide, antibioticoterapia, 

cateterismo venoso e urinário e administração de nutrição parenteral. Os sítios anatômicos 

mais acometidos são: pele, unhas, ouvido, trato urinário e sistema gastrintestinal (JIN; LIN, 

2005; BRITO et al., 2009; BRADFORD et al., 2013), porém infecções sistêmicas também 

podem ocorrer (BROWN; THOMPSON; MOHAMED, 2005; KRAMER et al., 2008; 

MATSUDA et al., 2009). Animais em cativeiro malnutridos, que estão em terapia antibiótica, 

que são mantidos em condições sanitárias impróprias ou passam por estresse também estão 

suceptíveis a infecções fúngicas oportunistas causadas por Candida spp. (VIEIRA; 

COUTINHO, 2009). 

Enquanto em humanos as espécies de Candida mais frequentemente isoladas são 

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, são isoladas com frequência 

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 resistência a derivados azólicos também tem sido observada em estudos com 

cepas isoladas de animais. C. albicans e C. tropicalis apresentaram resistência 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 características fenotípicas de espécies de Candida isoladas de animais, uma vez 

que são 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. Vários nomes foram atribuídos à espécie, como Monilia tropicalis, 

Candida vulgaris, Mycotorula dimorpha, Candida paratropicalis e outros 58 sinônimos. 

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 únicos no que diz respeito à textura 

da colônia, micromorfologia em ágar fubá acrescido de Tween 80 e perfis de assimilação ou 

fermentação nos testes bioquímicos (EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003). 

Macroscopicamente, as culturas de Candida spp. apresentam colônias lisas, úmidas ou secas, 

de coloração branca ou creme (Figura 1) (DE HOOG et al., 2000).  

 

 

FONTE: CEMM, 2013. 

Figura 1 – Colônias de Candida spp. em Ágar batata 

dextrose após 48 h de incubação a 35 °C. 

 

Microscopicamente, em sua forma assexuada, espécies de Candida são 

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 

avaliação micromorfológica é o teste padrão-ouro na identificação, uma vez que formam 

estruturas específicas (DE HOOG et al., 2000). 

Os isolados de Candida são também submetidos às provas bioquímicas de 

assimilação e fermentação de carboidratos e de assimilação de nitrogênio (DE HOOG et al., 

2000). A técnica de assimilação de carboidratos se baseia na avaliação do crescimento do 

micro-organismo na presença de diferentes fontes de carbono, onde as espécies apresentam 

padrões de assimilação distintos (NEPPELENBROEK et al., 2013). Algumas espécies são 

capazes de fermentar a glicose, havendo também espécies capazes de assimilar nitrato de 

potássio (LACHANCE et al., 2011). Candida spp. são consideradas urease negativa, uma vez 

que não são capazes de hidrolizar a ureia (DE HOOG et al., 2000). 

Ademais, meios seletivos e diferenciais, como o CHROMagar™ Candida,  podem 

ser utilizados para isolamento de colônias puras e realizar um diagnóstico presuntivo rápido, 

uma vez que as espécies de Candida apresentam padrões de coloração variadas, resultado da 

clivagem de substratos cromogênicos por enzimas específicas de cada espécie (DE HOOG et 
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al., 2000; NEPPELENBROEK et al., 2013). Testes comerciais também podem ser utilizados 

na identificação de espécies de Candida, tais como os sistemas API 20C Aux (bioMerieux 

Hazelwood, MO, USA), Vitek2 e ID 32C (bioMerieux, Marcy l’Etoile, France), bem como 

métodos de identificação molecular (PCR e suas variações), um advento fundamental para o 

avanço da identificação de Candida spp. (NEPPELENBROEK et al., 2013). 

Macroscopicamente, em meio ágar Sabouraud ou ágar batata dextrose, as colônias 

de C. tropicalis apresentam uma coloração creme, sem brilho, com borda micelial, sendo que 

essas colônias não são distinguíveis das de outras espécies de Candida (CHAI; DENNING; 

WARN, 2010; NEGRI et al., 2012a). No meio cromogênico CHROMagar™ Candida as 

colônias apresentam coloração azul escura (Figura 2). Microscopicamente, em ágar fubá 

acrescido de Tween 80 a 25 ºC após 72 h de incubação, observa-se a presença de pseudo-hifas 

apresentando blastoconídeos ovais, isolados ou em pequenos grupos, ao longo de toda sua 

estrutura (Figura 3). C. tropicalis não forma tubo germinativo (NEGRI et al., 2012a; SILVA 

et al., 2012). 

 

 

FONTE: CEMM, 2013. 

Figura 2 - Crescimento de C. tropicalis 

em meio cromogênico (CHROMagar™ 

Candida). Observa-se a coloração azul 

escuro das colônias, característico da 

espécie.  

 

Em testes bioquímicos esta levedura é capaz de fermentar e assimilar glicose, 

galactose, sacarose, maltose e trealose, mas não a lactose ou rafinose. Isolados de C. tropicalis 

podem ainda não fermentar a sacarose e assimilar a celobiose, sendo essas características 
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variáveis dependendo da cepa (Figuras 4 e 5) (DE HOOG et al., 2000; NEGRI et al., 2012a) 

(Quadro 1).  

 

  
FONTE: CEMM, 2013. 

Figura 3 - Microcultivo de C. tropicalis em ágar 
fubá acrescido de Tween 80. Na microscopia, 

observa-se a presença de pseudo-hifas 

apesentando blastoconídios ao longo de sua 

estrutura (aumento 400x). 

 

 

 

FONTE: CEMM, 2013. 

Figura 4 - Prova de assimilação de carboidratos de C. tropicalis. 

Observa-se a turvação do meio onde a levedura avaliada assimilou os 

açúcares. 
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FONTE: CEMM, 2013. 

Figura 5 - Prova de fermentação de carboidratos de Candida 

spp. Observa-se a formação de bolha no interior do tubo de 
Durham (produção de gás), indicativo de fermentação positiva 

(seta). 
 

Quadro 1 - Características morfológicas e bioquímicas de C. tropicalis. 

Morfologia Bioquímica 

TG PS CHROMAgar™ gli gal lac mal sac mel cel tre raf U N 

– + Azul escuro A+F+ A+F+ – A+F+ A+F± – A± 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: hidrólise da ureia (urease); N: assimilação de 

KOH3; – negativo; + positivo; A+ assimilação positiva; A± assimilação variável; F+ fermentação positiva; 

F± fermentação variável. 

 

 

Quanto à identificação molecular, métodos como a reação em cadeia da 

polimerase (PCR) e PCR em tempo real foram utilizados com sucesso na identificação de C. 

tropicalis provenientes de amostras clínicas. Todavia, estes métodos ainda não são 

padronizados ou prontamente disponíveis na maioria dos laboratórios clínicos (NEGRI et al., 

2012a). O número de cromossomos e o tamanho genômico não é conhecido precisamente, 

mas sabe-se que C. tropicalis apresenta aproximadamente 5-6 pares de cromossomos 

homólogos e um tamanho genômico 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; 

KOBAYASHI, 2008), colonizando vários sítios anatômicos distintos, incluindo a pele, o trato 
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gastrointestinal e o trato geniturinário, podendo ser encontrado também no trato respiratório 

(NEGRI et al., 2012a).  

Desde 1960, C. tropicalis é reportada como espécie causadora de candidíases 

invasivas graves. Infecções causadas por C. tropicalis podem ser adquiridas endogenamente, 

principal via de infecções, ou exogenamente, por meio do contato com pessoas ou fômites 

contaminados (NEGRI et al., 2012a). Infecções por C. tropicalis estão relacionadas com 

fatores predisponentes como leucemia aguda, neutropenia e terapia anti-neoplásica, podendo 

ser infecções superficiais e localizadas de mucosa vaginal, do trato urinário, e infecções 

invasivas e disseminadas (CHAI; DENNING; WARN, 2010). 

C. tropicalis é considerada uma das espécies de Candida não-albicans mais 

frequente em infecções sanguíneas (candidemia) e do trato urinário (candidúria), 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 espécies de 

Candida isoladas de infecções de corrente sanguínea no mundo (CHAI; DENNING; WARN, 

2010). Além disso, C. tropicalis demonstra ter mais sucesso na invasão da superfície de 

mucosas ou na colonização de cateteres intravasculares que as espécies C. albicans e C. 

glabrata (CHEN et al., 2012), apresentando também a habilidade de disseminação rápida após 

a colonização em hospedeiros imunocompetentes, causando alta mortalidade (CHAI; 

DENNING; WARN, 2010). 

Entre as espécies de Candida não-albicans, C. tropicalis vem sendo considerada a 

espécie mais frequente isolada de candidíases na região Ásia-Pacífico, Brasil e Europa 

(NEGRI et al., 2012a). Vários estudos mostram a frequência com que C. tropicalis é isolada 

de casos de candidíase 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 terciários brasileiros, C. tropicalis é apontada como a causa de 33-48% das 

infecções da corrente sanguínea por Candida (MORALEZ et al., 2013). 

Em 1998, 53% dos casos de candidúria no Hospital das Clínicas da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão 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 não-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 infecções de corrente sanguínea e 
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urinária (DA SILVA et al., 2007; XAVIER et al., 2008; BRUDER-NASCIMENTO et al., 

2010; DE FREITAS et al., 2013). 

Estudos realizados em camundongos não-imunocomprometidos mostraram que 

60-70% dos isolados de C. tropicalis foram patogênicos e causaram infecções 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 após a inoculação no animal (DE REPENTIGNY; PHANEUF; 

MATHIEU, 1992). Esses modelos in vivo apresentam evidências experimentais mostrando a 

alta virulência de C. tropicalis (CHAI; DENNING; WARN, 2010). 

C. tropicalis também já foi relatada como causa de infecções em diferentes 

espécies animais. C. tropicalis é uma das espécies de Candida frequentemente isoladas de 

mastite clínica e sub-clínica 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 diarréicos em bezerros (ELAD et al., 1998). 

Pressler et al. (2003) isolaram espécies de Candida causando infecção urinária em 

cães e gatos, dentre as quais C. tropicalis foi uma das espécies isoladas.  C. tropicalis também 

foi isolada de cães em quadro de cistite (OZAWA et al., 2005), da urina (OKABAYASHI et 

al., 2009) e em uma co-infecção cutânea causada por Leishmania infantum (MORETTI et al., 

2006). Infecções por C. tropicalis em aves também já foram relatadas. Um estudo realizado 

por Kuttin et al. (1975) mostrou o estabelecimento de infecção por C. tropicalis no trato 

respiratório de perus que receberam água e alimentos contendo antibacterianos. Esses achados 

mostram a importância dessa espécie de levedura também na Medicina Veterinária, embora os 

relatos sejam escassos.  

O desenvolvimento de candidíases invasivas por C. tropicalis está associada com 

uma elevada mortalidade quando comparada a outras espécies de Candida não-albicans 

(EGGIMANN; GARBINO; PITTET, 2003; COLOMBO et al., 2006; NEGRI et al., 2012a). 

Essa propensão de disseminação e alta mortalidade de C. tropicalis pode estar relacionada 

com os fatores de virulência exibidos por esta espécie (KRCMERY; BARNES, 2002; NEGRI 

et al., 2010; NEGRI et al., 2012a). 

 

1.3.1. Fatores de Virulência 

 

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

as características requeridas pelo micro-organismo para estabelecer a doença (YANG, 2003). 
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Candida pode expressar uma variedade de fatores de virulência que contribuem para sua 

patogenicidade (LIONAKIS; NETEA, 2013), entre esses fatores podemos citar a aderência à 

células do hospedeiro por meio de adesinas, transição morfológica, hidrofobicidade da 

superfície celular e secreção de enzimas hidrolíticas como fosfolipases, lipases e proteases 

(NEGRI et al., 2010; DE LUCA et al., 2012; COSTA et al., 2013). Outro importante fator de 

virulência de espécies de Candida é a formação de biofilme, tanto em tecidos do hospedeiro 

como em dispositivos médicos intracorpóreos (NEGRI et al., 2012b; RAMAGE et al., 2012). 

Vários mecanismos de patogenicidade já foram associados a C. tropicalis, como a 

adesão a diferentes superfícies, formação de biofilme, capacidade de disseminação, secreção 

de fator hemolítico e a produção de enzimas hidrolíticas (SILVA et al., 2012; FAVERO et al., 

2011; NEGRI et al, 2012a; GALÁN-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 não estão totalmente elucidados 

(NEGRI et al, 2012a). Entre as enzimas hidrolíticas produzidas por Candida tropicalis 

podemos citar as fosfolipases e as proteases.   

As fosfolipases formam um grupo heterogêneo de enzimas que compartilham a 

habilidade de hidrolisar uma ou mais ligações éster em glicerofosfolipídios. Todas as 

fosfolipases tem como substrato moléculas de fosfolipídios, porém cada enzima tem a 

habilidade de clivar uma ligação éster específica (GHANNOUM, 2000). Em geral, as 

fosfolipases são classificadas em cinco subclasses: A (PLA), A2 (PLA2), B (PLB), C (PLC) e 

D (PLD), dependendo da ligação éster específica que a enzima tem como alvo (PARK; DO; 

JUNG, 2013). 

Evidências indicam que fosfolipases podem contribuir para a penetração, injúria e 

lise às células do hospedeiro. A espécie C. albicans secreta variedades de fosfolipases B que 

estão relacionadas à virulência em modelos animais de candidíase (OKSUZ et al., 2007, 

GHANNOUM, 2000). A fosfolipase B é codificada por dois genes, PLB1 e PLB2, dos quais o 

gene PLB1 apresenta-se, até o momento, como o único fator importante que contribui para a 

atividade e virulência de fosfolipase em C. albicans (SAMARANAYAKE et al., 2005). A 

atividade das fosfolipases está provavelmente envolvida no processo de ruptura da membrana 

celular e invasão das células do hospedeiro, contribuindo para a penetração destes micro-

organismos (GHANNOUM, 2000; PARK; DO; JUNG, 2013).  

O método mais utilizado para a detecção de produção de fosfolipases é baseado no 

crescimento de leveduras em meio ágar Sabouraud dextrose acrescido de gema de ovo, uma 

rica fonte de fosfolipídios (Figura 6). Nos isolados positivos é possível observar a formação 
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de uma zona de precipitação densa ao redor da colônia, relacionada à quebra dos fosfolipídios 

em complexos de cálcio e ácidos graxos decorrente da ação enzimática (GHANNOUM, 2000; 

NEGRI et al., 2012a). 

 

 

FONTE: CEMM, 2013. 

Figura 6 - Avaliação da produção de fosfolipases 

extracelulares por cepas de Candida spp. em meio ágar 

gema de ovo. Observa-se a formação de uma zona 
esbranquiçada e opaca ao redor da colônia (seta), indicativa 

da produção da enzima. 

 

 

Espécies de Candida não-albicans são capazes de secretar fosfolipases, mas essa 

produção é relativamente inferior quando comparada a C. albicans (OKSUZ et al., 2007;  

SILVA et al., 2012). C. tropicalis também apresenta redução na produção de fosfolipases 

extracelulares in vitro quando comparada a C. albicans, sendo essa produção altamente 

dependente da cepa (SILVA et al., 2012; NEGRI et al., 2012a). Pouco se sabe sobre a 

produção de fosfolipases por C. tropicalis quando comparada a C. albicans. 

Outro importante fator de virulência de Candida é a produção das enzimas 

hidrolíticas denominadas proteases. As proteases são todas as enzimas que catalisam a 

clivagem das ligações peptídicas (CO-NH) das proteínas. Muitas espécies fúngicas secretam 

proteases quando crescidas em meio contendo proteína como fonte de nitrogênio (MONOD et 

al., 2002). Proteases são classificadas em dois grandes grupos dependendo do seu sítio de 

ação: exopeptidases e endopeptidases. Exopeptidases clivam a ligação peptídica no grupo 

amina (-NH2) ou carboxila (-COOH) terminal da proteína, enquanto endopeptidases clivam 

ligações peptídicas dentro de uma cadeia polipeptídica (DOS SANTOS, 2011).  
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Baseado na natureza do grupo funcional do sítio ativo e o tipo de mecanismo 

enzimático, as proteases são divididas em oito tipos: asparagina, aspática, cisteína, glutâmica, 

metalo, serina, treonina e desconhecido. Alternativamente, todas as proteases podem ser 

classificadas em ácidas, alcalinas (básicas) e neutras, de acordo com o pH ótimo no qual são 

ativadas (YIKE, 2011). 

Entre os potenciais fatores de virulência das espécies patogênicas de Candida, as 

proteinases aspárticas secretadas (Sap) têm sido objetivo de várias investigações (PARRA-

ORTEGA et al., 2009). As proteases aspárticas contêm dois resíduos Asp que ativam a 

molécula de água que medeia o ataque nucleofílico sobre a ligação peptídica. São, em sua 

maioria, ativadas em pH ácido (YIKE, 2011). Saps podem degradar um grande número de 

substratos celulares, incluindo proteínas estruturais e aquelas relacionadas às defesas 

imunológicas, tais como IgG de cadeias pesadas, α2-macroglobulina, proteína C3, β-

lactoglobulina, lactoperoxidase, colágeno e fibronectina (PICHOVÁ et al., 2001) 

Já foram identificados dez tipos diferentes de proteases aspárticas em C. albicans 

(Sap1-Sap10), quatro em C. tropicalis (Sapt1-Sapt4), oito em C. dubliniensis (Sapcd1-

Sapcd4; Sapcd7-Sapcd10) e três em C. parapsilosis (Sapp1-Sapp3) (PARRA-ORTEGA et al., 

2009). Os genes que codificam a produção de proteases aspárticas em C. tropicalis são 

designados SAPT1 a SAPT4 (SILVA et al., 2012). A observação da produção in vitro de 

proteases aspárticas por C. tropicalis é comumente feita com um meio contendo albumina 

sérica bovina (BSA) como fonte de nitrogênio (Figura 7) (NEGRI et al., 2012a).  

Estudos nos quais foi investigado o papel dos genes SAPT em infecção por C. 

tropicalis em epitélio oral humano reconstituído mostraram que todos os isolados de C. 

tropicalis foram capazes de expressar SAPT14 durante o processo de infecção. Entretanto, a 

alta capacidade de invadir e danificar tecidos dessa espécie parece não estar relacionada com 

a expressão do gene SAPT (SILVA et al., 2012). 
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FONTE: CEMM, 2013. 

Figura 7 - Avaliação da produção de proteases extracelulares 

por cepas de Candida spp. em meio ágar BSA. Observa-se a 

formação de uma zona clarificada ao redor da colônia (seta), 

que indica a produção da enzima. 

 

 

Além da produção de enzimas hidrolíticas, a capacidade de aderir e formar 

biofilmes em diferentes superfícies também é considerado um importante fator de virulência 

de Candida. Os biofilmes são comunidades microbianas que estão aderidas a uma superfície e 

envoltas em uma matriz extracelular polimérica, exibindo um fenótipo que é diferente das 

células planctônicas em relação à transcrição gênica, taxa de crescimento e resistência 

antifúngica. No meio ambiente, os micro-organismos são predominantemente encontrados na 

forma de biofilme em vez da sua forma planctônica (DONLAN, 2002; DOUGLAS, 2003; 

RAMAGE; MARTÍNEZ; LÓPEZ-RIBOT, 2006; TOURNU; VAN DIJCK, 2012). Fatores 

que contribuem para a formação do biofilme são a quantidade de nutrientes, moléculas de 

quorum-sensing e o contato com superfícies (FANNING; MITCHELL, 2012).  

As vantagens do biofilme para um micro-organismo incluem proteção contra o 

ambiente, resistência a estresses físicos e químicos, cooperação metabólica e regulação da 

expressão gênica baseada na comunidade (RAMAGE et al., 2012). O material extracelular 

complexo que compõe a matriz do biofilme tem papel fundamental na defesa contra células 

fagocitárias, age como suporte na manutenção da integridade do biofilme e forma uma 

barreira que impede a difusão das substâncias tóxicas (NEGRI et al., 2012a). Células sésseis 

de biofilme apresentam uma aumentada resistência a agentes antimicrobianos, bem como 

proteção contra as defesas do hospedeiro (RAMAGE; MARTÍNEZ; LÓPEZ-RIBOT, 2006). 
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Acredita-se que mais de 65% das infecções adquiridas no ambiente hospitalar estão 

relacionadas a biofilmes (WILLIAMS et al., 2011).   

Os biofilmes são a principal causa de infecções relacionadas a dispositivos 

médicos, sendo Candida as espécies fúngicas mais comumente isoladas dessas infecções. Já 

foram relatadas formações de biofilme em cateteres venosos centrais, cateteres urinários, 

dispositivos de diálise, aparelhos cardiovasculares, próteses de voz, implantes penianos, 

dentaduras e implantes oculares (MUKHERJEE; CHANDRA, 2004; RAMAGE; 

MARTÍNEZ; LÓPEZ-RIBOT, 2006; ESTIVILL et al., 2011). Essas infecções associadas a 

implantes são inerentemente difíceis de tratar e podem requerer terapia antifúngica a longo-

prazo e a remoção física do implante para controle da infecção (RAMAGE et al., 2012). 

Cepas de C. albicans, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. glabrata formadoras de 

biofilme estão associadas a uma alta taxa de mortalidade (ESTIVILL et al., 2011). C. 

tropicalis possui uma notável capacidade de aderir a superfícies abióticas, células humanas e 

tecidos (NEGRI et al., 2012a). Os isolados clínicos desta espécie são classificados como 

formadores prolíficos 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 

Galán-Ladero et al. (2013) reportam que cepas de C. tropicalis que apresentaram maior 

porcentagem de filamentação e hidrofobicidade de superfície celular apresentaram maior 

capacidade de formação de biofilme. 

Bizerra et al. (2008), estudaram o desenvolvimento, morfologia e sensibilidade a 

antifúngicos in vitro de biofilmes de C. tropicalis. O estudo mostrou que biofilmes maduros 

de C. tropicalis são constituídos de uma densa rede de células de leveduras e pseudo-hifas, 

além de apresentar alta resistência aos antifúngicos fluconazol e anfotericina B. No mesmo 

estudo foi verificado que as células sésseis do biofilme apresentaram uma superexpressão dos 

genes ERG11 e MDR1, responsáveis pela regulação da enzima lanosterol 14 α-demetilase e 

pela regulação de bomba de efluxo, respectivamente. Esses mecanismos podem contribuir 

para a resistência observada em biofilmes de C. tropicalis. 

 

 

 

 



30 

1.3.2. Resistência a Antifúngicos 

 

A resistência microbiana refere-se a não-sensibilidade de um fungo a um agente 

antifúngico em um teste de sensibilidade in vitro, no qual a concentração inibitória mínima 

(CIM) da droga excede o ponto de corte de sensibilidade daquele micro-organismo 

(KANAFANI; PERFECT, 2008). Embora as drogas antifúngicas usadas no tratamento clínico 

aparentam ser diversas e numerosas, são poucas as classes de antifúngicos atualmente 

disponíveis para o tratamento de infecções de mucosas ou sistêmicas por Candida spp. 

(SPAMPINATO; LEONARDI, 2013). 

Os antifúngicos utilizados na terapêutica contemporânea podem ser divididos de 

acordo com o sítio de atuação na célula fúngica em: inibidores da síntese do ergosterol 

(azólicos, derivados morfolínicos e alilaminas); alteração da permeabilidade da membrana 

celular por ligação ao ergosterol (derivados poliênicos); inibidores da síntese da parede 

celular (equinocandinas, nicamicina); inibição da síntese de ácidos nucleicos (flucitosina) e; 

inibição da síntese dos microtúbulos (griseofulvina) (KATHIRAVAN et al., 2012). 

Os azólicos, classe que inclui os imidazólicos (cetaconazol e miconazol) e os 

triazólicos (fluconazol, itraconazol e voriconazol), são drogas que exibem como mecanismo 

de ação a inibição da síntese do ergosterol, um importante esterol para a membrana celular 

fúngica, atuando diretamente contra a enzima lanosterol 14α-demetilase, um citocromo P450 

na via da biossíntese do ergosterol (BOSSCHE, 1997; WHITE; MARR; BOWDEN, 1998). 

São os antifúngicos mais utilizados na prática clínica, além de serem os mais estudados pela 

comunidade científica (VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 2012). 

Desde o início da década de 1990 foi observado uma aumento na resistência de 

isolados clínicos a drogas azólicas. Os mecanismos de resistência a derivados azólicos têm 

sido bem estudados em leveduras e podem ser divididos em quatro categorias: diminuição da 

afinidade pela molécula-alvo; aumento no número de cópias da molécula alvo; alteração na 

via da biossíntese do ergosterol após a ação dos azólicos e diminuição do acúmulo de azólicos 

no meio intracelular (KANAFANI; PERFECT, 2008; VANDEPUTTE; FERRARI; COSTE, 

2012; SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).  

Estudos realizados com espécies de Candida relacionadas a infecções humanas 

apontam um aumento na resistência desses micro-organismos aos derivados azólicos, sendo 

essa resistência relacionada principalmente ao agente triazólico fluconazol (COLOMBO et 

al., 2006; PFALLER; DIEKEMA, 2007; DA COSTA et al., 2009; PAM et al., 2012). O 

fluconazol é o antifúngico 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 resistência a esse fármaco. 

Dados da literatura mostram também um aumento na resistência de isolados de 

Candida spp. de origem animal, seja esses isolados apresentando-se como comensais e parte 

da microbiota ou causando algum tipo de infecção 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 resistência 

elevada aos derivados azólicos, como fluconazol e itraconazol.  

C. tropicalis foi considerada durante muito tempo uma espécie sensível ao 

fluconazol, sendo >95-98% das cepas sensíveis ao dervado azólico. Porém, nos últimos anos, 

houve um aumento da resistência a fluconazol por cepas de C. tropicalis em alguns centros 

onde foi observada resistência in vivo (falha terapêutica). Altos níveis de resistência ao 

itraconazol são raros, porém cepas apresentando resistência ao fluconazol requerem maiores 

concentrações inibitórias de itraconazol (CHAI; DENNING; WARN, 2010). Vários trabalhos 

mostram o aumento da resistência de C. tropicalis a drogas azólicas (DA COSTA et al., 2009; 

MENEZES; MENDES; CUNHA, 2009; KOTHAVADE et al., 2010; LI et al., 2013). 

Desenvolvimento de resistência ao fluconazol é particularmente observada em pacientes com 

aids, leucemia e tratamento intensivo. Por outro lado, resistência de C. tropicalis a 

anfotericina B é rara, sendo que poucas cepas demonstraram altos níveis de resistência a esse 

agente antifúngico (CHAI; DENNING; WARN, 2010). 

Vandeputte et al. (2005) realizaram um estudo com C. tropicalis resistente a 

azólicos e apontaram a superexpressão do gene CtERG11, que codifica a lanosterol 14α-

demetilase, associada com uma mutação missense deste gene como possível responsável pela 

resistência adquirida a azólicos. Além disso, também foi descrito o desenvolvimento in vitro 

de resistência a fluconazol em C. tropicalis ligada a uma super-regulação de dois genes de 

bombas de fluxo de multidrogas, CtMDR1 e CtCDR1 (BARCHIESI et al., 2000). 

Em um estudo do mecanismo de resistência a azólicos em isolados clínicos de C. 

tropicalis realizado por Jiang et al. (2013), ficou evidenciado um aumento na respiração 

celular nos isolados resistentes, porém não foi observada a superexpressão do gene 

mitocondrial CYTb, gene funcional da cadeia respiratória das mitocôndrias. Foi observado 

também superexpressão do gene ERG11, além de duas mutações missenses, Y132F e S154F, 

porém não houve superexpresão dos genes CDR1 e MDR1, demonstrando que a resistência a 

derivados azólicos em cepas de C. tropicalis está relacionada principalmente a super-
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regulações e mutações no gene ERG11. Apesar dos achados, pouco ainda se sabe sobre os 

mecanismos de resistência a azólicos em C. tropicalis. 
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2 PERGUNTAS DE PARTIDA 

 

1. Cepas de Candida tropicalis isoladas de animais apresentam resistência a antifúngicos 

de uso clínico? 

 

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

forma constitutiva? 

 

 

3 HIPÓTESES CIENTÍFICAS 

 

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

azólicos e a anfotericina B. 

 

2. Cepas de Candida tropicalis isoladas de animais produzem exoenzimas hidrolíticas 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 antifúngicos de uso clínico e a produção de fatores de virulência. 

 

 

4.2 Objetivos específicos 

 

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 azólicos fluconazol e itraconazol; 

 

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

isoladas de diferentes espécies animais. 

 

3. Avaliar a produção de biofilme das cepas de Candida tropicalis isoladas de diferentes 

espécies animais. 
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5 MATERIAL E MÉTODOS 

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 Ceará – 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), psitacídeos (arara-canidé, n=03; 

papagaio-verdadeiro, n=03; papagaio-do-mangue, n=02; periquito-da-caatinga, n=06), 

cetáceos (cachalote-anão, n=06), sirênios (peixe-boi-da-amazônia, n=03; peixe-boi-mainho, 

n=02), ema (n=06), cavalo (n=02) e camarão (n=01) (BRILHANTE et al., 2011; 

BRILHANTE et al., 2013; CORDEIRO et al., 2013). Os dados sobre as cepas estão 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 Ceará e 

encontravam-se estocados em solução salina a 4 ºC. A identificação das cepas foi baseada nas 

seguintes características fenotípicas: teste da urease em ágar ureia de Christensen (Difco 

Laboratories, Inglaterra); características micromorfológicas em meio ágar fubá-Tween 80, 

assimilação de carbono, assimilação de nitogênio e fermentação de carbono (DE HOOG, 

2000). Os isolados foram recuperados do estoque e plaqueados em meio cromogênico 

(HiCrome Candida Differential Agar – HiMedia Laboratories, Índia) Para a avaliação da 

pureza e viabilidade. Colônias puras foram, então, tranferidas para ágar batata dextrose e 

mantidas até o momento de uso. 

 

5.3 Teste de sensibilidade 

5.3.1 Drogas antifúngicas 

As cepas de C. tropicalis foram testadas frente aos antifúngicos anfotericina B 

(AMB) (Sigma Chemical Corporation, USA), itraconazol (ITC) (Janssen Pharmaceutica, 

Bélgica) e fluconazol (FLC) (Pfizer Pharmaceuticals, USA). As soluções-estoque dos 

antifúngicos foram diluídas em DMSO a 100%, exceto para fluconazol em que foi utilizada 

água destilada estéril, conforme protocolo M27-A3 padronizado pelo CLSI (CLSI, 2008). 



36 

Todas as drogas foram estocadas a -20 ºC e diluídas no momento de uso em meio RPMI 1640 

com L-glutamina e sem bicarbonato de sódio (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA), 

tamponado a pH 7,0 com 0,165 M de ácido morpholinepropanesulfonic (MOPS, Sigma 

Chemical Co.). Os antifúngicos foram testados nas concentrações preconizadas pelo 

documento citado anteriormente, com intervalos que variaram de 64 - 0,125 μg/mL para FLC 

e 16 - 0,0313 μg/mL para ITC e AMB. 

 

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

Espécie Sítio Anatômico Isolados (n) Total (n) 
    

Caprino 
(Capra aegragus hircus) 

cavidade nasal 23 

48 cavidade oral 21 

cavidade retal 4 
    

Ovino 

(Ovis ariesi) 

cavidade nasal 2 

14 cavidade oral 12 
cavidade retal 4 

    

Papagaio-verdadeiro 

(Amazona aestiva) 
cavidade oral 3 3 

    

Arara 
(Ara ararauna) 

inglúvio 2 
3 

cloaca 1 
    

Papagaio-do-mangue 

(Amazona amazonica) 

cavidade oral 1 
2 

inglúvio 1 
    

Periquito-do-sertão 

(Aratinga cactorum) 

cavidade oral 2 

6 papo 2 

cloaca 2 
    

Ema 
(Rhea americana) 

cavidade oral 1 
6 

cloaca 5 
    

Cavalo 

(Equus ferus caballus) 
cavidade nasal 2 2 

    

Peixe-boi-da-Amazônia 

(Trichechus inunguis) 

genital 1 

3 cavidade retal 1 
pele 1 

    

Peixe-boi-marinho 

(Trichechus manatus) 

cavidade nasal 1 
2 

genital 1 
    

Cachalote-anão 

(Kogia sima) 

espiráculo 2 

6 
genital 2 

cavidade oral 1 
cavidade retal 1 

    

Camarão 

(Macrobrachium amazonicum) 
trato digestivo 1 1 

    

Total 100 
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5.3.2 Inóculo fúngico 

Os inódulos de todas as cepas testadas foram preparados a partir de culturas de C. 

tropicalis previamente semeadas em ágar batata dextrose e incubadas por 24 horas a 35 ºC. 

No preparo do inóculo, colônias foram suspensas em 5 mL de solução salina estéril (0,9%) e a 

suspensão obtida foi ajustada até atingir a turbidez equivalente a 0,5 na escala de McFarland. 

Posteriormente, a suspensão obtida foi diluídas nas proporções 1:50 e 1:20 em meio RPMI 

para obtenção de um inóculo com concentração final de 0,5 a 2,5 x 10
3
 células/mL (CLSI, 

2008). 

 

5.3.3 Ensaio de microdiluição 

 

O teste de sensibilidade foi realizado por meio da técnica de microdiluição em 

caldo de acordo com documento M27-A3 (CLSI, 2008). O teste foi realizado utilizando 

microplacas de 96 poços. Alíquotas de 100 μL do inóculo final foram adicionadas às placas já 

contendo 100 μL de RPMI-1640 suplementado das drogas, distribuídas em diluições seriadas. 

Como controle de crescimento de cada cepa, foram utilizados poços contendo o inóculo e o 

meio RPMI sem a adição de droga. As placas foram incubadas a 35 °C por 48 horas. Todos os 

isolados foram testados em duplicata. Para a AMB, a concentração inibitória mínima (CIM) 

foi considerada como aquela capaz de inibir 100% do crescimento fúnfico visível quando 

comparado ao controle sem tratamento; para ITC e FLC, CIM foi definido como a menor 

concentração capaz de reduzir em 50% o crescimento fúngico, 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 µg/mL, ≥1,0 µg/mL, and ≥ 8,0 µg/mL foram considerados resistentes à AMB, ITC e 

FLC, respectivamente (CLSI, 2008; CLSI, 2012). 

 

5.4 Produção de fosfolipases 

 

A produção de fosfolipases foi avaliada como descrito por Sidrim et al. (2010). O 

meio utilizado foi o ágar gema de ovo, contendo ágar Sabouraud dextrose 2% adicionado de 1 

mol/L de cloreto de sódio, 0.05 mol/L de cloreto de cálcio e 8% de uma emulsão 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 refrigeração até momento de uso. As leveduras foram previamente crescidas em ágar 

batata dextrose por 24 h a 35 ºC. Após esse período, o inóculo das cepas foi preparado em 

solução salina estéril, atingindo uma concentração final de 4 na escala de McFarland. 5 µL de 

cada inóculo foram pipetados em discos de papel filtro esterilizados de aproximadamente 5 

mm, os quais foram depositados nas placas contendo o meio ágar gema de ovo. As placas 

foram, então, incubadas a 35 °C por 7 dias. A atividade enzimática (Pz) foi determinada 

colculando a razão entre o diâmetro da colônia fúngica e o diâmetro total, incluindo a colônia 

e a zona de precipitação. Pz = 1 indica que o isolado é negativo para a produção 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 Produção de proteases 

 

A produção de proteases foi avaliada como descrito por Aoki et al. (1994), com 

modificações. O meio utilizado foi o ágar albumina sérica bovina (BSA), composto de 2% de 

dextrose, 0,1% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, 0.25%  de K2HPO4, 0.02% de MgSO4 · 

7H2O, 1.5% de ágar bacteriológico 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 ºC. Após esse período, os tubos com crescimento em caldo 

foram centrifugados a 3000 rpm por 10 min e o sobrenadante foi descartado. O inóculo das 

cepas foi preparado em solução salina estéril a uma concentração final de 5 na escala de 

McFarland. 10 µL de cada inóculo foram pipetados em discos de papel filtro esterilizados de 

aproximadamente 5 mm, os quais foram depositados nas placas contendo o meio ágar BSA. 

As placas foram incubadas a 35 °C por até 5 dias. A atividade enzimática (Pz) foi 

determinada colculando a razão entre o diâmetro da colônia fúngica e o diâmetro total, 

incluindo a colônia e a zona de precipitação. Pz = 1 indica que o isolado é negativo para a 

produção de protease, enquanto Pz < 1 indica que o isolado é positivo para a produção da 

enzima (VIDOTTO et al., 2004). 

 

5.6 Formação de biofilme de C. tropicalis 

 

Para o teste de formação do biofilme por capas de C. tropicalis, o inóculo foi 

preparado conforme protocolo previamente descrito por Chatzimoschou et al. (2011), com 
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modificações. Cepas de C. tropicalis (n=68), aleatoriamente escolhidas, foram cultivadas em 

ágar Sabouraud por 48 h a 30 ºC. Posteriormente, as amostras foram transferidas para caldo 

Sabouraud e incubadas por 24 h a 30 ºC, sob agitação 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 (tampão fosfato-salino) estéril. As células foram, então, 

ressuspendidas em meio RPMI e a suspensão foi ajustada até atingir a concentração 1 x 10
6
 

células/mL e 200 µL do inóculo foram transferidos placas de poliestireno de 96 poços de 

fundo chato. As places foram incubadas a 37 ºC por 48 h sob agitação orbital de 150 rpm. 

Poços contendo apenas meio de cultura sem inóculo foram utilizados como controle negativo. 

Todos os experimentos foram realizados em triplicata. Após o tempo de incubação, o 

sobrenadante foi cuidadosamente aspirado e os poços lavados três vezes com PBS-Tween 

(0,05% de Tween 20 em PBS). Subsequentemente, os poços foram lavados com 100 µL de 

methanol 100% e o sobrenadante foi aspirado. Uma aliquota de 100 µL de cristal violeta a 

0.3% foi adicionado em cada poço. Após 20 minutos a 25 ºC, a solução corante foi aspirada e 

os poços foram lavados duas vezes com 200 µL de água destilada estéril. Finalmente, 150 µL 

de uma solução de ácido acetic a 33% foram adicionados aos poços corados e deixados por 30 

segundos. Após esse tempo, o volume foi transferido para uma nova placa de 96 poços, a qual 

foi lida imediatamente utilizando um espectrofotômetro a 590 nm para obtenão dos valores de 

OD. Os valores de ponto de corte (ODc) para o ensaio de formação do biofilme foi definido 

como três desvios padrões acima da média de OD590 nm do controle negativo. Todas as 

cepas foram classificadas, de acordo com Stepanovic et al. (2000), com modificações, como 

não produtores de biofilme (OD≤ODc), produtores fracos (ODc<OD≤2xODc), produtores 

moderados (2xODc<OD≤4xODc) e forte produtores (4xODc<OD). 

 

5.7 Análise estatística 

 

As características de sensibilidade a antimicrobianos e virulência entre cepas de 

diferentes grupos animais foram comparadas utilizando análise de variância one-way 

(ANOVA) e o pós-teste de comparação múltipla de Tukey. Os dados relativos às cepas 

isoladas de cavalo e camarão não foram representativos e, portanto, não foram incluídos na 

análise. As análises estatísticas foram realizadas com auxílio 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 à antifúngicos, não foi observada resistência à 

AMB entre nenhum dos isolados estudados. Entretanto, resistência aos derivados azólicos 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. Resistência a ambos os 

derivados azólicos foi detectada em 34/100 isolados (Tabela 1). 
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Tabela 1. Sensibilidade antifúngica in vitro de cepas de Candida tropicalis isoladas de 

diferentes espécies animais. 

Organismos 

(n) 
Drogas 

Resistência 

(n) 

CIM (µg/ml) 

MG Variação CIM50 CIM90 

Caprino 

(48) 

AMB 0 0,577 0,062-1,0 0,5 1,0 

FLC 19 4,689 0,25-64,0 2,0 64,0 

ITC 20 0,445 0,031-16,0 0,187 16,0 
       

Ovino 

(18) 

AMB 0 0,481 0,25-1,0 0,5 1,0 

FLC 2 1,65 0,125-64,0 3,0 13,6 

ITC 2 0,081 0,031-16,0 0,031 16,0 
       

Psitacídeo 

(14) 

AMB 0 0,552 0,125-1,0 0,5 1,0 

FLC 9 10,25 0,5-64,0 12,0 64,0 

ITC 6 1,0 0,031-16,0 0,375 16,0 
       

Ema  

(6) 

AMB 0 0,445 0,25-0,5 * * 

FLC 3 5,657 0,5-64,0 * * 

ITC 2 0,5 0,031-16,0 * * 
       

Sirênio 

(5) 

AMB 0 0,378 0,25-0,5 * * 

FLC 2 6,063 0,5-64,0 * * 

ITC 3 1,149 0,031-16,0 * * 
       

Cetáceo 

(6) 

AMB 0 0,3536 0,125-1,0 * * 

FLC 2 2,0 0,25-64,0 * * 

ITC 2 0,28 0,031-16,0 * * 
       

Cavalo 

(2) 

AMB 0 0,1767 0,125-0,25 * * 

FLC 2 64,0 64,0 * * 

ITC 2 16,0 16,0 * * 
       

Camarão 

(1) 

AMB 0 * 0,5 * * 

FLC 1 * 32,0 * * 

ITC 1 * 16,0 * * 
       

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

valores não calculados, 
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6.2 Produção enzimática  

 

No tocate a produção enzimática, 84 cepas foram positivas (Pz < 1) para a 

produção de proteases em meio ágar BSA com pH 5,0, enquanto 16 amostras foram negativas 

para a produção da enzima (Pz = 1). 20 cepas foram positivas (Pz < 1) para a produção de 

proteases em meio ágar BSA com pH 3,5, enquanto 30 isolados foram negativos (Pz = 1). No 

que diz respeito à produção de fosfolipases em meio ágar gema de ovo, 08 cepas foram 

consideradas positivas (Pz < 1), das quais 03 foram fortemente positivas (Pz < 0.64), 

enquanto 92 não apresentaram a produção de fosfoipases (Pz = 1). Os resultados relativos à 

produção enzimática pelas cepas de C. tropicalis estão apresentadas na Tabela 2. 
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6.3 Formação de biofilme  

 

O ensaio de formação 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>4xODc), moderadas produtoras 

(12/68) (2xODc<OD≤4xODc), fracas produtoras (09/68) (xODc<OD≤2xODc) e não 

produtoras (04/68) (OD≤ODc). Os resultados referentes à produção de biofilme estão 

dispostos na Tabela 2.  
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Tabela 2. Produção de fatores de virulência in vitro por cepas de Candida tropicalis 

isoladas de diferentes espécies animais. 

Organismo 

(n) 

Protease 
Fosfolipase Biofilme 

pH 5,0 pH 3,5 

Caprino 

(48) 

+ (47/48) 

– (1/48) 

+ (6/15) 

– (9/15) 

++ (3/48) 

± (1/48) 

– (44/48) 

++ (12/27) 

± (7/27) 

f (7/27) 

– (1/27) 
     

Ovino 

(18) 

+ (5/18) 

– (13/18) 

+ (1/5) 

– (4/5) 

± (4/18) 

– (14/18) 

++ (2/7) 

± (1/7) 

f (1/7) 

– (3/7) 
     

Psitacídeos 

(14) 
+ (14/14) 

+ (1/11) 

– (10/11) 
– (14/14) 

++ (12/14) 

± (2/14) 

     

Ema 

(6) 
+ (6/6) 

+ (1/5) 

– (4/5) 
– (6/6) ++ (6/6) 

     

Sirênios 

(5) 
+ (5/5) 

+ (2/5) 

– (3/5) 
– (5/5) 

++ (4/5) 

f (1/5) 

     

Cetáceos 

(6) 
+ (6/6) + (6/6) – (6/6) ++ (6/6) 

     

Cavalo 

(2) 

+ (1/2) 

– (1/2) 
– (2/2) – (2/2) 

++ (1/2) 

± (1/2) 

     

Camarão 

(1) 
– (1/1) – (1/1) – (1/1) ± (1/1) 

     

++ - forte positivo; + - positivo; ± - moderado positivo; f - fraco positivo; – - negativo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



45 

7. DISCUSSÃO 

Animais podem atuar como reservatórios de leveduras e fungos leveduriformes 

patogênicos (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 patógenos quando há alterações nas defesas do hospedeiro ou 

alterações no microambiente da pele (PRADO et al., 2008). Essa espécie pode apresentar um 

potencial maior para disseminação em pacientes neutropênicos do que C. albicans e outras 

espécies de CNA (NEGRI et al., 2012). Sob estas circunstâncias, esses animais podem 

apresentar algumas implicações na saúde humana. Por tanto, o estudo das características 

fenotípicas 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 

antifúngicos clássicos, não foi observada resistência à AMB, mostrando, assim, que isolados 

de origem veterinária respondem a essa droga de maneira similar àquela 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 resistência à AM B em C. tropicalis é bastante rara, 

mas não impossível de ocorrer. Frequentemente, a resistência à AMB é causada por 

decréscimo na quantidade de esgosterol (alvo da droga) na membrana plasmática. Além disso, 

a resistência também pode ser causada por mudanças na estrutura molecular do lipídeo alvo, o 

que acarreta uma diminuição da capacidade de ligação da AMB à sua molécula alvo (DA 

COSTA et al., 2009).  

A resistência de C. tropicalis a derivados azólicos 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 azólicos azoles. Nos 

últimos anos, vários estudos têm mostrado um aumento da resistência de C. tropicalis a 

derivados azólicos, tanto de cepas de origem veterinária 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 superexpressão do gene CtERG11 associada com mutações missenses já foram 

descritas como mecanismos de resistência em isolados clínicos de C. tropicalis 

(VANDEPUTTE et al., 2005). Esse pode ser um dos mecanismos implicados na resistência de 

cepas de C. tropicalis isoladas de animais. Além disso, desenvolvimento in vitro de 

resistência ao FLC em C. tropicalis relacionada ao aumento da regulação de dois genes que 
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codificam bombas de efluxo multidrogas, CtMDR1 e CtCDR1, já foi anteriormente descrito 

(BARCHIESI et al., 2000). A presença de bombas de efluxo pode representar um mecanismo 

de resistência importantes em isolados veterinários. Estudos posteriores analisando aspectos 

fenotípicos e genotípicos são necessários para melhor entendimento dos mecanismos de 

resistência que levam à redução da sensibilidade a derivados azólicos em cepas de C. 

tropicalis origem veterinária. 

As taxas de resistência a derivados azólicos em cepas de C. tropicalis isoladas de 

animais encontradas neste estudo foram maiores que as taxas de resistência encontradas em 

estudos com isolados humanos. (YANG et al., 2004; DA COSTA et al., 2009; NEGRI et al., 

2012; DE FREITAS et al., 2013). Não se sabe ao certo quais motivos podem ter levado ao 

desenvolvimento de resistência em isolados de animais que nunca receberam tratamento 

antifúngico com derivados azólicos. É importante frizar que C. tropicalis é prevalente em 

solos enriquecidos e ambientes aquáticos (YANG et al., 2012). De acordo com Yang et al. 

(2012), o uso de compostos azólicos neste ambientes, principalmente compostos utilizados na 

prática agrícola, possivelmente seleciona organismos que exibem sensibilidade reduzida a 

drogas. Os animais podem entrar em contato com estes micro-organismos resistentes, os quais 

podem permanecer como parte de sua microbiota e, eventualmente, podem ser transmitidos 

por meio de contato direto ou fômites para o homem.  

O estudo da atividade enzimática de cepas de C. tropicalis  se torna relevante uma 

vez que tais fatores de virulência (fosfolipases e proteases) podem apresentar importante 

papel na invasão e persistência do micro-organismo patogênico nos tecidos do hospedeiro 

debilitado (PICHOVÁ et al., 2001; PARK et al., 2013) Isolados humanos de C. tropicalis de 

diferentes sítios anatômicos parecem apresentar abilidade reduzida para a produção de 

fosfolipases extracelulares in vitro quando comparado a cepas de C. albicans, quando 

empregada a metodologia utilizando crecimento das leveduras em ágar 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 produção de fosfolipases. Os dados encontrados 

são 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 presença das enzimas 

extracelulares (utilização de ágar gema de ovo) não apresenta grande acurácia, especialmente 

quando esta técnica é comparada com métodos moleculares que podem detectar expressão de 

genes relacionados à expressão dessas enzimas (NEGRI et al, 2010). Este fato pode explicar a 
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razão pela qual foram encontrados poucos isolados produtores de fosfolipase em nossa 

avaliação. Além disso, ensaios radiométricos e colorimétricos específicos podem ser 

utilizados para determiner a atividade enzimática de isolados que apresentam baixos níveis de 

fosfolipases extracelulares secretadas (GHANNOUM, 2000). 

C. tropicalis apresenta atividade enzimática proteolítica in vitro em meio 

contendo BSA como fonte de nitrogênio (DA COSTA et al., 2009). Nossos dados revelaram 

que isolados de C. tropicalis de origem veterinária apresentam ata capacidade de produção de 

proteases secretadas em meio ágar BSA com pH 5,0, resultado esse superior aos encontrados 

para o meio ágar 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 ótimo no qual essas enzimas são 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 oposição, outros autores encontraram que somente alguns isolados de C. 

tropicalis foram positivos para a produção enzimática 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 deverão ser realizados para verificar quais são os tipos de 

proteases produzidas pelos isolados utilizados neste estudo. 

A produção de biofilme é considerada um importante fator de virulência de 

espécies de Candida (WILLIAMS et al., 2011). Biofilmes são a principal causa de infecções 

relacionadas a dispositivos medicos implantados (MUKHERJEE; CHANDRA, 2004; 

ESTIVILL et al., 2011). Estas infecções associadas a implantes são inerentemente difíceis de 

tartar e podem requerer terapia antifúngica de longo prazo e remoção do implante para 

controle da infecção (RAMAGE et al., 2012). Dados da literatura mostram que C. tropicalis 

isoladosde pacientes humanos apresentam uma notável capacidade de formação de biofilme, 

com taxas de produção geralmente atingindo 100% (NEGRI et al., 2010; ESTIVILL et al., 

2011; GALÁN-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 adesão e formação de biofilme.  
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Os resultados obtidos mostram que cepas de C. tropicalis isoladas de diversas 

espécies animais apresentam elevadas taxas de resistência a derivados azólicos, tendo 

implicância no tratamento de infecções que possam acometer animais que passem pode 

desequilíbrio na relação parasito-hospedeiro. Além disso, a capacidade de produção de fatores 

de virulência, como fosfolipases, proteases e a habilidade de formação de biofilmes, implicam 

que estes micro-organismos apresentam ferramentas necessárias para invasão, implantação e 

persistência nos tecidos do hospedeiro que apresentar imunocomprometimento, tanto animais 

como seres humanos que estão diretamente envolvidos com esses animais. 
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8 CONCLUSÕES 

 

Os resultados obtidos com cepas de C. tropicalis isoladas de diferentes espécies 

animais apresentaram elevadas taxas de resistência aos derivados azólicos itraconazol e 

fluconazol. Além disso, foi observada uma elevada produção de biofilme, importante fator de 

virulência para o estabelecimento de infecções. Outros fatores de virulência estudados 

mostraram a capacidade de produção das enzimas fosfolipase e protease por cepas de C. 

tropicalis isoladas de animais. Esses resultados tornam-se pertinentes, mostrando um 

potencial risco á saúde animal, uma vez que essas leveduras podem sair do estado comensal e 

causar enfermidade em animais imunocomprometidos. 
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9 PERSPECTIVAS 

 

Estudos deverão ser realizados para a análise dos mecanismos que levam a 

resistência aos derivados azólicos de cepas de C. tropicalis isoladas de animais, assim 

também como análise do potencial patogênico dessas cepas em modelos de infecção in vivo. 

Outros fatores de virulência dessas cepas, como produção de fatores hemolíticos e adesão à 

superfícies celulares, poderão ser avaliados para uma melhor compreensão dos mecanismos 

utilizados por estas cepas para implantar a infecção.  
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Apêndice A – Tabela 1 – Distribuição das cepas de C. tropicalis por espécie animal, 

expressão de fatores de virulência e perfil de sensibilidade antifúngica. 

Cepa Origem 

Produção 

de protease 

(pH 5,0) 

Produção 

de protease 

(pH 3,5) 

Produção 

de 

fosfolipase 

Produção de 

biofilme 

Concentração Inibitória 

Mínima (µg/mL) 

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 1R 1 
4C12SRA Caprino + * - * 1 1R 8R 
4C13SNA Caprino + + ++ Forte 0,5 16R 64R 
4C13SOA C1prino - * - Fraco 1 0,125 16R 

4C15SOA1 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 + * - * 0,25 0,0625 1 
4C21SNA Caprino + - - Forte 1 0,0625 0,25 
4C21SOA Caprino + * - * 0,25 0,0625 0,5 
4C22SNA Caprino + + - Forte 1 0,5 64R 
4C22SOA Caprino + * - Moderado 0,5 16R 4 
4C23SNA Caprino + + + Forte 0,5 2R 64R 
4C23SOA Caprino + * ++ Forte 0,5 16R 64R 
4C24SNA Caprino + - - Não produtor 0,5 0,125 2 

4C24SOA Caprino + * - * 1 1R 32R 
4C25SNA Caprino + * - * 0,25 0,03125 1 
4C25SOA Caprino + - - Forte 1 16R 64R 
4C26SNA Caprino + * - * 0,25 0,125 2 

4C27SNA Caprino + * - * 1 0,03125 0,5 

4C27SOA Caprino + - - * 0,25 0,0625 1 

4C27SRA Caprino + * - Forte 1 1R 8R 

4C29SNA Caprino + * - Moderado 1 1R 64R 

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 + * - Fraco 0,5 1R 4 

4C3SOA Caprino + + - Forte 0,25 16R 64R 

4C3SRA Caprino + * - * 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 64R 

4C7SOA Caprino + * - * 0,5 0,125 1 

4C8SNA Caprino + * - Fraco 1 0,0625 2 

4C8SOA Caprino + - ++ Forte 0,5 16R 64R 

1O2SOA Ovino + * - * 0,5 0,5 64R 

1O5SOR Ovino + * - * 0,25 0,125 0,5 

5O9SOL Ovino - * - * 1 0,03125 4 

6O10SOA1 Ovino + * - Moderado 0,25 0,25 4 

6O2SNA Ovino - + + Fraco 0,5 0,03125 4 

6O2SOA Ovino - * - * 0,5 0,01325 4 

6O3SOA Ovino + * - * 0,25 0,03125 0,5 

6O4SOA Ovino - + - Forte 0,5 0,03125 0,125 

6O5SOA Ovino - * - * 0,5 0,03125 0,125 

6O5SRA1 Ovino - * - Não produtor 0,25 0,03125 2 

6O6SNA Ovino - * - * 0,5 0,03125 4 
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Tabela 1 – Distribuição das cepas de C. tropicalis por espécie animal, expressão de fatores de 

virulência e perfil de sensibilidade antifúngica. (Continuação) 

Cepa Origem 

Produção 

de protease 

(pH 5,0) 

Produção 

de protease 

(pH 3,5) 

Produção 

de 

fosfolipase 

Produção de 

biofilme 

Concentração Inibitória 

Mínima (µg/mL) 

AMB ITC FLC 

6O6SOA1 Ovino - * + * 0,5 0,03125 4 
6O6SRA Ovino - - - * 0,5 0,03125 2 
6O7SOA Ovino - * + Não produtor 1 16R 2 
6O7SRA Ovino - + - Forte 0,5 0,03125 0,125 
6O8SOA Ovino - * - * 1 0,03125 4 
6O9SOB2 Ovino + * - * 0,5 0,03125 0,125 
6O9SRA Ovino - + + Não produtor 0,5 16R 8R 

PAP BICO AZUL Psitacídeo + - - Forte 0,5 16R 64R 

PVO30-A Psitacídeo + - - Forte 0,5 0,03125 0,5 
PVO34-A Psitacídeo + - - Forte 1 16R 64R 

AP9-A Psitacídeo + - - Forte 1 16R 64R 
AC2-A Psitacídeo + - - Forte 1 0,125 1 
AP7-A Psitacídeo + - - Forte 1 16R 64R 

PMO4-A Psitacídeo + + - Forte 0,125 0,03125 0,5 
PMP5-A Psitacídeo + - - Forte 1 16R 64R 
PSO16-A Psitacídeo + - - Forte 0,25 0,25 8R 
PSC16-A Psitacídeo + * - Moderado 1 0,25 16R 

PSP17-A Psitacídeo + - - Forte 0,25 0,125 8R 
PSC18-A Psitacídeo + - - Forte 0,5 0,5 4 
PSO35-A Psitacídeo + * - Forte 0,5 16R 32R 
PSP39-A Psitacídeo + * - Moderado 0,5 0,125 4 

1C Ema + * - Forte 0,5 0,0625 0,5 
4BMA Ema + - - Forte 0,5 0,5 32R 
4CV Ema + - - Forte 0,25 0,03125 0,5 

7CTA Ema + - - Forte 0,5 16R 64R 

9CPL Ema + - - Forte 0,5 0,0625 1 
29CMA Ema + + - Forte 0,5 16R 64R 

14G1 Sirênio + - - Forte 0,5 8R 64R 
14R1 Sirênio + + - Forte 0,5 16R 64R 

31P1 Sirênio + - - Fraco 0,25 0,5 2 

57N Sirênio + + - Forte 0,5 0,03125 0,5 

59G Sirênio + - - Forte 0,125 1R 2 

556E Cetáceo + + - Forte 0,25 16R 8R 

556G Cetáceo + + - Forte 0,5 16R 64R 

586E Cetáceo + + - Forte 0,25 0,03125 0,5 

586G Cetáceo + + - Forte 0,125 0,03125 0,125 

586O Cetáceo + + - Forte 0,5 0,03125 2 

586R Cetáceo + + - Forte 1 0,0625 0,5 

3NA Cavalo - - - Forte 0,125 16R 64R 

18NA Cavalo + - - Moderado 0,25 16R 64R 

TDN 34L Camarão - - - Moderado 0,5 16R 32R 

ITC – itraconazol; FLC – fluconazol; AMB – anfotericina B; + – positivo; ++ – fortemente positivo; - – 

negativo; R – resistência ao antifúngico; * – teste não realizado 
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APÊNDICE B – Artigo Publicado 
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I. MEIOS DE CULTURA 

 

1 Ágar gema de ovo 

Água destilada 276 mL 

Ágar Sabouraud 2% 14,1 g 

Cloreto de sódio (NaCl) 16,1 g 

Cloreto de cálcio(CaCl2) 0,2g 

Emulsão de gema de ovo 30% 24 mL 

Emulsão de gema de ovo: 

Água destilada 21 mL 

Gema de ovo 9 mL 

 

Dissolver o Ágar Sabouraud 2%, o NaCl e o CaCl2 em 276 mL de água destilada. 

Autocalvar o meio, por 15 minutos, a 121 °C e resfriar até 50°C. Acrescentar 24 mL da emulsão de 

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

 

2 Ágar albumina sérica bovina (BSA) 

Água destilada 150 mL 

Dextrose 4 g 

Cloreto de sódio (NaCl) 1 g 

Fosfato dipotássico (K2HPO4) 0,5 g 

Sulfato de magnésio (MgSO4 7H2O) 0,04 g 

Extrato de levedura 0,2 g 

Ágar bacteriológico 3 g 

Solução de albumina sérica bovina: 
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Água destilada 50 mL 

Albumina sérica bovina 0,5 g 

 

Dissolver a dextrose, o NaCl, o extrato de levedura, o K2HPO4 0,5 g e o MgSO4 7H2O em 150 mL de 

água destilada e ajustar o pH desejado utilizando HCl. Adicionar o agar bacteriológico e autoclavar o 

meio, por 15 minutos, a 121 °C e resfriar até 50°C. Acrescentar 50 mL da solução de albumina bovina 

previamente esterilizada por filtração e homogeneizar o meio. Distribuir imediatamente em placas de 

Petri estéreis. 

 

II. SOLUÇÕES 

 

1 Tampão PBS (Phosphate Buffered Saline) acrescido de 0,05% de Tween 20 

Cloreto de sódio - NaCl 8 g 

Cloreto de potássio - KCl 0,2 g 

Fosfato de sódio dibásico - Na2HPO4 1,44 g 

Fosfato de potássio monobásico - KH2PO4 0,24 g 

Água deionizada 800 mL 

Tween 20 500 µL 

Água destilada 1000 mL 

 

Dissolver todos os sais em 800 mL de água deionizada. Ajustar o pH para 7,4 utilizando 

solução de ácido clorídrico 1 mol/L e acrescentar 500 µL de Tween 20, em seguida completar para 

1000 mL com água destilada. 

 

2 Solução de cristal violeta 0,3% 

Cristal Violeta em pó 2 g 

Álcool etílico 95% 20 mL 
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Oxalato de amônio 0,8 g 

Água destilada 80 mL 

Água destilada estéril 8,5 mL 

Solução A: dissolver 2 g de cristal violeta em 20 mL de álcool etílico 95% 

Solução B: dissolver 0,8 g de oxalato de amônio em 80 mL de água destilada 

 

Misturar as soluções A e B para o preparo da solução-mãe de cristal violeta a 2%. 

Esterilizar por autoclavação a 121°C por 15 minutos. Para o preparo de 10 mL da solução de cristal 

violeta a 0,3%, adicionar 1,5 mL da solução-mãe em 8,5 mL de água destilada estéril. 

 

2.3 Solução de ácido acético 33% 

Água deionizada 67 mL 

Ácido acético P.A. 33 mL 

 

Adicionar 33 mL de ácido acético em 67 mL de água deionizada. 

 

 

 


