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RESUMO

O objetivo desse trabalho foi isolar fungos de sirénios e cetaceos no Brasil, visando investigar
aspectos fenotipicos, genotipicos, diagndsticos e de viruléncia. Para tanto, foi coletado, com
swabs estéreis, material da cavidade oral, narina/espiraculo, abertura genital e/ou reto de 104
animais, incluindo 50 peixes-bois-da-Amazonia (Trichechus inunguis), 33 peixes-bois-marinho
(T. manatus), 13 botos-vermelhos (Inia geoffrensis), trés cachalotes-ando (Kogia sima), dois
golfinhos-cabeca-de-meldo (Peponocephala electra), um cachalote-pigmeu (K. breviceps), um
cachalote (Physeter macrocephalus) e uma baleia-jubarte (Megaptera novaeangliae). Dentre
estes animais, um peixe-boi-da-Amazonia e oito peixes-boi-marinho apresentaram lesdes
suspeitas de micose cutanea, sendo realizados raspados de pele. Os swabs foram semeados em
placas contendo &gar Sabouraud com cloranfenicol, mantidas a 37°C por cinco dias, enquanto
as escamas de pele foram semeadas em tubos contendo agar Sabouraud com cloranfenicol a
25°C por dez dias. As leveduras isoladas foram identificadas através de provas bioquimicas,
micromorfologia, sistema automatizado Vitek, PCR, RFLP e/ou sequenciamento, enquanto 0s
fungos filamentosos foram identificados pela macro e micromorfologia. As cepas de Candida
spp. (n=114) obtidas foram submetidas ao teste de microdiluicdo em caldo para avaliacdo do
perfil de sensibilidade aos antiflingicos itraconazol, fluconazol e anfotericina B e aos testes de
producdo de fatores de viruléncia (fosfolipases, proteases e biofilme). Leveduras da espécie C.
albicans foram submetidas a tipagem molecular por MLST. Foram diagnosticados dois casos
de micoses superficiais cutaneas em sirénios, sendo uma levedurose mista por C. tropicalis e
Trichosporon asahii e um caso de feohifomicose por Bipolaris hawaiiensis, bem como um surto
de fusariose (Fusarium sp.). Foram isoladas 155 cepas, sendo 112 de T. inunguis (40 Candida
albicans, 14 C. parapsilosis sensu stricto, 3 C. metapsilosis, 4 C. orthopsilosis, 9 C.
guilliermondii, 3 C. pelliculosa, 2 C. tropicalis, 2 C. glabrata, 1 C. famata, 1 C. krusei, 1 C.
norvegensis, 1 C. ciferri, 22 Trichosporon sp., 6 T.asahii, 2 Rhodotorula sp., 1 Cryptococcus
laurentii), 29 de T. manatus (12 C. albicans, 4 C. tropicalis,4 C. famata, 3 C. guilliermondii,
1 C. krusei, 1 Rhodotorula sp., 2 R. mucilaginosa, 1 R. minuta, 1 Trichosporon sp.) e 14 de
cetaceos (6 C. tropicalis, 2 C. parapsilosis, 2 C. famata, 1 Candida sp., 3 Cryptococcus sp.).
As concentraces inibitdrias minimas (CIMs) para anfotericina B variaram de 0,03 a 1pg/mL,
nédo sendo observadas cepas resistentes. As CIMs de itraconazol e fluconazol variaram de 0,03
a 16 pg/ml e de 0,125 a 64 ug/ml, respectivamente, sendo constatada resisténcia a pelo menos
uma droga em 34,2% dos isolados, com destaque para C. albicans e C. tropicalis. Quanto aos
fatores de viruléncia testados, 50% produziram fosfolipases, com elevada frequéncia em C.
albicans; 50% produziram proteases, com maior prevaléncia em C. albicans e C. tropicalis; e
35% produziram biofilme em escalas variaveis, com maior prevaléncia em C. tropicalis e C.
orthopsilosis. A tipagem molecular foi realizada com 45 cepas de C. albicans, obtendo-se
gendtipos pertencentes a seis clados dentre os 18 existentes para a espécie, variando de acordo
com o hospedeiro e localizagdo geogréfica. Baseado no exposto, esse estudo representa uma
contribuicdo sistematica e multidisciplinar acerca da micologia de mamiferos aquéticos.

Palavras-chave: mamiferos aquaticos, leveduras, microbiota, resisténcia, tipagem molecular



ABSTRACT

The aim of this work was to isolate fungi from sirenians and cetaceans and to investigate
phenotypic, genotypic, diagnostics and virulence aspects. Sterile swabs were collected from the
oral cavity, nostrils/blowhole, genital and/or rectal opening from 50 Amazonian manatees
(Trichechus inunguis) and 33 Antillean manatees (T. manatus), 13 Amazon river dolphins (Inia
geoffrensis), three dwarf sperm whales (Kogia sima), two mellon-headed whales
(Peponocephala electra), one pigmy sperm whale (Kogia breviceps), one sperm whale
(Physeter macrocephalus) and one humpback whale (Megaptera novaeangliae). Among these
animals, skin scrapings were performed in one Amazonian manatee and eight Antillean
manatees with suspicious lesions of cutaneous mycosis. The swabs were plated into Sabouraud
agar plates containing chloramphenicol, maintained at 37 ° C for five days, while the skin
fragments were seeded in tubes containing Sabouraud agar with cloramphenicol at 25°C for ten
days. The yeasts were isolated and identified by biochemical tests, micromorphology, Vitek
system, PCR, RFLP and/or sequencing, as filamentous fungi were identified by macroscopic
and microscopic morphology. Strains of Candida spp. (n=114) were submitted to a
microdilution test for evaluation of sensitivity to the antifungal agents itraconazole, fluconazole
and amphotericin B, as well as virulence factors testing (phospholipases, proteases and biofilm).
Isolates of the species C. albicans were subjected to molecular typing by MLST. Two cases of
cutaneous superficial mycoses were diagnosed in sirenians: a case of mixed levedurosis by C.
tropicalis and Trichosporon sp., and a case of phaeohyphomycosis by Bipolaris hawaiiensis,
as well as an outbreak of fusariomycosis (Fusarium sp.). Were isolated 155 strains of yeasts,
being 112 from T. inunguis (40 Candida albicans, 14 C. parapsilosis sensu stricto, 3 C.
metapsilosis, 4 C. orthopsilosis, 9 C. guilliermondii, 3 C. pelliculosa, 2 C. tropicalis, 2 C.
glabrata, 1 C. famata, 1 C. krusei, 1 C. norvegensis, 1 C. ciferri, 22 Trichosporon sp., 6
T.asahii, 2 Rhodotorula sp. and 1 Cryptococcus laurentii), 29 from T. manatus (12 C. albicans,
4 C. tropicalis,4 C. famata, 3 C. guilliermondii, 1 C. krusei, 1 Rhodotorula sp., 2 R.
mucilaginosa, 1 R. minuta, 1 Trichosporon sp) and 14 from cetaceans (6 C. tropicalis, 2 C.
parapsilosis, 2 C. famata, 1 Candida sp., 3 Cryptococcus sp). In relation to susceptibility test,
minimum inhibitory concentrations (MICs) for amphotericin B ranged from 0.03 to 1pg/mL,
with no resistance to this drug. The itraconzole and fluconazole MICs ranging from 0.03 to 16
pug/ml and 0.125 to 64 pg/ml, respectively, being confirmed resistance to at least one drug in
34.2% of isolates, especially C. albicans and C. tropicalis. In relation to the virulence factors,
50% produced phospholipases with high frequence in C. albicans; 50%, produced proteases
with higher prevalence in C. albicans and C. tropicalis; and 35% produced biofilm at varying
scales, with higher prevalence in C. tropicalis and C. orthopsilosis. Molecular typing was
performed with 45 strains of C. albicans, yielding genotypes of six clades among the 18 existing
for the species, varying according to the host and geographic location. This study represents a
systematic and multidisciplinary approach in mycology of aquatic mammals.

Keywords: aquatic mammals, yeasts, microbiota, resistance, molecular typing.
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1.INTRODUCAO

Os mamiferos aquaticos, grupo formado pelos cetaceos, sirénios, pinipedes, algumas
espécies de mustelideos e pelo urso polar, habitam oceanos, mares, lagos, rios e estuarios de
todo o mundo, desde as regides tropicais aos polos. As caracteristicas anatémicas, fisioldgicas,
comportamentais, parametros de historia natural e de uso de habitats variam largamente entre
as distintas ordens, infraordens e familias, tornando o estudo desses animais um desafio para a
comunidade cientifica, mesmo nos dias atuais. Muitas espécies ainda sdo pouco conhecidas, o
que impossibilita uma avaliagdo precisa sobre 0 seu estado de conservagédo e ameagas que vem
sofrendo.

Os impactos das atividades humanas sobre os mamiferos aquéaticos datam de muitos
séculos, principalmente decorrentes da caca, o que culminou com a extingéo recente de algumas
espécies, como a vaca-marinha-de-Steller, o golfinho-do Yang-Tsé, a foca-monge-do-Caribe e
o0 ledo-marinho-japonés. Atualmente, os sirénios, os golfinhos de rio e a vaquita, (um pequeno
golfinho confinado ao Golfo da Califérnia) sdo os mamiferos aquaticos que enfrentam os riscos
de extincdo mais iminentes, porém outras espécies também se encontram bastante ameacadas.
A atividade pesqueira, a contaminagdo e degradacdo ambiental figuram entre as principais
ameacas, causando a morte de centenas de milhares de animais anualmente.

A reabilitacdo para fins de soltura na natureza representa uma importante ferramenta
para a conservacdo dos mamiferos aquaticos, principalmente de espécies ameacadas de
extincdo. No Brasil, o peixe-boi-marinho e o peixe-boi-da-Amazo6nia sdo as espécies mais bem
estudadas em cativeiro. A manutencdo desses animais no ambiente artificial requer grande
especializacdo dos profissionais, estruturas com dimensfes adequadas, boa qualidade de &gua
e boas praticas de manejo para que se mantenham saudaveis e aptos para retornar para o
ambiente natural apos prolongados periodos de reabilitacao.

O conhecimento sobre a sanidade dos sirénios e cetaceos é recente, sendo constante a
descoberta de novas doengas que acometem esses animais, bem como de novas técnicas
diagnosticas e formas de tratamento. As doencas infecciosas se destacam por representarem a
principal causa de mortalidade natural de individuos e afetarem populages. Diversas bactérias,
virus e fungos ja foram identificados como agentes etiologicos de infeccdes nesses animais. As
atividades antropicas podem colaborar para a ocorréncia dessas doengas, uma vez que
provocam estresse, imunossupressdo, diminuicdo da oferta de alimentos e maior exposicédo a

patdgenos, principalmente nos ambientes costeiros.
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Os microrganismos também desempenham importantes fun¢6es como constituintes da
microbiota, habitando as superficies corporais de praticamente todos os vertebrados. Estudos
sobre a microbiota de mamiferos aquaticos sdo escassos e limitados a poucas espécies de
hospedeiros, além de serem direcionados principalmente para a identificacdo de bactérias. A
avaliacdo dos niveis de resisténcia aos antimicrobianos de microrganismos desses animais ainda
é limitada, porém tem aplicabilidade potencial no monitoramento da contaminacéo e saude
ambiental.

Diante das lacunas de conhecimento sobre o papel dos fungos como constituintes da
microbiota e como agentes de infeccOes oportunistas, sobre a ocorréncia de resisténcia aos
antiflngicos e a viruléncia das cepas, bem como sobre a diversidade genética de leveduras
isoladas a partir de mamiferos aquéaticos no Brasil, esse estudo se propds a investigar tais
aspectos em sirénios, ordem que contém as principais espécies mantidas em cativeiro para fins

de conservagao no pais, e em cetaceos encalhados e de vida livre.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Generalidades sobre os sirénios e cetaceos

O termo mamiferos aquaticos é utilizado para designar os distintos taxa da Classe
Mammalia que apresentam uma dependéncia do meio aquatico para a realizacdo das suas
atividades vitais, como a alimentacdo e reproducdo. Cerca de 130 espécies sdo assim
classificadas, incluindo a Subordem Cetacea, formada pelos golfinhos, botos e baleias; a Ordem
Sirenia, constituida pelos peixes-bois e dugongos; e representantes da Ordem Carnivora, como
os da Subordem Pinipedia, composta pelas focas, morsas, lobos, ledes e elefantes marinhos; as
lontras e ariranhas da Familia Mustelidae e o urso-polar na Familia Ursidae (JEFFERSON et
al., 2008).

Todos esses animais evoluiram a partir de ancestrais terrestres, cuja transi¢do para o
ambiente aquatico exigiu adaptacdes anatdmicas e fisiologicas significativas no tocante a
natacdo, mergulho, manutencdo da temperatura, osmorregulacdo, navegacdo e alimentacéo
(ELSNER, 2002). Dentre os mamiferos aquaticos, apenas 0S sirénios e cetaceos sao
completamente adaptados a vida na agua, visto que os pinipedes, mustelideos e o urso polar
também utilizam o meio terrestre durante o nascimento dos filhotes e para a muda de pelos
(BERTA et al., 2006).

A Ordem Sirenia é composta por apenas quatro espécies viventes: 0s peixes-bois
(Trichechus manatus, T. inunguis e T. senegalensis), pertencentes a familia Trichechidae, e 0s
dugongos (Dugong dugon), membros da familia Dugongidae. S&o os Unicos mamiferos
aquaticos herbivoros, distribuindo-se em rios, estuarios e mares de regibes tropicais e
subtropicais de mais de 80 paises em cinco continentes (MARSH et al., 2011). No Brasil
ocorrem duas espécies, 0 peixe-boi-marinho (T. manatus), presente de forma descontinua no
litoral das regides norte e nordeste do pais, e 0 peixe-boi-da-Amazénia (T. inunguis), que se
distribui largamente na bacia amazonica (ICMBio, 2011a).

A subordem Cetacea esta dividida em duas infraordens viventes: Odontoceti,
representada por diversas especies de golfinhos e baleias, que tém como caracteristicas
principais a presenca de dentes e de um orificio respiratério; e Mysticeti, cujos representantes
sdo as baleias verdadeiras, que possuem barbatanas e dois orificios respiratorios. A maioria dos
odontocetos se alimenta de peixes e lulas, além de camardes, caranguejos e outros

invertebrados, enquanto os misticetos se alimentam de pequenos crustaceos e peixes (GEISLER
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& UHEN, 2005; GERACI & LOUNSBURY, 2005). Cerca de 89 espécies, classificadas em 14
familias, constituem essa subordem, distribuidas nos oceanos e mares de todo o mundo, além
de rios, lagos e estuarios (GEISLER & UHEN, 2005; JEFFERSON et al., 2008). No Brasil sdo
registradas 46 espécies de cetaceos, porém ha indicios de que outras podem ocorrer no litoral
brasileiro (ICMBIo, 2011b).

A maioria das espécies de mamiferos aquaticos esta exposta a diversas ameagas de
origem antrépica, como a captura acidental e intencional em aparelhos de pesca, caca,
contaminacéo por poluentes, derramamentos de 6leo, perda de habitat, ingestéo de lixo, colisdes
com embarcagdes, uso de sonares, prospeccdo sismica, dentre outras agcdes que provocam
elevados indices de mortalidade em todo o mundo (GERACI & LOUNSBURY, 2005;
FERNANDEZ et al., 2005). A deplecdo de espécies e populacdes levou ao reconhecimento,
pela comunidade cientifica, da necessidade de ado¢do de medidas para a conservacdo dos
mamiferos aquaticos, com os primeiros movimentos iniciados apenas no século 20 (REEVES,
2002). Em geral, a conservacgdo de animais selvagens requer o conhecimento sobre padrbes
biogeogréaficos, estruturas de comunidades, dinamica de populacdes e comportamento
individual. No entanto, outro fator essencial para o delineamento dessas medidas é a
compreensdo dos problemas de salde que afetam esses animais na natureza (DEEM et al.,
2001).

2.1.1 Aspectos sanitarios

Os mamiferos aquéaticos também estdo sujeitos a diversas injdrias naturais que afetam a
sua saude, tais como falhas reprodutivas, fome, traumas, infestagcBes parasitarias, infecgdes
microbianas, tumores, biotoxinas, predacdo, doencas metabdlicas, dentre outras (GERACI &
LOUNSBURY, 2002; BOSSART et al., 2004).

O conhecimento sobre a sanidade dos mamiferos aquaticos tem sido limitado tanto pelas
dificuldades inerentes ao seu estudo na natureza, como pelas suas caracteristicas bioldgicas
Unicas (GERACI & LOUNSBURY, 2002). Os encalhes representam uma importante fonte de
material bioldgico para avaliacdo da sanidade de populages selvagens. No entanto, a avaliacdo
de carcacas é limitada devido a auséncia de informaces sobre a historia de vida dos espécimes,
da regido geogréfica de origem e por representarem apenas uma parcela da mortalidade que
ocorre no mar (PELTIER et al., 2012).
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A base do conhecimento sobre a salde dos cetaceos e sirénios provem do cativeiro,
incluindo a determinacdo de parametros clinicos e hematoldgicos, perfis hormonais e
soroldgicos, diagnostico e tratamento de doencas infecciosas, parasitarias e ndo-infecciosas,
dentre outros (DIERAUF & GULLAND, 2001). Programas de captura para avaliacdo do status
de salde de algumas espécies de mamiferos marinhos selvagens sdo desenvolvidos em alguns
locais do mundo, principalmente com golfinhos-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) e peixe-
boi-da-Florida (T. manatus latirostris) nos Estados Unidos. No Brasil, destacam-se as capturas
cientificas de botos-vermelho (Inia geoffrensis) realizadas sistematicamente desde a década de
90 na Amaz6nia, nas quais sdo realizados estudos multidisciplinares sobre histéria natural,
ecologia, comportamento, fisiologia, taxonomia, genética populacional (DA SILVA &
MARTIN, 2000; GRAVENA et al. 2009) e, recentemente, sobre a sanidade desses animais.
Nessas ocasides sdo realizadas extensas coletas de material bioldgico para avaliacGes
hematolGgicas, bioquimicas séricas, soroldgicas, microbioldgicas, toxicologicas,
parasitoldgicas, imunoldgicas e hormonais, que possibilitam um conhecimento em escala
geografica e temporal sobre a situacdo de populacdes (BONDE et al, 2012; FAIR et al., 2014)

Métodos ndo-invasivos para avaliagdo da salde de cetaceos e sirénios vem sendo
empregados em diversos paises. Fotografias de animais em vida livre tem sido utilizadas para
diagndstico de lesbes cutaneas, sejam de origem infecciosa, de interacOes interespecificas e
intraespecificas, de predadores, bem como provocadas por agdes antropicas (ROTSTEIN et al.,
2009; GROCH, 2014). Outro método ndo-invasivo que vem sendo utilizado recentemente,
principalmente com grandes baleias na natureza, consiste no isolamento de microrganismos do
condensado do ar exalado para monitoramento de doencas respiratérias infecciosas, bem como
para avaliagdo da microbiota (ACEVEDO-WHITEHOUSE et al., 2010).

2.1.2 Estudos sobre a microbiota bacteriana e fungica

A microbiota consiste em comunidades complexas de microrganismos que habitam
superficies corporais de praticamente todos os vertebrados, relacionada filogeneticamente com
seus hospedeiros como resultado de milhGes de anos de co-evolucdo (HOOPER et al., 2012;
NELSON et al., 2015). Bacterias, arqueas, virus e fungos constituem essas comunidades, que
estdo distribuidas na pele e anexos, cavidade oral, vias aéreas, genitais e trato gastrintestinal
(RAJILIC-STOJANOVIC et al., 2013, CONSORTIUM HMP, 2012). Nos seres humanos, a

composicdo dessas comunidades € extremamente diversa e abundante, visto que existem cerca
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de 100 trilhGes de células microbianas em comparacao com 10 trilhes de células humanas num
individuo (KNIGHTS et al., 2011; CONSORTIUM HMP, 2012).

A formacédo da microbiota dos mamiferos se inicia no momento do nascimento. Os
animais viviparos nascem de um ambiente uterino estéril e rapidamente sdo colonizados no
canal do parto pela microbiota vaginal da mde. A medida que se desenvolvem, relacbes
ecologicas complexas levam a colonizagdo dos individuos por uma grande diversidade de
microrganismos que irdo constituir a microbiota. Todos os individuos saudaveis carreiam uma
microbiota residente, que é aquela constituida por microrganismos encontrados com
regularidade numa faixa etéria, em determinada area, recomposta facilmente ap6s perturbacdes;
e a microbiota transitdria, que é formada por microrganismos nao-patogénicos ou oportunistas,
gue permanecem em determinada area por tempo limitado, ndo provocando doenca e nao se
estabelecendo definitivamente (DOMINGUEZ-BELO et al., 2010; ROSENTHAL et al., 2011).

No intestino, esses microrganismos utilizam componentes indigeriveis dos alimentos e
substratos derivados de seus hospedeiros (muco, enzimas e células epiteliais) e 0s convertem
em varios metabolitos. Os efeitos desses metabdlitos microbianos podem ser tanto de promocéo
da saude, incluindo uma melhor digestéo, a sintese de vitaminas, a inibi¢do do crescimento de
patdogenos e a imunoestimulacdo, como prejudiciais, uma vez que podem sintetizar
componentes carcinogénicos e toxinas, e contribuir para o desenvolvimento de diarreia,
constipacdo e infecgdes intestinais (RAJILIC-STOJANOVIC et al., 2013). Nos animais
herbivoros, a energia produzida pelo metabolismo dos microrganismos corresponde a uma
grande porcentagem do requerimento calorico diario, equivalente a cerca de 70% nos
ruminantes, por exemplo (BERGMAN, 1990). Na pele, o 6rgdo mais exposto em todos 0s
animais, 0s microrganismos comensais possuem importante papel para a formagéo de barreiras
fisicas, inibicdo do crescimento de patdgenos por meio da competicdo por nutrientes e espaco,
producédo de componentes antimicrobianos e estimulagdo da resposta imune contra patégenos
(SANFORD & GALLO, 2013)

Os primeiros estudos sobre a caracterizacdo da microbiota de mamiferos aquéaticos
datam da década de 80, utilizando técnicas classicas de cultivo microbiologico (VEDROS et
al., 1982). Nos ultimos anos, técnicas moleculares, como pirosequenciamento, também vem
sendo utilizadas para identificagdo do grande nimero de microrganismos que compdem a
microbiota dos seres humanos e de animais, incluindo peixes-bois, dugongos, golfinhos e
grandes baleias (EIGELAND et al., 2012; LIMA et al., 2012; MERSON et al., 2013; APPRILL

etal., 2014).
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Os primeiros estudos sobre a microbiota de sirénios foram realizados por Vergara-
Parente et al. (2003), que descreveram a composicao da microbiota do trato respiratério superior
de T. manatus no Brasil, sendo isolados sete géneros e 24 espécies de bactérias, sem isolamento
de leveduras. Nesse estudo foi observada uma diferenca qualitativa e quantitativa de bactérias
provenientes de animais mantidos em cativeiro, com maior predominancia de Gram-negativas,
quando comparados com espécimes mantidos em sistema de cativeiro no ambiente natural, nos
quais predominaram as Gram-positivas, demonstrando a influéncia dos fatores ambientais sobre
as comunidades microbianas. Attademo (2014) identificou 17 espécies e géneros de bactérias
da microbiota das cavidades naturais de T. manatus, também no Brasil. Tsukinowa et al. (2008),
obtiveram sequéncias de DNA de bactérias pertencentes a seis filos, com elevada prevaléncia
de Firmicutes, na microbiota fecal de um dugongo, sugerindo inclusive a descoberta de
bactérias nunca antes identificadas.

Eigeland et al. (2012) e Merson et al. (2013) utilizaram o pirosequenciamento para
identificar a microbiota intestinal de D. dugong e T. manatus na Australia e Flérida,
respectivamente. Obtiveram 106 e 2027 unidades taxondmicas operacionais de bactérias,
respectivamente, com prevaléncia similar dos filos Firmicutes e Bacteroides nas duas espécies.
Os géneros Roseburia, Clostridium, Bacteroides, Sedimentibacter e Ruminococcus foram
predominantes nos dugongos selvagens, que apresentaram microbiota mais diversa do que
animais de cativeiro, e com diferentes composi¢des entre animais de faixas etarias distintas
(EIGELAND et al., 2012). No peixes-bois-da Florida o género Clostridium foi o mais
prevalente e a microbiota intestinal se mostrou influenciada pela estacdo do ano e
disponibilidade de alimentos (MERSON et al., 2013).

Dentre os cetaceos, o golfinho-nariz-de-garrafa (T. truncatus) é a espécie mais bem
estudada e que possui sua microbiota melhor caracterizada, tanto em populacdes de vida livre,
como em cativeiro (BUCK et al., 2006; AVALOS-TELEZ et al., 2010; LIMA et al., 2012).
Buck et al. (2006) caracterizaram a microbiota respiratoria e fecal de T. truncatus capturados
na Florida para avaliacdo da saude durante doze anos, demonstrando elevada prevaléncia de
Vibrio alginolyticus, Vibrio damsela, Escherichia coli, Staphylococcus spp. e Pseudomonas sp.
Em estudo similar realizado por Morris et al. (2011) em outras regifes dos Estados Unidos, as
bactérias mais prevalentes foram Plesiomonas shigelloides, Aeromonas hydrophila, E. coli,
Pseudomonas fluorescens. Clostridium perfringens, Bacillus sp. e estafilococos coagulase-

negativos. LIMA et al. (2012), avaliaram a microbiota respiratoria por método ndo-invasivo em
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Tursiops spp. de cativeiro e encontraram 3441 unidades taxondmicas operacionais de 19 filos
de bactérias, com elevada prevaléncia de Sutonella sp.

O pirosequenciamento também tem sido utilizado para identificacdo da microbiota de
grandes baleias. Ogawa et al. (2010) coletaram amostras fecais de baleias-minke (Balaenoptera
acutorostrata) vitimas da caga cientifica praticada pelo Japdo, e demonstraram uma maior
prevaléncia dos géneros Enterococcus, Enterobacter e Clostridium, bem como das espécies E.
coli e Edwardsiella ictaluri. Appril et al. (2014) realizaram biopsias de pele e caracterizaram a
microbiota de baleias-jubarte (Megaptera novaeangliae) de diversas partes dos Oceanos
Atlantico e Pacifico. Obtiveram elevada prevaléncia dos géneros Tenacibaculum e
Psychrobater, porém com significativa variacdo da comunidade bacteriana de acordo com a
regido geogréafica e condicdo corporal dos animais.

Apesar de muitas espécies de leveduras serem importantes agentes de infeccdes
oportunistas, estas também constituem a microbiota de seres humanos e animais e
desempenham importante papel como probidticos, fonte vitaminas do complexo B, proteinas,
minerais e aminoacidos essenciais. Além disso, os componentes polissacaridicos da parede
celular das leveduras regulam o sistema imune e possuem atividade antibacteriana,
influenciando no estabelecimento das comunidades microbianas (URUBSCHUROV &
JANCZYK, 2011). A biodiversidade de leveduras que constituem a microbiota tem sido
investigada em diversas espécies de vertebrados, sendo os géneros Candida, Trichosporon,
Pichia, Rhodotorula, Debaryomyces, Kluyveromyces e Saccharomyces mais comumente
descritos (BRITO et al., 2009; BRILHANTE et al., 2010; URUBSCHURQV & JANCZYK,
2011 BRILHANTE et al., 2012; BRILHANTE et al., 2013).

Assim como no estudo da microbiota bacteriana, a espécie de cetdceo que possui a
microbiota fangica melhor caracterizada € T. truncatus. Além das bactérias descritas no item
anterior, Buck et al (2006) isolaram os fungos Aureobasidium sp., Candida albicans, C.
guilliermondii, C. lusitaniae, C. parapsilosis, C. rugosa, C. famata, C. glabrata, Rhototorula
sp. e Trichosporon cutaneum, com prevaléncia de 6,3% para as leveduras. Morris et al. (2011)
isolaram Aspergillus fumigatus, A. niger, C. albicans, C. glabrata, C. rugosa, C. tropicalis,
Cunninghamella bertholletiae e Trichosporon beigelii de golfinhos de outras regides dos
Estados Unidos. Um maior percentual de isolamento de Candida spp. de amostras gastricas foi
obtido de animais classificados como doentes. Com relagdo aos animais mantidos em cativeiro,

C. albicans se mostra como a espécie mais prevalente em oceanarios de alguns paises, além de
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isolados de C. tropicalis, C. paraspilosis e C. glabrata (BUCK et al., 1980; REIDARSON et
al., 2001, TAKAHASHI et al., 2010).

N&o existem estudos sistematicos demonstrando o isolamento de fungos da microbiota
de sirénios. Apenas o trabalho de Nielsen et al. (2013) revelou isolamento de leveduras a partir
de carcacas de dugongos na Austrélia, no qual obtiveram duas cepas de Candida spp., sendo

uma da pele e outra das fezes, e uma cepa de Cryptococcus humicolus das narinas.

2.1.3 Doencas infecciosas, com énfase nas infec¢des fingicas

Os mamiferos aquaticos estdo expostos a uma grande variedade de agentes infecciosos
no ambiente natural, incluindo bactérias, virus e fungos (COWAN, 2002). A maioria desses
microrganismos coexiste com 0s animais sem causar prejuizos a saude, alguns fazem parte da
microbiota, enquanto outros sao oportunistas (HIGGINS, 2000; COWAN et al, 2002). Poucos
séo essencialmente patogénicos, causando doencas graves e fatais (GERACI & LOUNSBURY,
2002).

As doencas infecciosas representam a principal causa de mortalidade natural de
mamiferos aquaticos (COWAN, 2002). A linha ténue entre a infeccdo e a doenca depende da
viruléncia do organismo e susceptibilidade do hospedeiro, determinada pelo contato prévio com
0 agente e pelo status imunolédgico do animal (GERACI & LOUNSBURY, 2002). Fatores
ambientais também exercem um papel fundamental na ocorréncia de infeccdes, tais como
temperatura da agua, contaminacao por fontes terrestres, efluentes de rios, dentre outros, sendo
as espécies costeiras as mais comumente afetadas (GERACI & LOUNSBURY, 2002;
BOSSART, 2007).

Doencas infecciosas emergentes, tais como a morbilivirose, poxvirose, papilomatose,
brucelose e lobomicose, tém sido relatadas em varias espécies de mamiferos aquaticos em todo
0 mundo, causando mortalidades massivas, afetando a reproducéo, provocando doencas de pele
desfigurantes e, em alguns casos, zoonoses. Dessa forma, essas doencas podem afetar o
crescimento de populagfes selvagens e aumentar o risco de extingdo de populacGes pequenas,
que aliados a outros fatores antropicos, podem provocar a perda de biodiversidade (VAN
BRESSEM et al., 2009).

Os primeiros relatos de doengas bacterianas em sirénios datam da década de 70,
descritos tanto em animais de vida livre como em espécimes cativos (FORRESTER, 1992). As

bactérias sdo os principais agentes infecciosos diagnosticados em peixes-bois e dugongos, com
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destaque para os géneros Aeromonas, Salmonella, Pseudomonas, Proteus, Staphylococcus e
Mycobacterium, os quais estdo relacionados a quadros de pneumonias, dermatites, abscessos,
septicemias, enterocolites, onfalites, peritonites, osteomielite, meningoencefalite, dentre outros.
(FORRESTER, 1992; SATO et al., 2003; VERGARA-PARENTE et al., 2003b, BOSSART et
al., 2004; D’ AFFONSECA-NETO &VERGARA-PARENTE, 2007; NIELSEN et al., 2013;
ATTADEMO, 2014). Dentre as doencas virais, destaca-se a papilomatose cutanea causada por
papilomavirus TmPV1 em T. manatus (WOODRUFF et al., 2005) e por cinco novos
papilomavirus em T. inunguis, detectados em animais cativos (GRAVENA et al., 2012).

Assim como nos sirénios, as bactérias sdo o0s principais agentes infecciosos
diagnosticados em cetaceos, causando quadros clinicos diversos, variando desde infeccBes
cutaneas a sepse (DUNN et al., 2001). Dentre as infeccdes bacterianas mais comuns, destacam-
se aquelas causadas por Actinobacillus sp., Brucella sp., Vibrio sp., Erysipelotrhrix
rhusiopathiae, Helicobacter sp., Pasteurella multocida, Pseudomonas aeruginosa, Nocardia
sp., Leptospira sp., Mycobacterium sp., Mycoplasma spp., Salmonella spp., Staphylococcus sp.
e Streptococcus sp (HIGGINS, 2000; DUNN et al., 2001). Diversas doencas virais tem sido
diagnosticadas em cetaceos, sendo o Morbillivirus um dos agentes mais importantes, implicado
em epizootias, com mortalidades massivas de golfinhos em diversas partes do mundo (VAM
BRESSEM et al., 2009). Infeccbes por Poxvirus, Papillomavirus, Adenovirus, Herpesvirus,
Calicivirus e Influenzavirus também sdo relatadas, causando lesbes de pele, hepatites,
encefalites, pneumonias e doencas sistémicas e fatais (KENNEDY-STOSKOPF, 2001; VAM
BRESSEM et al., 2009).

As infecgdes fungicas sdo pouco relatadas e diagnosticadas em mamiferos aquaticos,
porém sdo observadas em animais encalhados e de cativeiro (REIDARSON et al., 2001).
Apesar da baixa prevaléncia, quando comparados a outros agentes infecciosos, os fungos
podem causar infecgdes severas e sistémicas de dificil tratamento, muitas vezes fatais (MIGAKI
& JONES, 1983; MOUTON et al., 2009). As condi¢des ambientais artificiais, o uso prolongado
de antibidticos e de corticosterdides, a composi¢do da agua inadequada, a acdo irritativa do
cloro sobre as mucosas e o contato com animais terrestres, seres humanos e flora circundante
sdo fatores que favorecem a maior prevaléncia desses agentes no ambiente cativo (BUCK,
1980; MARTINS et al., 2002). No ambiente natural, outras condi¢fes imunossupressoras, tais
como infecgdes concomitantes por Morbillivirus, mé nutricdo, estresse de origem natural e

antrépica, exposicdo persistente a contaminantes quimicos, dentre outras, favorecem a
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ocorréncia de doencgas e o crescimento de fungos oportunistas que fazem parte da microbiota
(TOWNSEND, 1999; BOSSART, 2007).

A maioria das espécies envolvidas na etiologia de micoses em mamiferos aquaticos sao
saprofitas ou fazem parte da microbiota normal. Esses agentes invadem os hospedeiros através
de inalacédo, trauma ou ingestdo. No entanto, por serem pouco transmissiveis entre 0s animais,
as micoses raramente se manifestam de forma epidémica. Em geral, os sinais clinicos de
doencas fungicas sdo inespecificos, com curso variando de cronico a fulminantes. Nos casos de
micoses oportunistas, as altera¢cdes hematoldgicas e bioquimicas sdo indistinguiveis daquelas
provocadas por bactérias. Exames de imagem também sdo importantes para auxiliar no
diagnostico. Bidpsias, aspirados, raspados, lavados broncoalveolares sdo procedimentos
essenciais no diagnostico de micoses em animais vivos. A maioria dos casos é diagnosticada
apenas durante a realizacdo de necropsias, nas quais as lesdes macroscopicas sao observadas, e
o cultivo e/ou analises moleculares sdo realizados para identificacdo dos agentes envolvidos
(REIDARSON et al., 2001).

Entre os sirénios sdo raros os relatos de infec¢bes fungicas (REIDARSON et al. 2001,
BOSSART, 2007). Dilbone (1965) descreveu um caso de dermatofitose por Epidermophyton
floccosum em peixe-boi (Trichechus sp.) mantido em cativeiro, causando erosdes na pele do
focinho, cabeca e nadadeiras. Forrester (1992) listou casos de dermatites pustulares por
Fusarium sp. e Blastomyces dermatitidis em T. manatus cativos. Tabuchi et al, (1974)
descreveram casos de dermatite por Cephalosporium sp. e Mucor sp. em quatro peixes-bois
mantidos em cativeiro no Japao, nos quais foram observadas papulas esbranquicadas em torno
da abertura genital, regido abdominal e dorso. Nao existem relatos publicados sobre infec¢bes
por leveduras em sirénios.

Um maior nimero de casos de micoses tem sido descrito em cetaceos do que em outros
mamiferos aquaticos, incluindo aquelas causadas por leveduras, fungos filamentosos e fungos
dimorficos (REIDARSON et al., 2001; HIGGINS, 2000). As candidiases sdo as micoses mais
frequentes, sendo a espécie C. albicans a mais comum, implicada em casos de pneumonias,
dermatites, esofagites, gastrite, infeccdo das mucosas e infeccdes disseminadas (MIGAKI,
1987; HIGGINS, 2000; MARTINS et al., 2002). As espécies de cetdceos mantidas em cativeiro
sdo mais comumente afetadas, como T. truncatus, Orcinus orca (orca), Pseudorca crassidens
(falsa-orca) e Delphinapterus leucas (beluga), porém outros casos envolvendo cetaceos
selvagens ja foram diagnosticados. C. tropicalis, C. parapsilosis, C, guilliermondii, C. ciferri,

C. glabarata, dentre outras, também ja foram isoladas, causando lesdes no espiraculo, sistema
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nervoso central, pulmdes e candidemias (HIGGINS, 2000; REIDARSON et al., 2001;
MARTINS et al., 2002). Infeccdo cuténea por C. zeylanoides ja foi diagnosticada em neonato
de Eubalena australis (baleia-franca) encalhado na Africa do Sul (MOUTON et al., 2009).

Outro género de levedura de importancia médica para os cetaceos é Cryptococcus sp.,
0 qual pode causar dermatite, pneumonia, pleurite, encefalite, meningite e infeccdes
disseminadas, diagnosticadas principalmente em exames necroscépicos (GALES et al., 1985;
REIDARSON et al., 2001; ROTSTEIN et al., 2010; NORMAN et al., 2011). InfeccGes
pulmonares por C. neoformans ja foram observadas em T. truncatus e Lagenorhynchus
obliquidens (Golfinho-de-laterais-brancas-do-Pacifico) mantidos em cativeiro, adquiridas
possivelmente pela proximidade com aves marinhas do recinto (HIGGINS, 2000;
REIDARSON et al.,, 2001), e em Stenella coeruleoalba (golfinho-listrado) de vida livre
(GALES et al., 1985). Pneumonias causadas por C. laurentti foram diagnosticadas em T.
truncatus em cativeiro (MARTINS et al., 2002). A transmissdo materno-fetal de C. gatti foi
comprovada em necrépsia de fémea gravida de Phocoena phocoena (Boto-do-porto) encalhada
no Canada, com isolamento de leveduras a partir do liquido amniotico, placenta, tecidos
maternos e fetais (NORMAN et al., 2011). Outras espécies selvagens, como Phocoenoides dalli
(Boto-de-Dall) e Stenella longirostris (golfinho-rotador) podem ser afetadas também
(ROTSTEIN et al., 2010; NORMAN et al., 2011).

Dentre as micoses causadas por fungos filamentosos, as aspergiloses apresentam a
maior prevaléncia. As infec¢bes sdo contraidas pela inalacdo de conidios, podendo se
manifestar como aspergilose alérgica, aspergilose necrotizante crénica, aspergilomas ou
infeccdes disseminadas (REIDARSON et al., 2001). Aspergillus fumigatus é a principal espécie
envolvida, porém casos de infeccBes por A. niger e A. terreus ja foram diagnosticadas em
cetaceos, tanto de vida livre como mantidos em cativeiro (HIGGINS, 2000). LesGes pulmonares
por A. fumigatus j& foram observadas em T. truncatus, Cephalorhynchus commersonii
(Golfinho-de-Commerson), Lissodelphis borealis (golfinho-liso-do-norte), Mesoplodon
carlhubbsi (baleia-bicuda-de-Hubbs) e Peponocephala electra (golfinho-cabega-de-meldo),
enguanto lesdes cerebrais fatais foram diagnosticadas em O. orca, D. leucas e S. coeruleoalba,
T. truncatus, P. phocoena e Hyperoodon ampullatus (baleia-bicuda-de-cabeca-plana-do-
norte) (JOSEPH et al., 1986; DOMINGO et al., 1992; REIDARSON et al., 2001; DAGLEISH
et al., 2006; DAGLEISH et al., 2008; TORNO et al., 2008). Quatro casos de traqueite oclusiva
fatais por A. fumigatus foram relatados em T. truncatus de cativeiro (DELANEY et al., 2012).
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Um caso de otite média por A. terreus foi observado em P. phocoena encalhada no Reino Unido
(PRAHL et al., 2010).

Outros fungos filamentosos reportados principalmente como agentes de infeccbes
cuténeas sdo 0s do género Fusarium. Dentre os hospedeiros afetados encontram-se as espécies
Kogia breviceps (cachalote-pigmeu) e Lagenorhynchus acutus (golfinho-de-laterais-brancas-
do-Atlantico), nos quais foram observados nédulos cutaneos firmes, eritematosos, causados por
Fusarium spp., tratados eficazmente com cetoconazol (FRASCA et al. 1996). Uma beluga
mantida em cativeiro foi tratada por mais de um ano com diversas combinagdes de derivados
azolicos e alilaminas para um nddulo cutaneo firme na nadadeira peitoral causado por uma cepa
de F. solani multirresistente (NAPLES et al., 2012). Um caso de meningoencefalite fatal por F.
oxysporum foi diagnosticado em filhote de T. truncatus nascido em cativeiro, enquanto F.
moniliforme ocasionou lesdes similares em uma orca (STAGGS et al., 2010).

Ha ainda alguns relatos de micoses por fungos dimdrficos em cetéaceos. Infeccdes por
Histoplasma capsulatum com manifestacBes pulmonares, gastricas e disseminadas foram
reportadas em P. crassidens, L. obliquidens e T. truncatus, respectivamente (JENSEN et al.,
1998; REIDARSON et al., 2001). Um caso de infeccdo disseminada por Blastomyces
dermatitidis foi relatado em T. truncatus mantido em cativeiro, havendo inclusive a transmissao
para o veterinario responsavel pelo tratamento do animal (CATES et al., 1986). Apenas um
caso de esporotricose cutanea por Sporothrix schenkii foi diagnosticada em L. obliquidens
mantido em cativeiro, no qual foram observadas lesdes ulceradas na pele, hemorragias nos
pulmdes e mucosa oral (MIGAKI, 1987). Infeccdo disseminada por Coccidioides immitis foi
registrada em T. truncatus encalhado na California, Estados Unidos, no qual foram observados
nodulos caseosos nos pulmdes e linfonodos (REIDARSON et al., 1998)

A lobomicose, doenca causada pelo fungo dimorfico ndo-cultivavel Lacazia loboi
(Ordem Onygenales), vem adquirindo grande importancia epidemiolégica por afetar golfinhos
em diversas partes do mundo, causando lesGes de pele desfigurantes (VAM BRESSEM et al.,
2009). As lesdes sdo caracterizadas por granulomas cutaneos e subcutaneos, que podem ser
ulcerados, formar placas extensas, e estar presentes em qualquer parte do corpo dos animais,
contendo estruturas leveduriformes ligadas em cadeia no seu interior (BERMUDEZ et al., 2009;
ROTSTEIN et al., 2009). Inicialmente essa micose era registrada apenas em seres humanos e
golfinhos em regides tropicais da America do Sul e América Central (MIGAKI, 1987;
HIGGINS, 2000). O primeiro caso em cetaceos foi descrito a partir de exames histopatol6gicos

de lesdo de pele de um Sotalia fluviatilis (tucuxi) encalhado nas Guianas (DE VRIES &
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LAARMAN, 1973). A transmissdo de L. loboi foi reportada em um treinador de golfinhos-
nariz-de-garrafa que cuidava de um animal doente em cativeiro (SYMMERS, 1983). Lesdes
similares aquelas observadas na lobomicose ja foram relatadas em T. truncatus nos Estados
Unidos (Florida, Carolina do Norte e Texas), Japdo e Cuba (ROTSTEIN etal., 2009; ESPERON
et al., 2012; UEDA et al., 2013). No entanto, nos casos de animais resgatados na Carolina do
Norte, o diagndstico molecular ndo pbéde ser confirmado, pois houve similaridade de 97% das
sequéncias do rDNA com Lacazia sp., Paracoccidioides sp. e Emmonsia spp. (ROTSTEIN et
al., 2009). O diagndstico molecular tambem néo foi confirmado nos casos relatados no Japéo,
visto que houve homologia de 94% na sequéncia do gene gp43 com Paracoccidioides
brasiliensis e de 84% para L. loboi, sendo descrito como um genotipo diferente do agente
presente na regido amazénica (UEDA et al., 2013). Esperon et al. (2012) sugeriram que outro
fungo da Ordem Onygenales pode estar envolvido na etiologia dessa doenga, visto que as
sequéncias do rDNA extraidas a partir de les6es de animais mantidos em cativeiro na Espanha,
porém provenientes de Cuba, apresentaram maior similaridade com P. brasiliensis do que com
L. loboi. Lesdes descritas como “lobomycosis-like-disease ” vem sendo observadas em cetaceos
de vida livre e encalhados em diversas partes do mundo, incluindo Sotalia guianensis (boto-
cinza) no Brasil, Colombia, Peru e Equador; T. truncatus nos Estados Unidos e Venezuela; e T.
aduncus (golfinho-nariz-de-garrafa-do-indico) entre Mogcambique e Madagascar e no Jap&o
(BERMUDEZ et al., 2009; KISZKA et al., 2009; VAM BRESSEM et al., 2009; TAJIMA et
al., 2015).

Infeccbes causadas por zigomicetos normalmente estdo restritas a pele e tecido
subcutaneo, porém lesdes disseminadas ja foram relatadas em cetdceos (REIDARSON et al.,
2001; ABDO et al., 2010). Um caso de zigomicose causada por Mucor sp. foi relatado em E.
australis na Africa do Sul, sendo observados nédulos granulomatosos contendo hifas na
musculatura epaxial (BEST & MC CULLY, 1979). Mucormicose no sistema nervoso central
causada por Cunninghamella bertholletiae foi relatada em T. truncatus encalhado na costa da
Espanha (ISIDORO-AYZA et al., 2014). InfeccOes disseminadas por Apophysomyces elegans
foram descritas em T. truncatus, L. obliquidens e L. acutus mantidos em cativeiro, afetando o
trato gastrintestinal, pulmdes, coracdo, tecido subcutaneo e musculos esqueléticos (HIGGINS,
2000; REIDARSON et al., 2001; ROBECK & DALTON, 2002). Dois casos de infeccao
disseminada por Saksenaea vasiformis, iniciadas a partir de lesdes cutaneas, foram observadas
em O. orca e T. truncatus em cativeiro, afetando musculos, pulmdes, sistema nervoso central e

atero (ROBECK & DALTON, 2002). Um caso de infeccdo disseminada causada
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concomitantemente por Mucor sp. e Aspergillus sp. foi relatado em uma orca diagnosticada
previamente com herpesvirus, sendo observados granulomas fangicos na musculatura
esquelética, coracdo e pulmdes (ABDO et al., 2010). Um relato de infeccdo no cérebro,
pulmaes, rins e testiculos causada por Rhizopus sp. foi descrito em P. phocoena encalhada na
Alemanha (WUNSCHMANN et al., 1999).

2.2 Sirénios e cetaceos como sentinelas da salide ambiental e humana

A palavra sentinela, derivada do latim sentire, significa aquele que sente ou percebe.
Um animal sentinela é aquele em que dados sobre a exposi¢cdo a contaminantes no meio
ambiente sdo coletados sistematicamente e analisados para indicar riscos potenciais a satde de
outros animais e seres humanos (REDDY et al., 2001). Os mamiferos aquaticos sdo uns dos
melhores organismos sentinelas da salde dos ambientes aquéaticos e dos seres humanos, por
serem animais longevos, que ocupam um elevado nivel trofico na cadeia alimentar e que
possuem uma espessa de camada de gordura subcutanea que atua como depdsito para diversas
toxinas antropogénicas (BOSSART, 2006; BOSSART, 2011).

Contaminantes de origem industrial, urbana e da atividade agricola séo escoados para
0s ambientes aquaticos, onde se misturam e bioacumulam na cadeia alimentar (REDDY et al.,
2001). Dentre essas substancias, destacam-se 0s organoclorados, metais pesados e
hidrocarbonetos, que podem atingir elevadas concentraces nos tecidos de sirénios e cetaceos.
Estes poluentes estdo intimamente relacionados a imunossupressdao, falhas reprodutivas,
disturbios enddcrinos, neuroldgicos e, consequentemente, ao surgimento de doencas
infecciosas e neoplasias (BOSSART, 2011).

VENN-WATSON et al. (2015) analisaram tecidos das glandulas adrenais e pulmoes de
golfinhos-nariz-de-garrafa encalhados mortos entre os anos de 2010 e 2014 durante evento de
mortalidade atipica ocorrido nos estados americanos de Luisiana, Mississipi e Alabama.
Durante esse periodo, especificamente em abril de 2010, ocorreu o derramamento de 6leo no
Golfo do México, que ficou mundialmente conhecido como Deepwater Horizon oil spill. As
analises histopatologicas, imunohistoquimicas e moleculares revelaram maior susceptibilidade
a pneumonias bacterianas e reducéo do cortex adrenal dos animais, achados relacionados com
a inalagdo e aspiracdo de componentes do petrdleo ou a distarbios no sistema imune.

MOUTON et al. (2015) observaram uma correlagdo positiva entre os niveis de aluminio

encontrados nos tecidos de 40 falsas-orcas encalhadas em massa na costa da Africa do Sul com
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a colonizagdo da pele por fungos, possivelmente devido a imunotoxicidade. Dos 22 isolados,
18 eram fungos clinicamente relevantes para a saide humana, com destaque para os géneros
Aspergillus, Fusarium, Candida, Chaetomium, Alternaria, Chrysosporium, Emericella,
Penicillium, Pseudallescheria e Trichoderma.

O escoamento de dejetos de atividades humanas e da producao animal também favorece
a proliferacdo de algas toxicas, pois aumentam os niveis de nutrientes nos ambientes aquéticos.
Diversas espécies de algas produtoras de toxinas, como Karenia brevis (brevetoxina),
Alexandrium spp. (saxitoxina), Pseudonitzschia australis (d&cido domoico), dentre outras, estdo
implicadas em mortalidades massivas de golfinhos, leGes-marinhos, baleias e peixes-bois, e
pdem em risco a salude humana (BONDE et al., 2004; GERACI & LOUNSBURY, 2005;
BOSSART, 2011).

Outro aspecto relevante sobre o uso desses animais como sentinelas consiste na
emergéncia e reemergéncia de doencas infecciosas nas ultimas décadas, o que esta intimamente
relacionado a fatores antropogénicos (BOSSART, 2007). A degradacdo ambiental, incluindo a
contaminacdo quimica e bioldgica, mudancas climaticas, impactos da pesca, polui¢cdo sonora e
trafego de embarcacdes, podem comprometer a funcéo imune de populagdes e diminuir a oferta
de alimentos, aumentando o estresse e favorecendo a introducdo de patdgenos exoticos (VAN
BRESSEM et al., 2009). Essas doencas refletem a deterioracdo da salde dos ecossistemas
aquaticos e podem ter relevancia direta ou indireta sobre a salde humana, uma vez que muitos
desses microrganismos podem apresentar potencial zoonotico (BOSSART, 2007; BUREK et
al., 2008; BOSSART, 2010).

A compreensdo do potencial zoondtico existente nas relagdes entre os seres humanos e
mamiferos aquaticos é recente (COWAN et al., 2001). O risco de aquisi¢ao de doencas a partir
desses animais era uma preocupacgao apenas para pessoas que cagavam e consumiam a sua
carne, realidade ainda presente nos paises onde a caca de subsisténcia € praticada (MOORE et
al., 2008). Nas ultimas décadas houve uma mudanca nesse cenario, tendo em vista que a caca
comercial foi proibida em muitos paises e surgiram diversos parques aquéaticos, oceanarios e
centros de reabilitacdo que mantém mamiferos aquaticos em cativeiro, aumentando o contato
das pessoas com esses animais. Assim profissionais envolvidos no manejo, como bi6logos,
veterinarios, treinadores e tratadores sdo 0s grupos mais expostos aos riscos de transmissao de
zoonoses (HUNT et al., 2008). Além disso, carcacas encalhadas nas praias representam uma
importante fonte de contaminacgdo para pesquisadores e para a populacdo (WALTZEK et al.,

2012).
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Adicionalmente, o continuo crescimento das popula¢fes humanas nas zonas costeiras
torna os ecossistemas marinhos importantes reservatorios de agentes infecciosos, oriundos
principalmente da atividade agricola e do descarte inadequado de residuos humanos e animais.
Surtos de doengas infecciosas e eventos de mortalidade em seres humanos e animais selvagens
aumentam as conexdes entre os diversos taxa e ecossistemas, favorecendo a transmissao de
zoonoses (BOGOMOLNI et al., 2008). As principais doencas transmitidas pelo contato com
mamiferos aquéticos sdo: tuberculose, leptospirose, brucelose, erisipela, salmonelose e
infeccdes por Mycoplasma sp., Vibrio sp., Staphylococcus sp.. Calicivirus, Influenza e Poxvirus
(HUNT etal., 2008; WALTZEK et al., 2012).

2.3 Resisténcia a antimicrobianos e viruléncia de microrganismos de sirénios e cetaceos

Além da importdncia como agentes etiologicos de doencas infecciosas, incluindo
algumas zoonoses, 0 aumento na prevaléncia de microrganismos resistentes a antimicrobianos
¢ um problema de salde publica tanto para 0s seres humanos como para 0s animais. A
proliferacdo dessas bactérias e fungos no ambiente demonstra a extensdo da resisténcia além
das fronteiras dos hospitais e pode indicar a existéncia de multiplas fontes de exposi¢édo e
formas de transferéncias de cepas resistentes a outras populac¢des néo-alvo (SCHAEFFER et
al., 2009). Uma vez persistentes no ambiente, o material genético desses microrganismos pode
ser repassado para outros através de diversos mecanismos, aumentando sua ocorréncia na
natureza (KRUSE & SORUM, 1994).

O isolamento de bactérias e fungos resistentes a partir de mamiferos aquéaticos de vida
livre tem sua origem principalmente na contaminagdo dos ambientes costeiros com dejetos de
atividades humanas, pecudrias e agricolas (REDDY et al., 2001; SCHAEFFER et al., 2009;
BOSSART et al.,, 2010). Adicionalmente, a exposicdo cronica desses animais a doses
subtoxicas contaminantes quimicos, potencialmente mutagénicos, pode induzir alteracdes
fenotipicas nos microrganismos que compfem a microbiota devido & superexpressdo e/ou
mutacdo génica, provocando resisténcia cruzada (ZANELLA et al., 2003; ROSE et al., 2009).

A resisténcia a mdaltiplos antibidticos tem sido detectada em bactérias isoladas de
algumas espécies de mamiferos aquéticos, porém estudos sistematicos ainda sdo escassos
quando comparados aos dados existentes para animais terrestres (ROSE et al., 2009). Existem
relatos pontuais de resisténcia aos antimicrobianos em patdgenos isolados de animais mantidos

em cativeiro, detectada principalmente em antibiogramas. Antibidticos sdo largamente
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utilizados em nesses animais mantidos em cativeiro, tanto de forma profilatica como para
tratamento de diversas doencas bacterianas, o que pode favorecer a ocorréncia do fenémeno de
resisténcia (DUNN et al., 2001; REIDARSON et al., 2001).

Attademo (2014) testou a sensibilidade a oito antibi6ticos em 632 isolados de bactérias
obtidos a partir das cavidades naturais de 30 peixes-bois-marinho mantidos em cativeiro no
Brasil. Foi observada uma elevada frequéncia de E. coli, Enterobacter sp. e Pseudomonas sp.,
com resisténcia a pelo menos um antibiotico em 67,4% de todos os isolados. Os antibioticos
que apresentaram maiores niveis de resisténcia foram penicilina, eritromicina, amoxicilina,
ampicilina e gentamicina. A mesma autora detectou 97,1% de resisténcia a todos os antibi6ticos
testados em Staphylococcus sp. e E. coli isoladas de abscessos destes animais.

Schaeffer et al. (2009) obtiveram 909 isolados de bactérias de duas popula¢bes de vida
livre de golfinho-nariz-de-garrafa nos Estados Unidos, com elevada frequéncia de Plesiomonas
shigelloides, Aeromonas hydrophila, Escherichia e Pseudomonas fluorescens, além do
isolamento de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina em trés animais. A resisténcia a
eritromicina, clindamicina, ampicilina, cefalotina, piperacilina e amoxicilina-clavulanato foram
detectados, com padrées similares nas duas regides pesquisadas.

Rose et al. (2009) avaliaram o perfil de sensibilidade a 16 antibi6ticos de 174 isolados
de bactérias de 64 mamiferos marinhos encalhados e capturados em aparelhos de pesca nos
Estados Unidos. Dentre as espécies prevalentes destacam-se Aeromonas spp., Enterobacter
spp., Proteus spp. e Vibrio spp. A resisténcia a pelo menos um antibidtico foi verificada em
mais de 50% dos isolados, principalmente a cefalotina, ampicilina, carbenicilina e amoxicilina-
clavulanato, respectivamente. A resisténcia a mais de oito antibi6ticos foi observada em
Chryseobacterium  indologenes, Sphingomonas multivorium, Vibrio alginolyticus,
Pseudomonas sp., Providencia rettgeri, isoladas de golfinhos, baleias e focas.

Assim como os antibacterianos, os antifungicos sao largamente utilizados de forma
profilatica e para o tratamento de infec¢fes em cetaceos mantidos em cativeiro, predispondo a
ocorréncia de resisténcia (REIDARSON et al., 2001). Esses medicamentos sdo raramente
utilizados de forma sistémica na clinica de sirénios (BOSSART, 2001; D’AFFONSECA-NETO
& VERGARA-PARENTE, 2007), com excecdo de pomadas cicatrizantes com multiplos
compostos, incluindo antifungicos, aplicadas comumente no tratamento de ferimentos e
abscessos (obs. pess.).

Além do uso excessivo na rotina clinica, a resisténcia aos antiflngicos pode ter maltiplas

origens. O uso de azoélicos na agricultura tem papel relevante na transmissdo de resisténcia na
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medicina humana e veterinaria, devido ao contato das leveduras da microbiota com residuos
presentes nos vegetais consumidos (MULLER et al.,, 2007). A utilizacdo de alguns
antibacterianos, como metronidazol, pode atuar na selecdo de resisténcia em Candida sp.
devido ao efeito antifingico de baixo grau (ARENDRUP, 2013). Adicionalmente, j& foi
demonstrada a resisténcia de leveduras a diferentes tipos de solventes e derivados oléicos,
mediada pela atividade das bombas de efluxo, que atuam sobre uma variedade de substratos,
incluindo metais pesados e derivados quimicos, o que pode acarretar em resisténcia cruzada aos
derivados azdlicos (KIEBOOM et al., 1998).

Dentre os poucos estudos realizados para detec¢cdo de resisténcia a antifangicos em
mamiferos aquaticos, destaca-se o de Takahashi et al. (2010), no qual foi avaliada a
sensibilidade de 14 isolados de leveduras das espécies C. albicans, C. tropicalis e C. glabrata
do trato respiratorio de golfinhos-nariz-de-garrafa mantidos em cativeiro. A resisténcia aos
derivados azolicos itraconazol e fluconazol foi detectada em mais de 80% dos isolados de C.
albicans e C. tropicalis. Naples et al. (2012), detectaram resisténcia ao voriconazol em cepa de
F. solani isolada de lesdo cutanea na nadadeira peitoral de uma beluga.

Aviruléncia é verificada em muitas bactérias provenientes do ambiente marinho quando
as alteracdes geneticas que levaram a aquisicdo de genes de viruléncia irdo resultar em uma
vantagem para a sua sobrevivéncia num determinado nicho. Dessa forma, cepas mais virulentas
podem surgir e causar infecgGes em organismos marinhos (STEWART et al., 2008), incluindo
os mamiferos. Hughes et al. (2013) investigaram a presenca de Vibrio spp. em focas-do-porto
(Phoca vitulina) de vida livre e encalhadas em area urbanizada do litoral da Califérnia. Uma
maior prevaléncia foi observada nos animais de vida livre, com detecc¢éo de genes de viruléncia
em V. parahaemolyticus, ndo constatados em V. cholerae. A morte de quatro filhotes infectados
por cepas virulentas ocorreu durante o periodo de reabilitacéo.

InfeccBes experimentais com cepas de Brucella spp. isoladas de mamiferos marinhos
foram realizadas para verificar a susceptibilidade de diferentes hospedeiros a esses
microrganismos, porém estas se mostraram pouco virulentas quando comparadas a cepas de
referéncia B.abortus e B. melitensis (NYMO et al., 2011). Nao foram encontradas na literatura
publicacdes sobre a producéo de fatores de viruléncia por bactéria e fungos isolados de sirénios

e cetaceos.
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2.4 Tipagem molecular de Candida albicans

C. albicans é uma levedura comumente encontrada como comensal das mucosas de
seres humanos e animais em todo 0 mundo. Essa espécie é o patdgeno fugico oportunista mais
comum em humanos, podendo causar desde infec¢des superficiais a doengas disseminadas e
fatais, principalmente em pessoas imunocomprometidas e pacientes doentes (BAI, 2014).
Isolados de C. albicans ja foram obtidos a partir de diversas espécies de mamiferos aquaticos
(REIDARSON et al., 2001), no entanto a prevaléncia desse agente em animais de vida livre é
menor do que aquela reportada para espécimes mantidos em cativeiro (BUCK et al., 2006;
MORRIS et al., 2011).

Estudos epidemioldgicos sobre o papel de tipos de cepas de C. albicans como comensais
e patogenos em seus diversos hospedeiros evoluiram consideravelmente com o advento das
técnicas moleculares. Anteriormente a tipagem de cepas era realizada por métodos fenotipicos,
como morfotipagem, sorotipagem, biotipagem e testes de sensibilidade antifngica, que tiveram
seu uso para este fim limitado pela baixa reprodutibilidade entre laboratérios e/ou baixa
capacidade discriminatoria (MCMANUS & COLEMAN, 2014).

Métodos de tipagem molecular tem se mostrado muito Uteis em analises
epidemioldgicas e de estrutura populacional de microrganismos patogénicos, facilitando a
compreensdo sobre a dindmica de organismos infecciosos em popula¢Ges humanas, as relaces
complexas entre comensais e patdgenos, as origens das infec¢cdes, o surgimento de resisténcia
aos antimicrobianos e a relacdo genética entre os isolados de uma mesma especie (MCMANUS
& COLEMAN, 2014).

Dentre os métodos moleculares para tipagem de C. albicans destacam-se o
polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo (restriction fragment length
polymorphism - RFLP), a tipagem de polimorfismos de nucleotideos Unicos (single nucleotide
polymorphism array - SNP array), Southern blot, polimorfismo de DNA amplificado ao acaso
(random amplification of polymorphic DNA -RAPD), cariotipagem eletroforética, tipagem de
microssatélites polimorficos e tipagem por sequenciamento de multilocus (MLST)
(BOUGNOUX et al., 2002; ODDS, 2010).

Tecnologias baseadas no sequenciamento de DNA para tipagem de isolados de C.
albicans tem substituido outros métodos. Através dessas técnicas pode-se mostrar de forma
confidvel as diferencas entre isolados de C. albicans, no entanto, dois isolados indistinguiveis

ndo podem ser considerados idénticos ou clones, uma vez que apenas 0 sequenciamento do
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genoma completo asseguraria a identidade dessas cepas. Os métodos de tipagem de cepas
evidenciaram uma filogenia de C. albicans que envolve um modo clonal subjacente de
reproducdo com uma frequéncia elevada de eventos de recombinacdo, gerando diversidade
genética e permitindo respostas rapidas as mudancas ambientais (ODDS, 2010).

A tipagem por sequenciamento de multilocus (MLST) de C. albicans envolve a
amplificagdo por PCR e analise de sequéncias de 300-400 pares de base de sete housekeeping
genes (AAT1l, ACCl, ADP1, MPIb, SYAl, VPS13 e ZWF1), que sd30 expressos
constantemente e sdo estaveis diante das pressdes de selecdo. Para cada locus, variagfes nas
sequéncias causadas por SNPs sdo identificadas como alelos diferentes. Cada alelo € assinalado
como um ndmero inteiro e a combinag&o do conjunto de sete alelos é definida como um tipo de
sequéncia (ST), que recebe uma numeracao unica. A natureza dipléide de C. albicans aumenta
0s niveis de variacdo das sequéncias devido a presenca de sitios com nucleotideos
heterozigotos, fornecendo gendtipos adicionais. Em C. albicans, a ST também é referida como
tipo de sequéncia diploide (DST) (BOUGNOUX et al., 2002).

A relacdo entre as cepas € avaliada através da elaboracédo de arvores filogenéticas, com
base nas diferencas entre os perfis alélicos. O “agrupamento de pares ndo-ponderados baseado
na média aritimética” (unweight-pair group method with arithmetic mean - UPGMA) é um
método que tem sido usado na anélise das distancias genéticas de C. albicans pela metodologia
do MLST. O UPGMA faz a andlise das sequéncias a nivel individual das diferencas dos SNPs
e os clados de C. albicans podem ser representados numa arvore filogenética, agrupando-se
tipos de cepas similares em “clusters” (DA MATTA, 2009; ODDS, 2010). A divisao de isolados
de C. albicans em clados contendo tipos de cepas similares € um processo arbitrario, feito
apenas para analise comparativa, uma vez que essa denominacdo € utilizada em anélises
filogenéticas para indicar grupos de organismos com ancestral comum (ODDS, 2010).

Atualmente existem 18 clados conhecidos para C. albicans, com caracteristicas
particulares e associac@es a determinadas regifes geograficas (MCMANUS & COLEMN,
2014). Apesar da grande mobilidade dos seres humanos, o que facilita a homogeneizagdo dos
clados em todo o mundo, reservatérios locais podem manter uma possivel associacdo entre
cepas pertencentes a determinados clados e regides geograficas (WROBEL et al., 2008).

Os dados de sequénicias obtidos séo depositados no banco de dados mundial de MLST

de C. albicans (www.calbicans.mlst.net), disponivel na internet, permintindo a realizacdo de

analises epidemioldgicas, filogenéticas e populacionais desta espécie de levedura. Apesar dos

avancgos nesse campo do conhecimento, isolados de muitas partes do mundo ainda ndo foram
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avaliados, existindo muitas regides subrepresentadas no banco de dados. A inclusdo de um
maior numero de informac6es pode revelar a existéncia de clados adicionais e permitir uma
avaliacdo mais precisa em nivel mundial MCMANUS & COLEMAN, 2014)

Poucos estudos de tipagem por MLST de C. albicans de origem animal foram
realizados. Wrobel et al. (2008) e Jacobsen et al. (2008a) revelaram diferencas singnicativa na
distribuicdo de clados entre cepas de animais e humanos que habitavam uma mesma regido
geografica, sugerindo isolamento entre essas populacdes. Em culturas onde ha maior associagédo
entre seres humanos e animais, 0 compartilhamento de isolados geneticamente relacionados é
mais frequente, havendo transmisséo cruzada (ANGEBAULT et al., 2013). Apenas o trabalho
de Jacobsen et al. (2008a) analisou isolados provenientes de mamiferos aquaticos, no qual trés
cepas de golfinhos (espécie ndo indicada) provenientes da Bélgica ndo apresentaram relacdo

com isolados humanaos.
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3. HIPOTESES

Ha uma predominancia de Candida ndo-albicans na microbiota de sirénios cativos e de
cetaceos encalhados e de vida livre;

Leveduras do género Candida isoladas de sirénios e cetaceos sdo capazes de produzir
fatores de viruléncia, como proteases, fosfolipases e biofilme, e ha fenbmeno de resisténcia
in vitro aos derivados azolicos;

Doengas fungicas sdo pouco prevalentes em sirénios mantidos em cativeiro e em cetaceos
encalhados.

Leveduras da espécie Candida albicans isoladas de sirénios e cetaceos apresentam distintos

perfis genotipicos de acordo com o hospedeiro e regido geografica de origem.

4. OBJETIVO GERAL

Isolar e identificar fungos de sirénios e cetaceos no Brasil, visando investigar aspectos

fenotipicos, genotipicos, diagnosticos e de viruléncia.

4.1

[EEN
1

Objetivos especificos

Caracterizar a microbiota por leveduras cultivaveis das cavidades naturais de sirénios
mantidos em cativeiro no Brasil;

Isolar e identificar leveduras das cavidades naturais de cetaceos encalhados no litoral do
Ceara e de botos-vermelhos de vida livre, capturados no Rio Negro, Amazonas;
Estabelecer o perfil de sensibilidade antifungica in vitro de leveduras do género Candida
isoladas de sirénios e cetaceos;

Avaliar a producdo de fatores de viruléncia (fosfolipases, proteases e biofilme) por
leveduras do género Candida isoladas de sirénios e cetaceos;

Diagnosticar doencas fungicas em sirénios mantidos em cativeiro e cetaceos encalhados
no litoral do Cearg;

Realizar a tipagem molecular de cepas de C. albicans isoladas de sirénios.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 Aspectos éticos e licengas ambientais

Esse estudo foi submetido a avaliacdo pelo Instituto Chico Mendes de Conservacao da
Biodiversidade, obtendo-se a licenca SISBIO N° 35950-1, e pela Comissdo de Etica em
Pesquisa Animal da Universidade Estadual do Ceard (CEUA/UECE), sendo aprovado sob o
nimero 12639479-2.

5.2. Animais

Foram colhidas amostras clinicas de 104 animais, incluindo 83 sirénios mantidos em
cativeiro no Brasil, oito cetaceos encalhados vivos no litoral do Ceara e 13 botos-vermelhos de
vida livre, capturados no Rio Negro, Amazonas, para o isolamento de leveduras e/ou
diagnostico de doencas fungicas. A relacdo de espécies amostradas e caracterizacdo dos
espécimes de acordo com o0 sexo e classe de idade encontram-se descritas na tabela 1.

Os espécimes de peixe-boi-da-Amazoénia eram mantidos no Centro de Preservacdo e
Pesquisa de Mamiferos Aquéticos (CPPMA), localizado em Presidente Figueiredo/AM,
enquanto o0s peixes-boi-marinho encontravam-se no Centro Nacional de Pesquisa e
Conservacdao Mamiferos Aquéaticos (CMA/ICMBIo), situado na llha de Itamaraca/PE, e na
Associacdo de Pesquisa e Preservacdo de Ecossistemas Aquaticos (AQUASIS), sediada em
Caucaia/CE. Os cetaceos encalhados no litoral do Ceard foram resgatados pela equipe da
AQUASIS entre os anos de 2012 e 2013. Os boto-vermelhos foram capturados no Rio Negro
em fevereiro de 2015, em area localizada na Reserva de Desenvolvimento Sustentavel Rio
Negro, municipio de Iranduba/AM, pelas equipes da Associacdo Amigos do Peixe-boi (AMPA)
e do Laboratdrio de Mamiferos Aquéticos do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia
(LMAV/INPA).
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Tabela 1. Caracterizacdo dos espécimes coletados de acordo com a classificacdo taxonémica,

sexo e classe de idade.

Espécie Nome popular . Sexo* Classe-de idade**
M F N FI J A
Ordem Sirenia
Familia Trichechidae
Trichechus inunguis Peixe-boi-da-Amazonia 50 24 26 0 6 15 29
Trichechus manatus Peixe-boi-marinho 33 16 17 5 9 11 8
Ordem Cetartiodactyla
Infraordem Mysticeti
Familia Balaenopteridae
Megaptera novaeangliae Baleia-jubarte 1 1 0 0 0 1 O
Infraordem Odontoceti
Familia Physeteridae
Physeter macrocephalus Cachalote 1 1 0 1 0 0 O
Familia Kogiidae
Kogia sima Cachalote-anédo 3 2 1 0 1 o0 2
Kogia breviceps Cachalote-pigmeu 1 1 0 0 1 0 O
Familia Delphinidae
Peponocephala electra  Golfinho-cabeca-de-meldo 2 2 0 0 1 o0 1
Familia Iniidae
Inia geoffrensis Boto-vermelho 13 130 0 0 6 7
TOTAL 104 60 44 6 18 33 47

*M (macho), F (fémea)
** N (neonato), Fi (Filhote), J (juvenil) e A (adulto)

Os sirénios avaliados recebiam alimentacdo diversa, de acordo com a faixa etéria e

protocolos institucionais internos. Em geral, animais com até dois anos de idade recebem

sucedaneos do leite materno e suplementacdo nutricional com vegetais cultivados (alface,

couve, cenoura, beterraba, banana, etc.). Apds o desmame a dieta é constituida por vegetais

cultivados (alface, couve, acelga, repolho, vagem, cenoura, beterraba, pepino, etc.), gramineas

(capim coldnia, etc.) e, no caso de peixes-boi-da-Amazénia, de plantas aquaticas encontradas

na natureza (Pistia stratiotes), cultivadas em ambiente artificial. As condi¢cGes de manutencéo
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em cativeiro também variaram. Peixes-bois-da-Amazodnia eram mantidos em tanques com agua
doce, ndo clorada, com densidade variando de um a 16 animais por recinto, enquanto 0s peixes-
bois-marinho encontravam-se em recintos de agua salgada, clorada, com densidade variando
de um a seis animais por tanque. Todos os espécimes receberam um escore clinico (6timo, bom,
regular e ruim) considerando a condicao corporal, presenca de lesdes externas, historico clinico
e de uso de antimicrobianos.

Com relacdo aos oito cetaceos encalhados, ndo foi possivel obter informacges sobre a
dieta, idade precisa, condi¢cdes do ambiente e histérico clinico, visto que se tratava de animais
selvagens, que possuem uma ampla &rea de vida. Apenas um espécime de cachalote foi solto
na natureza ap6s um breve periodo de quarentena, enquanto os demais animais vieram a ébito
durante a reabilitacdo devido a lesdes severas pretéritas ou agravadas nas circunstancias do
encalhe, diagnosticadas em exames necroscopicos.

Os botos-vermelhos foram capturados para estudos populacionais e para avaliacdo
sanitaria. Em geral, os animais estavam em boa condigdo corporal, com alguns apresentando
lesBes de pele superficiais e marcas de mordidas provocadas por conespecificos. Os golfinhos,
residentes durante grande parte do ano na reserva, eram utilizados para o ecoturismo e
realizacdo de bototerapia, atividades estas que os colocavam em contato direto com turistas de
diversas partes do mundo e pacientes em tratamento. O toque nos animais era permitido,
havendo ainda o fornecimento constante de peixes para atrai-los. Foram relatadas mordidas

acidentais provocadas pelos botos durantes as tentativas de apreender o alimento.

5.3 Coleta de amostras

Para o isolamento de leveduras foram inseridos swabs de algod&o estéreis nas cavidades
naturais (mucosa oral, narinas/espiraculo, abertura genital e reto) dos animais, rotacionados e
posteriormente colocados em tubos contendo solucdo salina estéril até o processamento, que
ocorreu de 4 a 24 horas ap6s a colheita. No caso de animais de grande porte, como baleias e
peixes-bois adultos, foram colhidas apenas as amostras da cavidade oral e trato respiratério

devido as dificuldades na contencéo fisica e manipulacéo.
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5.4 Processamento microbiol6gico

5.4.1 ldentificacdo fenotipica de leveduras

Os swabs coletados foram semeados em placas de Petri contendo &gar Sabouraud
Dextrose 2%, acrescido de cloranfenicol (0,5 g/L). Em seguida, as placas foram incubadas a 25
°C durante um periodo de até cinco dias. As col6nias sugestivas de leveduras foram coradas
com lactofenol azul de algoddo e observadas ao microscdpio Optico (40X) para verificar a
presenca de blastoconidios, hifas ou pseudohifas, assim como para descartar a possibilidade de
contaminacéo bacteriana. Posteriormente, as leveduras foram submetidas a testes morfoldgicos
e bioguimicos para identificacdo em nivel taxonémico mais especifico possivel (BRILHANTE
etal.,, 2010; BRILHANTE et al., 2011).

A identificacdo das espécies de Candida foi realizada com base nas caracteristicas
fenotipicas, como a descricdo da macromorfologia, mediante observagdo das colbnias, e da
micromorfologia, obtida a partir da realizacdo de microcultivo em meio Agar-fuba Tween 80.
Paralelamente, foram realizados testes bioquimicos, como producédo de urease, assimilacao e
fermentacao de carboidratos e assimilagcéo de nitrogénio. Todos os isolados de Candida foram
semeados em meio cromogénico ChromAgar Candida (Difco, EUA) para identificacdo de
coldnias mistas (DE HOOG et al., 2000; SIDRIM & ROCHA, 2004; BRILHANTE etal., 2010).

Com relacdo aos outros géneros de leveduras, os isolados Trichosporon sp. e
Rhodotorula sp. foram inicialmente identificados por meio das caracteristicas macroscopicas e
microscépicas das col6nias. Os microrganismos foram cultivados em agar batata dextrose e em
agar uréia de Christensen e, 24 a 48h depois, foram montados microcultivos em lamina, com
agar extrato de malte a 2%, para avaliacdo micromorfoldgica. Adicionalmente foram realizadas
provas de assimilacdo de carboidratos e de nitrogénio para cada isolado. Quanto ao género
Cryptococcus sp., as colbnias foram cultivadas em &gar fubd Tween-80 e em &gar uréia de
Christensen para analise morfoldgica e avaliacdo bioquimica, incluindo testes de assimilacdo
de carboidratos e de nitrogénio (DE HOOG et al., 2000; SIDRIM & ROCHA, 2004,
BRILHANTE et al., 2010). Quando a identificacdo morfologica e bioquimica ndo se mostrou

conclusiva, as cepas foram analisadas pelo sistema automatizado VITEK 2®
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5.4.2 ldentificagcdo molecular de leveduras do Complexo Candida parapsilosis, Candida

albicans e género Trichosporon

Os isolados pertencentes ao complexo Candida parapsilosis foram identificados
molecularmente em nivel de espécie. Para a extracdo de DNA, as colbnias foram semeadas
placas de Petri contendo &gar YEPD, incubadas por 24 horas a 35 °C. Apo0s esse periodo, uma
Unica coldnia foi transferida para um microtubo contendo agua destilada estéril para obtencéo
de um in6culo com turvacdo correspondente a 4 da escala de McFarland. Em seguida foi
utilizado o kit comercial High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics),
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. A identificacdo molecular foi realizada com
base na amplificacdo da sequéncia parcial do gene da enzima alcool desidrogenase secundaria
(SADH), de acordo com Tavanti et al. (2005) com modifica¢des. A reacao de PCR foi realizada
em volume de 25uL com os oligonucleotideos iniciadores S1F  (5°-
GTTGATGCTGTTGGATTGT-3") e SIR (5-CAATGCCAAATCTCCCAA-3’). Foram
utilizadas as seguintes condi¢des de amplificacdo: 94°C por 7 minutos, seguido por 30 ciclos
de desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 50°C por 1 minuto e extensao a 74°C por
1 minuto, seguido de extensdo final a 74°C por 10 minutos. Apds a realizacdo do PCR, 0s
amplicons obtidos foram digeridos por até 24 horas com a enzima Banl (New England Biolabs)
em reacdo contendo 20 pL do amplicon, 40 pL do tampéo da enzima (10X) e 2 pL de solucéo
com 20U/ pL de Banl. Os produtos de digestdo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 2% e visualizadas com o auxilio de um transluminador. Os resultados obtidos foram
comparados com o0s padrdes de digestdo das cepas controle C. parapsilosis ATCC 22019, C.
orthopsilosis ATCC 96139 e C. metapsilosis ATCC 96143.

As cepas pertencentes a espécie C. albicans foram submetidas a identificacdo molecular
por PCR para diagnostico diferencial com C. dubliniensis, visto que essas duas espécies sao
indistinguiveis fenotipicamente. Para identificacdo de Candida albicans foram utilizados os
primers CALF (5 - TGGTAAGGCGGGATCGCTT - 3) e CALR (5-
GGTCAAAGTTTGAAGATATAC). Areacdo de PCR foi realizada em volume final de 25 pL,
contendo 2 pL de cada primer (50 pmol/uL), 5 pL de ANTP mix (Promega™) a 1mM, 0,25 U
GoTag® Hot Start Polymerase (Promega™), 5 uL 5X Green GoTaq® Flexi Buffer
(Promega™), SuL. de MgCl12 (Promega™), 3,95 uL de agua ultrapura e 2 pL. de DNA-molde.
As condigdes de ciclagem incluiam desnaturag&o inicial a 95°C por 5 min, seguida de 30 ciclos

de 95°C por 1 min, 55°C por 30s e 72°C por 1 min, com extensdo final por 10 min a 72°C.
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Apos a reacdo os amplicons gerados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose a 2%.
A obtencéo de bandas com peso molecular de 100 pb foi compativel com C. albicans (AHMAD
etal., 2012).

Isolados de Trichosporon sp., cuja identificacdo fenotipica ndo foi conclusiva, foram
sequenciados para confirmacdo da espécie. As coldnias foram cultivadas em tubos contendo
caldo YEPD, incubados por 24h a 35°C. Para a extracdo de DNA foi utilizado o kit comercial
MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit (Epicentre® Biotechnologies), de acordo com
protocolo recomendado pelo fabricante. Em seguida foram realizadas PCRs das regies do
espaco intergénico (IGS1), do espaco interno transcrito (ITS1) e regido variavel D1/D2,
utilizando os pares de primers 26SF (5’-ATCCTTTGCAGACGACTTGA-3’) ¢ 5SR (5’-
AGCTTGACTTCGCAGATCGG-3’); ITS1 (5>-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4
(5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3"); e F63 (5’-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-
3’) e LR3 (5’-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3"), respectivamente. Os amplicons foram
submetidos a reacGes de sequenciamento pelo método da terminacdo da cadeia pelo
didesoxinucleotideo, utilizando 4uL do kit BigDye Terminator Cycle Sequencing Ready
Reaction (Applied Biosystems), 1 UL de cada primer (26SF e 5SR, ITS1, e ITS4, F63 e LR3), e 3uL
do produto de PCR, num volume final de 10 puL. As sequéncias foram analisadas em sequenciador
ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems), montadas e editadas utilizando o software SeqScape®
(Applied Biosystems) e comparadas com sequéncias de referéncia de Trichosporon sp.
depositadas no GenBank, por meio do programa BLAST (http://www.ncbi.nih.gov/GenBank/)
(FELL et al., 2000; RODRIGUEZ-TUDELA et al., 2005).

5.5 Testes de sensibilidade antiflingica in vitro

Os isolados de Candida spp. foram submetidos aos testes de avaliagdo de sensibilidade
aos antifungicos, realizados por microdiluigdo convencional, conforme preconizado pelo
documento M27-A3 S4 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012). Foi
obtido um indculo a partir de cultura recente, ajustado para concentragdo de 0,5 a 2,5 x 103
unidades formadoras de colbnias (ufc)/mL de acordo com a escala de McFarland. As cepas
foram incubadas em meio RPMI 1640, testadas em concentra¢Ges variando de 0,03125 a 16
pug/mL para anfotericina B (AMB) e itraconazol (ITC) e de 0,125 a 64 pg/mL para fluconazol

(FLC). A leitura foi realizada apds a incubacdo das placas de microdiluicdo a 35 °C por 48
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horas, com base na reducgéo de turbidez em relacéo ao poco de controle positivo. A concentracdo
inibitéria minima (CIM) para AMB foi a menor concentracdo capaz de inibir 100% do
crescimento fungico, enquanto para FLC e ITC foi a menor concentracdo capaz de inibir 50%
do crescimento fungico. Em geral, a resisténcia de Candida spp. a AMB, FLC e ITC foi
verificada quando se obteve CIMs >1, >64 e >1 pg/mL, respectivamente. Nas espécies C.
albicans, Complexo C. parapsilosis e C. tropicalis, uma menor CIM de fluconazol, >8 ug/mL,
indica resisténcia in vitro a essa droga (Pfaller, 2012). Como controle de qualidade para cada
teste foi incluida a cepa C. parapsilosis ATCC 22019 (CLSI, 2012).

5.6 Producdo de fatores de viruléncia

5.6.1 Fosfolipases

Os isolados de Candida spp. foram testados quanto a producdo de fosfolipases.
Inicialmente as cepas foram cultivadas em tubos contendo agar batata dextrose, incubadas a
35°C por 48h. Em seguida foram preparados indculos com turvagdo correspondente a 4 da escala
de McFarland. Discos de papel com 5 mm de diametro foram impregnados com 5 pL do inoculo
e em seguida colocados sobre a superficie de placas de Petri contendo 0 meio &gar gema de
ovo, composto por dgar Sabouraud Dextrose 2%, acrescido de 1 mol/L de cloreto de sddio, 0,05
mol/L de cloreto de célcio e 8% de emulsdo de gema de ovo estéril a 30%. As placas de Petri
foram incubadas a 35°C durante sete dias. A atividade de fosfolipase (Pz) foi determinada como
a razéo entre o didmetro da col6nia e o didmetro total (colonia + zona de precipitagéo), sendo
considerados positivos os isolados que apresentaram Pz < 1. Foram atribuidos escores de
intensidade de producéo de fosfolipases conforme o valor de Pz. As cepas foram classificadas
como nao produtoras de fosfolipase quando Pz = 1; como apresentadoras de atividade
enzimatica quando 1>Pz>0,64, ¢ como fortes produtoras de fosfolipases quando Pz<0,64
(SIDRIM et al., 2010; BRILHANTE et al., 2011).
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5.6.2 Proteases

Os isolados de Candida spp. foram testados quanto a sua atividade proteolitica.
Inicialmente as cepas foram cultivadas em tubos contendo caldo YEPD (1% extrato de
levedura, 2% peptona, 2% dextrose), incubadas a 35°C por 24h. Em seguida foram preparados
indculos com turvagdo correspondente a 5 da escala de McFarland. Discos de papel com 5 mm
de didmetro foram impregnados com 10 pL do in6culo e em seguida colocados sobre a
superficie de placas de Petri contendo o meio Agar albumina sérica bovina (2% dextrose, 0,1%
extrato de levedura, 0,5% NaCl, 0,25% K>HPOj4, 0,02% MgSO4 7H20 e 1,5% &gar, adicionados
de uma solugdo de albumina sérica bovina (0,25%), ap6s o resfriamento a 50 °C). As placas
foram incubadas a 37° por 5 dias. A atividade proteolitica (Pz) foi determinada obtendo-se a
razao entre o diametro da coldnia e o didmetro do halo da zona de precipitacdo. Quando Pz =
1, nenhuma atividade proteolitica foi detectada na cepa. Pz < 1 indicou producgdo enzimatica.

Quanto menor o valor de Pz, maior a atividade proteolitica (VIDOTTO et al., 2004).

5.6.3 Biofilme

Os isolados de Candida spp. testados para a sensibilidade antifingica e atividades
enzimaticas (fosfolipase e protease) foram analisados quanto a capacidade de formacdo de
biofilme, de acordo com Ravi et al. (2009) e Peeters et al. (2008), com modificacdes.
Inicialmente os isolados foram cultivados em agar Sabouraud por 48h a 30°C. Posteriormente
foram transferidos para caldo Sabouraud e incubados sob agitagdo (150rpm) por 24h. Em
seguida os tubos foram centrifugados (3000rpm, 10 minutos), o sobrenadante foi descartado,
foi realizada uma lavagem do pellet com PBS estéril, sequido por nova centrifugacéo,
totalizando duas lavagens. O sobrenadante foi novamente retirado e o pellet foi ressuspendido
em meio RPMI, obtendo-se um in6culo com turvacgdo entre 0,5 e 1 na escala de McFarland. Os
indculos foram incubados em microplaca de poliestireno de 96 pocos de fundo chato, em
volume de 100uL, em triplicata, mantida sob agitacdo (150rpm) a 37°C. Foram utilizados pocos
para controle positivo e negativo de crescimento. Apos a incubacéo, o sobrenadante dos pogos
foi aspirado cuidadosamente e realizadas trés lavagens com PBS-Tween. Em seguida, 0S pocos
foram lavados com 100pl de metanol 100%. Apos a secagem foi adicionado 100l de solugédo
0,3% de cristal violeta durante 20 minutos. Apos esse tempo, o cristal violeta foi removido e

foi feita uma lavagem com 200ul de agua destilada estéril por duas vezes. Foi adicionado aos
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pocos j& corados 150l de solugdo de acido acético 33% durante 30 segundos. As placas foram
imediatamente lidas por espectrofotometria e os resultados da densidade dptica foram
analisados com comprimento de onda de 540 nm (DO540 nm). Os dados de densidade Optica
obtidos foram corrigidos, comparando-os ao controle negativo. O ponto de corte (DOc) para o
ensaio foi definido como sendo trés desvios-padrdo acima da média DO540 nm do controle
negativo. Ao final, todas as cepa testadas foram classificadas de acordo com Stepanovic et al.
(2000), com modificacGes, como ndo produtoras de biofilme (DO540 nm<DOc), produtoras
fracas (DOc<DO540 nm<2xDOc), produtoras moderadas (2xDOc<D0540 nm<4xDOQOc) e
produtoras fortes (4xDOc<DO540 nm).

5.7 Diagnostico de doengas fungicas

Caso clinico 1

Em fevereiro de 2013, um filhote de peixe-boi-da-Amazdnia do sexo masculino, com
idade estimada de seis meses, mantido em reabilitacgio no CPPMA, apresentou placas
sobressalentes na pele, de coloragédo acinzentada, consisténcia rugosa, contornos irregulares e
de distribuicdo difusa (Figura 1). Foram observados sinais clinicos de prurido, com o animal
apresentando comportamento de friccionar o corpo nas paredes do recinto, e relatado um lento
desenvolvimento corporal. O animal recebia banhos diarios com solucéo de clorexidine a 2% e
néo foi tratado anteriormente com uso de medicamentos sistémicos. O recinto era abastecido
com agua doce filtrada, sem cloragdo, em area abrigada e completamente sombreada.
Diariamente ocorria 0 esvaziamento e limpeza das paredes e piso, com completa substituicdo
da agua. O tanque era compartilhado com outro filhote de menor porte, que ndo apresentava
alteracdes na pele. Foi realizado um raspado de pele na borda de uma lesdo na regido toracica.
As escamas de pele foram acondicionadas em frasco estéril, encaminhadas para processamento
microbiolégico imediato. As amostras foram semeadas em tubos contendo &gar Sabouraud
acrescido de cloranfenicol e &gar Mycosel, incubadas a temperatura ambiente por até cinco dias
para observacdo do crescimento de coldnias fungicas. Apds o crescimento foi realizado o
microcultivo por sete dias em &gar batata para observagdo da micromorfologia e posterior
identificacdo (DE HOOG et al., 2000).

46



Figura 1. Filhote de peixe-boi-da-Amazdnia com pele de aspecto rugoso, com placas

sobressalente e irregulares disseminadas por todo o corpo (A). Detalhe das lesdes (B) (setas).

Caso clinico 2

Em setembro de 2013, um filhote de peixe-boi-marinho do sexo feminino, de dois meses
de idade, mantido em reabilitacio no CRMM/AQUASIS, apresentou lesbes de pele
superficiais, de coloracdo escura, contornos irregulares, medindo cerca de 0,5 cm, de
distribuicdo multifocal. O animal encontrava-se no inicio da fase de muda natural da pele.
Foram realizados banhos semanais com solucdo de clorexidine a 2%, porém as lesdes se
expandiram e se disseminaram por todo o corpo do animal ao longo de 30 dias. Inicialmente
apresentaram coloracdo acinzentada ou avermelhada, porém, apds sete a 10 dias, se tornaram
enegrecidas e ultrapassaram 3 cm em seu maior diametro (Figura 2). N&o foram observados
sinais clinicos de prurido e inapeténcia. Foi realizado o exame clinico, biometria e coleta de
sangue para hemograma completo e analises bioquimicas séricas semanalmente. O filhote era
mantido em piscina abastecida com agua salgada, pré-clorada e filtrada, sem contato com outros
espécimes de peixe-boi.

No dia 15 de outubro de 2013 foi realizado um raspado das lesGes de pele para anélise
microbiologica. Foi realizado um exame direto em hidroxido de potassio a 10%, sendo
constatada a presenca de hifas demaceas, septadas e toluroides (Figura 3). Os fragmentos de
pele foram semeados em tubos contendo &gar Sabouraud, &gar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol e 4gar Mycosel. As amostras foram incubadas a temperatura ambiente por até

cinco dias para observacdo do crescimento de colbnias flngicas. Ap6s o crescimento, foi
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realizado o microcultivo por sete dias em &gar batata para observacdo da micromorfologia e
posterior identificacdo (DE HOOG et al., 2000).

Figura 2. Filhote de peixe-boi marinho (08S0112/17) apresentando lesGes escuras e
irregulares no dorso (setas).

A 1 P 23 ™
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Figura 3. Hifas demaéceas, toruloides e septadas em exame direto de lesdo cutanea de peixe-

boi-marinho 08S0112/17 (seta). (aumento 400x).
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Caso clinico 3

No periodo de marco de 2014 a margo de 2015 foram observadas lesdes sugestivas de
dermatite fangica em oito filhotes de peixe-boi-marinho mantidos em reabilitacdo no
CRMM/AQUASIS (Figuras 4 e 5). Os animais, de idades, sexos e estado de saude distintos,
apresentaram quadros clinicos similares, caracterizados por lesGes de contorno irregular,
coloracdo rosada, de distribuicdo, evolucgéo e data de observacao variaveis (Quadro 1). Nenhum
dos espécimes apresentou sinais clinicos de prurido. Foram realizados exames clinicos,
biometrias e coletas de sangue para hemograma completo e analises bioquimicas séricas em
frequéncia varidvel, de acordo com a idade (semanal — de um a trés meses; quinzenal — de quatro
a seis meses; mensal — de seis meses a um ano). Os filhotes eram mantidos em piscinas
abastecidas com agua salgada, clorada, filtrada, isolados, em pares ou trios. A distribuicdo dos
animais nos recintos variou de acordo com o desenvolvimento corporal, estado de salde e
questdes logisticas.

Foram realizados raspados das lesdes de pele dos oito filhotes ao longo desse periodo para
analise microbiologica. O exame direto em hidroxido de potassio a 10% foi realizado com
amostras de todos os animais, sendo constatada a presenca de hifas hialinas e septadas. Os
fragmentos de pele foram semeados em tubos contendo &gar Sabouraud, &gar Sabouraud
acrescido de cloranfenicol e Agar Mycosel. As amostras foram incubadas a temperatura
ambiente por até cinco dias para observacdo do crescimento de colbnias fungicas. Apos o
crescimento, foi realizado o microcultivo por sete dias em &gar batata para observacdo da
micromorfologia e posterior identificacdo (DE HOOG et al., 2000).

Figura 4. Filhote de peixe-boi-marinho (02S0111/63) apresentando les6es de coloragao

rosada, difusas, na regido ventral do corpo (setas).
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rosada, difusas, na regido ventral da cabeca (circulo), regides axilares e dobras do corpo

]
Figura 5. Filhote de peixe-boi-marinho (08S0112/19) apresentando lesdes de coloracdo

(setas).

Quadro 1. Dados bioldgicos, clinicos e de manejo de peixes-bois-marinhos com quadro

suspeito de dermatite fungica.

Registro Idade | Sexo | Datada Sinais clinicos/ Situacgéo no recinto Data do
observacéo raspado
4 M 25/03/14 LesGes rosadas, puntiformes, na regido 02/04/14
0250111/63 | meses abdominal ventral e nadadeira caudal. Apds
trinta dias se disserminarm, tornando-se
coalescentes/ Isolado no recinto.
11 F 28/07/14 LesBes rosadas em torno do umbigo e 29/07/14
08S0112/17 | meses regido axilar/ I1solada no recinto.
3 M 27/01/15 LesBes rosadas puntiformes na nadadeira 10/02/15
02S0111/65 | meses peitoral e regido axilar/ Recinto
compartilhado com 0250111/66.
3 M 27/01/15 Lesbes rosadas puntiformes na nadadeira 10/02/15
02S0111/66 | meses peitoral e regido axilar/ Recinto
compartilhado com 02S0111/65.
1 més F 10/02/15 LesBes rosadas na regido axilar, que se 10/02/15
08S0112/19 disseminaram para o restante do corpo em
10 dias, atingindo as narinas, areas de muda
natural da pele e camadas subjacentes/
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Recinto compartilhado com 0250111/68 de
06/03 a 24/03/15. Filhote 02S0111/71
colocado no mesmo tanque em 26/03/15.
2 M 27/02/15 LesBes rosadas na regido axilar esquerda/ | 03/03/15

02S0111/68 | meses Mantido isolado em recinto, ocupado
anteriormente (até 21/02) por 02S0111/65
e 0250111/66. Expanséo das lesGes para

nadadeiras peitorais apos 7 dias/ Filhote
08S0112/19 transferido para 0 mesmo
recinto em 06/03/15.

1 més F 17/03/15 LesGes rosadas nas nadadeiras peitorais e 24/03/15

02S0112/70 axilas/ Isolada no recinto
20dias | M 24/03/15 LesBes no ventre e nadadeiras peitorais / 24/03/15
02S0111/71 Isolado no recinto até 26/03/15, quando foi

transferido para recinto com 08S0112/19.

5.8 Tipagem de cepas de Candida albicans por sequenciamento de multilocus
(MLST)

As cepas de C. albicans isoladas a partir de sirénios foram submetidas a tipagem molecular
por sequenciamento de multilocus de acordo com Bougnoux et al. (2003). Inicialmente as
colbnias foram semeadas em tubos contendo caldo YEPD, incubados por 24 horas a 37 °C, sob
agitacdo. Um volume de 1,5 ml da cultura em caldo foi utilizado para a extragdo de DNA,
empregando-se o kit comercial MasterPure™ Yeast DNA Purification Kit (Epicentre®
Biotechnologies), seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. Para avaliagdo da
extracdo de DNA foram realizadas reagOes de eletroforese em gel de agarose a 1%.

ReacOes de PCR foram realizadas para sete genes, sendo estes AAT1 (Asparato
aminotransferase), ACC1 (Acetil coenzima A carboxilase), ADP1 (Permease ATP-
dependente), MPIb (Manose fosfato isomerase), SYALl (Alanil-RNA sintetase), VPS13
(Proteina vacuolar) e ZWF1 (Glicose-6-fosfato desidrogenase), utilizando-se separadamente
sete pares de primers distintos, AAT1 (Fwd5’-ACTCAAGCTAGATTTTTGGC-3’, Rev 5°-
CAGCAACATGATTAGCCC-3’), ACC1l (Fwd 5’-GCAAGAGAAATTTTAATTCAATG-
3, Rev 5’-TTCATCAACATCATCCAAGTG-3), ADP1 (Fwd 5’-
GAGCCAAGTATGAATGATTTG-3’, Rev 5>-TTGATCAACAAACCCGATAAT-3), MPIb
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(Fwd 5’-ACCAGAAATGGCCATTGC-3’, Rev 5-GCAGCCATGCATTCAATTAT-3"),
SYAlL (Fwd 5’-AGAAGAATTGTTGCTGTTACTG-3’, Rev 5-
GTTACCTTTACCACCAGCTTT-3"), VPS13 (Fwd 5’-TCGTTGAGAGATAATCGACTT-
3’, Rev 5’-ACGGATGGATCTCCAGTCC-3’) e ZWF1 (Fwd 5-
GTTTCATTTGATCCTGAAGC-3’, Rev 5’-GCCATTGATAAGTACCTGGAT-3’),
respectivamente.

As reacdes de PCR foram conduzidas em volume final de 50 pL, contendo 5 pL de Tampéo
10X (Invitrogen), 1 uL de dNTP [5Mm], 3 pL de MgCl; [5SMm], 1 uL de primer “forward”
[100uM] (Proligo), 1 pL de primer “reverse” [100uM] (Proligo), 0,2 pL de Taqg polimerase
[5U/uL] (Invitrogen), 37,8 uL de dgua Milli-Q e 1 uL de DNA. Foram utilizadas as seguintes
condicdes de amplificagdo: 94°C por 4 minutos, seguido por 30 ciclos de desnaturacéo a 94°C
por 45 segundos, anelamento a 55°C por 1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto, seguido de
extensdo final a 72°C por 10 minutos.

Os amplicons foram submetidos a rea¢des de sequenciamento pelo método da terminagéo
da cadeia pelo didesoxinucleotideo, utilizando 4uL do kit BigDye Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction (Applied Biosystems), 1 pL de cada primer (forward e reverse), e
3uL do produto de PCR, num volume final de 10 pL. As sequéncias foram analisadas em
sequenciador ABI PRISM 3700 (Applied Biosystems), montadas e editadas utilizando o
software SeqScape® (Applied Biosystems).

As sequéncias obtidas para cada gene de cada cepa foram disponibilizadas na forma de
cromatogramas e visualizadas criteriosamente para identificacdo de polimorfismos de
nucleotideos unicos (SNPs) em sitios previamente conhecidos. A presenca de dois picos de
tamanho similar, na mesma posic&o, indicou a existéncia de heterozigose, sendo substituidos
pelas letras K (G+T), M (A+C), S (G+C), R (A+G), Y (C+T) e W (A+T), de acordo com o
sistema de codigo internacional IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry).

Cada sequéncia foi inserida individualmente no site do MLST para C. albicans
(http://calbicans.mlst.net), comparada com banco de dados e obtido o nimero do alelo

correspondente. A tipagem de cada cepa foi realizada através da combinacdo dos numeros de
gendtipos obtidos para cada um dos sete genes avaliados. As descobertas de novos alelos e
novas sequéncias foram avaliadas a cadastradas pela responsavel pelo site.

A andlise filogenética foi realizada por “unweighted pair group method with arithmetic
averages (UPGMA)” e “neighbor-joining algoritmos” através do programa MEGA 4.
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Posteriormente os clados foram numerados de acordo com a utilizagdo em publica¢des sobre
distribuicdo populacional de cepas de C. albicans (ODDS et al., 2007; DA MATTA, 2009).

5.9 Analise estatistica

A taxa de positividade entre as duas espécies de sirénios e a recuperagdo dos diferentes
géneros de leveduras entre os diferentes hospedeiros foram comparadas através do teste exato
de Fisher, com nivel de significancia de 5%.

Para verificar as diferencas de CIMs das drogas antifingicas testadas entre as diferentes
variaveis, os valores CIM foram submetidos a transformacdo Log2. Com base nesta
transformacéo, os dados foram analisados por meio de modelos de regresséo linear, utilizando
os valores Log2 da CIM como variavel explicativa. Para as variaveis explicativas foram
utilizados os valores de fosfolipases, proteases e biofilme, além dos dados categéricos
referentes ao hospedeiro, classe de idade, sitio anatdmico pesquisado e espécie de Candida,
com o emprego de variaveis dummy. Foram também utilizados modelos de regressdo para
avaliar a diferenca na producéo de protease, fosfolipase e biofilme entre as diversas espécies de
leveduras estudadas. Valores de P inferiores ou iguais a 5% indicaram conclusfes

estatisticamente significativas.
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6. RESULTADOS

6.1 Identificacédo de leveduras

6.1.1 Sirénios

6.1.1.1 Trichechus inunguis

Foram isoladas 112 leveduras dos quatro sitios anatdbmicos avaliados de T. inunguis,
sendo 82% (41/50) dos animais positivos. As taxas de isolamento foram de 68% (34/50) para a
cavidade oral, 10% (5/10) para as narinas, 84,3% (27/32) para a abertura genital e 67,7%
(21/31) para o reto.

Quatro géneros de leveduras foram identificados (Tabela 2). Candida sp. representou
72,3% (81/112) dos isolados, seguida por Trichosporon sp. com 25% (28/112), Rhodotorula
sp. com 1,78% (2/112) e Cryptococcus sp. com 0,89% (1/112). Doze espécies de Candida
foram obtidas, sendo Candida albicans a espécie de levedura mais isolada (40/112). As espécies
de Candida ndo-albicans obtidas foram C. parapsilosis sensu stricto (14/112), C. orthopsilosis
(4/112), C. metapsilosis (3/112), C. guilliermondii (9/112), C. pelliculosa (3/112), C. tropicalis
(2/112), C. glabrata (2/112), C. famata (1/112), C. krusei (1/112), C. norvegensis (1/112), C.
ciferri (1/112). Foi obtido um isolado de Cryptococcus laurentii.

Dentre os 28 isolados do género Trichosporon, apenas seis puderam ser recuperados a
partir do estoque em solugéo salina e foram identificados por meio de sequenciamento. Para as
regides ITS1, IGS1 e D1/D2 obteve-se de 96 a 100% de similaridade com as sequencias de
referéncia FJ943429, JX111988 e EU559350 depositadas no GenBank identificadas como T.
asahii.

A partir de 20 amostras positivas de 16 T. inunguis obteve-se colonizacdo mista num
mesmo sitio anatdmico. Duas espécies de leveduras foram isoladas de seis amostras orais, uma
de narina, quatro de abertura genital e quatro de reto. Até trés espécies diferentes de leveduras
foram isoladas de cinco swabs retais. Dentre estes animais, trés individuos apresentaram

colonizacao mista em dois sitios anatdbmicos.
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6.1.1.2 Trichechus manatus

Foram obtidas 29 leveduras dos quatro sitios anatdmicos avaliados de T. manatus.
Dentre os animais avaliados, 76,9% (20/26) foram positivos. As taxas de isolamento foram de
42,3% (11/26) para a cavidade oral, 19,2% (5/26) para as narinas, 50% (6/12) para o trato
geniturinario e 45,4% (5/11) para o reto. Em geral, a taxa de recuperacdo de leveduras a partir
de T. manatus, considerando todos os sitios anatdmicos avaliados, foi menor do que a obtida
para T. inunguis (P<0,05).

Trés géneros de leveduras foram identificados (Tabela 2). Candida sp. representou
82,7% (24/29) dos isolados, seguido por Rhodotorula sp. com 13,8% (4/29) e Trichosporon sp.
com 6,89% (1/29). As taxas de isolamento de Rhorotorula sp. e Trichosporon sp. a partir de T.
manatus, foram maiores e menores, respectivamente, do que as obtidas para T. inunguis
(P<0,05). As espécies identificadas foram C. albicans (12/29), C. tropicalis (4/29), C. famata
(4/29); C. guilliermondii (3/29), C. krusei (1/29), Rhodotorula mucilaginosa (2/29) e
Rhodotorula minuta (1/29). O Unico isolado de Trichosporon sp. obtido ndo pdde ser
caracterizado molecularmente devido as dificuldades em recupera-lo a partir do estoque em
solucéo salina.

A colonizagao mista foi verificada em apenas uma amostra de T. manatus, na qual trés

espécies distintas de Candida foram isoladas da cavidade oral de um mesmo individuo.
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Tabela 2. Numero e porcentagem de espécies de leveduras isoladas de T. inunguis, T. manatus de acordo com o sitio anatémico.

Trichechus inunguis

Trichechus manatus

Espécie de levedura Cav.oral Narina Genitalia  Reto Total Cav.Oral Narina Genitalia Reto Total
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n(%) n(%) n((%)
Candida albicans 26 (65) - 11 (35,6) 3(8,6) 40(357) 9(69,2) 3(60) - - 12 (41,8)
C. parapsilosis strictosensu 3 (7,5) 2(33,2) 4(13) 5(14,4) 14 (12,5 - - - - -
C. orthopsilosis 1(2,5) - 1(3,2) 2 (5,7) 4 (3,7) - - - - -
C. metapsilosis - 1(16,7) - 2 (5,7) 3(2,6) - - - - -
C. guilliermondii 2 (5) - 3(96) 4115 9 (8) 1(7,7) - 1(16,7) 1(20) 3(10,3)
C. pelliculosa - - 1(3,2) 2 (5,7) 3(2,6) - - - - -
C. tropicalis - - 1(3,2) 1(2,8) 2(1,8) 1(7,7) 1(20) 2(33,3) - 4 (13,7)
C. glabrata - 1 (16,6) - 1(2,8) 2 (1,8) - - - - -
C. famata - - - 1(2,8) 1(0,9) 2 (15,4) - - 2 (40) 4(13,7)
C. ciferri - 1 (16,6) - - 1(0,9) - - - - -
C. norvegensis - - 1(3,2) - 1(0,9) - - - - -
C. krusei - - 1(3,2) - 1(0,9) - - - 1(200 1(34)
Trichosporon sp. 5(12,5) - 5(16,1) 12(34,3) 22(19,6) - 1 (20) - - 1(3,4)
T. asahii 3(75) 1(16,6) 2(6,5 - 6 (5,4) - - - - -
Rhodotorula sp. - - - 2 (5,7) 2(1,8) - - - 1(20) 134
R. mucilaginosa - - - - - - - 2(33,3) - 2 (6,9)
R. minuta - - - - - - - 1(16,7) - 1(3,4)
Cryptococcus laurentii - - 1(3,2) - 1(0,9 - - - - -
TOTAL 40 6 31 35 112 13 5 6 5 29




6.1.2 Cetaceos

Dentre os 21 cetaceos avaliados, foram obtidos 14 isolados de leveduras dos sitios
anatdémicos das espécies de hospedeiros P. electra (n=1), K. sima (n=3), K. breviceps (n=1) e
Inia geoffrensis (n=4). Nao foram isoladas leveduras a partir das amostras de M. novaeangliae
e P. macrocephalus. Adiconalmente foi obtido um isolado da alga patogénica Prothoteca sp. a
partir do reto de um espécime de K. sima. As taxas de isolamento foram de 9,5% (2/21) para a
cavidade oral, 14,3% (3/21) para o espiraculo, 26,3% (5/19) para a abertura genital e 26,3%
(5/19) para o reto (Tabela 3).

Tabela 3. Numero e porcentagem de espécies de leveduras e alga isoladas de cetaceos de acordo

com o sitio anatdmico.

Espécie de levedura Sitio anatdmico
X Cav. oral Espiraculo Genitdlia Reto Total
Hospedeiro n (%) n (%) n(%) n(%) n(%)
Complexo C. parapsilosis 2 (13,3)
P. electra 1 (50) - - -
K. breviceps - 1(33,3) - -
C. tropicalis 6 (40)
K. sima 1 (50) 2 (66,7) 2(40) 1(20)
C. famata 2 (13,3)
K. sima - - - 1 (20)
I. geoffrensis - - - 1 (20)
Candida sp. 1(6,7)
I. geoffrensis - - 1 (20) -
Cryptococccus sp. 3(20)
I. geoffrensis - - 2(40) 1(20)
Prothoteca sp. 1(6,7)
K. sima - - - 1 (20)
TOTAL 2 3 5 5 15

Dois isolados pertencentes ao Complexo C. parapsilosis ndo foram identificados
molecularmente, pois ndo houve crescimento a partir do estoque em solucdo salina. N&o foi

observada colonizagdo mista em nenhuma amostra.
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6.2 Fatores fisiol6gicos e ambientais

6.2.1 Sirénios

Todos os sirénios avaliados receberam um escore clinico para determinacdo do estado
de saude. Apenas os animais classificados com escore 6timo e bom, de ambos 0s sexos e classes
etarias, foram utilizados como referéncia para caracterizacdo da microbiota. Com relacdo a T.
inunguis, 88% (44/50) dos espécimes receberam escore 6timo, 8% (4/50) bom e 4% (2/50)
médio. Contagens de UFC >50 s6 foram obtidas em animais com escore 6timo e bom.
Considerando o fator idade, pelo menos uma espécie de levedura foi isolada de 100% (6/6) dos
filhotes e juvenis (15/15) e de 69% (20/29) dos adultos. Quanto ao sexo, uma maior taxa de
isolamento foi observada nos machos, sendo esta de 95,8% (23/24), do que nas fémeas, de
69,2% (18/26) (P<0,05).

Na avaliacdo de T. manatus, 69,3% (18/26) dos animais receberam escore clinico 6timo,
11,5% (3/26) bom, 11,5% (3/26) médio e 7,7% (2/26) ruim. Assim como em T. inunguis,
contagens de UFC >50 s6 foram obtidas em animais com escore 6timo e bom. Considerando o
fator idade, pelo menos uma espécie de levedura foi isolada de 60% (3/5) dos neonatos, 100%
(2/2) dos filhotes, 72,7% (8/11) dos juvenis e 87,5% (7/8) dos adultos. Quanto ao sexo, uma
maior taxa de isolamento foi observada nos machos, sendo esta de 90,9% (10/11), do que nas
fémeas, de 66,6% (10/15) (P<0,05).

Tendo em vista que a maioria das espécies de leveduras isoladas de sirénios com escore
médio ou ruim (C. guilliermondii, C. parapsilosis stricto sensu, C. famata, C. albicans e C.
tropicalis) também estavam presentes nos animais saudaveis, estas foram consideradas como
constituintes da microbiota. Apenas um isolado de C. krusei (1/112) foi obtido de T. inunguis,
sendo este proveniente da abertura genital de um filhote que havia sido submetido a um
procedimento cirdrgico realizado na regido perigenital no dia anterior a coleta. Com relagdo a
T. manatus, 66.6% (2/3) dos animais em que houve isolamento do género Rhodotorula estavam
imunocomprometidos. O espécime saudavel cujo isolamento também foi positivo para esse
género encontrava-se em recinto ao lado de animal de escore médio com Rhodotorula sp. em
dois sitios anatdmicos. Dessa forma, sugere-se que C. krusei e Rhodotorula sp. ndo sejam

consideradas constituintes da microbiota normal de T. inunguis e T. manantus, respectivamente.
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Considerando ambas as espécies de sirénios, ndo foram observadas diferencas nas taxas
de isolamento com relacdo ao tipo de dieta, uma vez que animais que recebiam apenas
sucedaneo ou sucedaneo e vegetais ou somente vegetais estavam colonizados por leveduras.
Todos os peixes-boi-da-Amazénia avaliados eram mantidos em tanques com agua doce,
filtrada, porém sem tratamento quimico, enquanto os peixes-boi-marinhos eram mantidos em
recintos com agua salgada, filtrada e clorada. Apesar do maior numero de isolados ter sido
obtido de T. inunguis, a prevaléncia de animais positivos foi equivalente para as duas espécies
de hospedeiros, ndo sendo possivel avaliar a influéncia da salinidade e cloracdo da agua sobre
a colonizagéo por leveduras.

As taxas de isolamento foram aparentemente mais elevadas nos recintos com densidade
superior a 10 peixes-bois (52,1%), quando comparadas a recintos que continham de dois a cinco
espécimes (42,2%) e aqueles com apenas um individuo (38,4%). Na maioria dos recintos com
mais de trés animais foi observado que estes compartilham uma espécie ou género de leveduras
predominante em alguns sitios anatdmicos, considerando aqueles cujo isolamento foi positivo
(Tabela 4)

Tabela 4. Espécies de leveduras predominantes nos sitios anatdmicos de sirénios de um mesmo

recinto
. (n) Espécies de levedura predominante
Recinto Hosp. o
animais Cav. Oral Narina Genital Reto
A T. inunguis 16 C.albicans C. albicans C. albicans C. parapsilosis
76,9% (10/13)*  66,6% (2/3) 61,5% (8/13) sensu stricto
50% (5/10)
B T. inunguis 16 C. albicans Trichosporon sp. Trichosporon sp.
100% (9/9) 44,4% (4/9) 77,7% (7/9)
C T. inunguis 12 C. albicans
66,6% (4/6)
D T. manatus 5 C. albicans
100% (3/3)
E T. manatus 4 C. albicans

100% (4/4)

*nimero de animais positivos para uma mesma espécie de levedura/ nimero de animais positivos para um mesmo

sitio anatémico
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6.2.2 Cetaceos

Com relacao aos cetaceos, 33,3% (7/21) receberam escore clinico ruim, 19,1% (4/21)
tiveram escore médio e 47,6% (10/21) estavam com escore bom. A maioria dos botos-
vermelhos capturados receberam escore bom, visto que estavam em boa condigédo corporal e
sem lesdes externas, no entanto, trés espécimes foram classificados com escore médio por
apresentaram discreta emaciacdo e lesGes cutaneas suspeitas de etiologia viral. Um espécime
de P. macrocephalus recebeu escore médio e foi solto com sucesso no ambiente natural. Todos
os demais cetaceos que encalharam no litoral do Ceara vieram a 6bito.

Para todos os animais positivos foi obtida contagem de CFU<50. A maioria dos
espécimes (20/21) era de machos, ndo sendo possivel avaliar a influéncia do sexo sobre as taxas
de isolamento. Considerando a classe etaria, foram observados filhotes (3/4), juvenis (2/7) e
adultos (4/10). Todos os isolados obtidos a partir de animais encalhados foram provenientes de
animais doentes, portanto estas leveduras ndo podem ser consideradas como constituintes da
microbiota normal. A baixa taxa de isolamento de leveduras a partir de I. geoffrensis de vida
livre, incluindo um espécime com escore clinico médio, sugere que estes microrganismos séo

pouco representativos na microbiota.

6.3 Sensibilidade in vitro de leveduras aos antifingicos

6.3.1 Sirénios

Os isolados de Candida spp. testados (n=105) apresentaram CIMs para Anfotericina B
variando de 0,03 a 1pg/mL, ndo sendo observada resisténcia a essa droga. A CIM para
Anfotericina B em C. albicans foi estatisticamente superior aquelas encontradas para as demais
espécies (P <0,017)

Com relagdo aos derivados azolicos, as CIMs variaram de 0,03 a 16pg/mL para
itraconazol e de 0,125 a 64pg/mL para fluconazol. Dentre as cepas avaliadas, 35,2% (37/105)
apresentaram resisténcia a pelo menos um dos derivados azolicos, com prevaléncia similar entre
os isolados de T. inunguis e T. manatus. Cepas resistentes foram obtidas de todos os sitios

anatdmicos avaliados.
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Dentre as cepas resistentes, 86,5% (32/37) eram C. albicans, 10,8% (4/37) C. tropicalis

e 2,7% (1/37) C. guilliermondii. Considerando estes isolados, 48,6% (18/37) apresentaram

resisténcia aos dois azdlicos, 40,5% (15/37) ao itraconazol e 10,8% (4/37) ao fluconazol. Altos

indices de resisténcia foram detectados em C. albicans e C. tropicalis, sendo estes de 61,5%

(32/52) e 66,7% (4/6), respectivamente. A CIM para itraconazol em C. albicans foi

estatisticamente superior aquelas encontradas para as demais espécies (P <0,011)

Os valores de CIM obtidos para todos os isolados de Candida spp. de ambos 0s hospedeiros

encontram-se descritos na tabela 5.

Tabela 5. Perfil de sensibilidade aos antifingicos de cepas de Candida spp. isoladas de
sirénios.
CIM Is?lados
Hospedeiro  Sitio Espécie de levedura resistentes
AMB ITC FLC ITC FLC
T. inunguis  Oral C. albicans (n=26) 0,25-1 0,03-16 0,125-64 13 6
C. parapsilosis stricto 0,06 -0,25 0,03-0,06 05-2 - -
sensu (n=3)
C. orthopsilosis (n=1) 0,25 <0,03 0,5 - -
C. guilliermondii (n=2) 0,25 0,06 — 0,25 1-8 - -
Nasal C. glabrata (n=1) 0,25 0,125 4 - -
C. parapsilosis stricto 0,125-0,25 0,03 1-2 - -
sensu (n=3)
C. metapsilosis (n-1) 0,25 0,03 4 - -
C. ciferri (n=1) 0,25 0,125 4 - -
Genital C. albicans (n=11) 0,25-1 0,03 -16 0,125-32 7 5
C. guilliermondii (n=3) 0,125-1 0,125-0,25 2-8 - -
C. krusei(n=1) 1 0,125 16 - -
C. norvegensis (n=1) 0,03 0,06 1 - -
C. parapsilosis stricto 0,06 -0,25 0,03 1-4 - -
sensu (n=4)
C. orthopsilosis (n=1) 0,125 0,03 0,5
C. pelliculosa (n=1) 0,25 0,03 2 - -
C. tropicalis (n=1) 0,5 8 64 1 1
Retal C. albicans (n=3) 0,25-0,5 4-16 4-32 3 2
C. famata (n=1) 1 0,25 8 - -
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C. glabrata (n=1) 0,25 0,125 2 - -
C. guilliermondii (h=4) 0,125-055 0,03-16 05-4 1 -
C. parapsilosis stricto 0,125-0,25 0,03 -0.06 0,25-2 - -

sensu (n=6)
C.orthopsilosis (n=1) 0,125 0,03 2 - -
C. metapsilosis (n=2) 0,25 0,03 0,25-1 - -
C. pelliculosa (n=2) 0,125-0,5 0,06-0,125 2-4 - -
C. tropicalis (n=1) 0,5 16 64 1 1
T.manatus  Oral C. albicans (n=9) 0,25-0.5 0,03 -16 0,125-64 5 5
C. famata (n=2) 0,125-0,25 0,03 -0,06 1-4 - -
C. tropicalis (n=1) 0,25 0,03 32 - 1
C. guilliermondii.(n=1) 0,125 0,03 2 - -
Nasal C. albicans (n=3) 0,25-1 0,03-16 0,125-64 1 1
C. tropicalis (n=1) 0,5 0,03 0,5 - -
Genital C. guilliermondii (n=1) 0,125 0,03 1 - -
C. tropicalis (n=2) 0,25-0,5 0,03-1 0,125-2 1 -
Retal C. famata (n=2) 0,125 0,03 025-1
C. guilliermondii (h=1) 0,125 0,03 1 - -
C. krusei (n=1) 1 0,06 8 - -

6.3.2 Cetaceos

Os isolados de Candida spp. testados (n=9) apresentaram CIMs para Anfotericina B
variando de 0,06 a 0,5pug/mL, ndo sendo observada resisténcia a essa droga. Com relacdo aos
azolicos, as CIMs variaram de 0,03 a 16pg/mL para itraconazol e de 0,25 a 64pg/mL para
fluconazol. Dentre as cepas avaliadas, 22,2% (2/9) apresentaram resisténcia aos dois derivados
azolicos. Cepas resistentes foram obtidas do espiraculo e abertura genital de um espécime de
K. sima, ambas pertencentes a espécie C. tropicalis, com o indice de resisténcia de 33,3% (2/6).
Os dois isolados de Candida sp. obtidos a partir de I. geoffrensis ndo foram avaliados quanto a
sensibilidade devido a contaminacdo dos estoques em solugdo salina. Os valores de CIM

obtidos para os isolados de Candida spp. de cetaceos encontram-se descritos na tabela 6.
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Tabela 6. Perfil de sensibilidade a antifingicos de cepas de Candida spp. isoladas de cetaceos

CIM Is?lados
Hospedeiro Sitio Espécie de levedura resistentes
AMB ITC FLC ITC FLC
P. electra Oral Complexo 0,25 0,125 2
C. parapsilosis (n=1)
K. sima Oral C. tropicalis (n=1) 0,5 0,03 2
Espiraculo C. tropicalis (n=2) 0,25 0,03-16 2-8 1 1
Genital C. tropicalis (n=2) 0,125-0,5 0,03-16 0,25-64 1 1
Retal C. tropicalis (n=1) 0,5 0,03 0,25
C. famata (n=1) 0,06 0,125 16
K. breviceps  Espiraculo Complexo 0,125 0,06 1

C. parapsilosis (n=1)

6.4 Fatores de viruléncia

6.4.1 Fosfolipases

6.4.1.1 Sirénios

Os isolados de Candida sp. de T. inunguis e T. manatus (n=105) foram submetidos ao

teste de producdo de fosfolipase, cujos resultados encontram-se descritos na tabela 7. Dentre as
cepas avaliadas, 32,4% (34/105) foram negativas (Pz=1), 52,4% (55/105) foram positivas (1>Pz
>0,64) e 15,2% (16/105) foram fortemente positivas (Pz<0,64) para a producao de fosfolipases,

com perfil similar para as duas espécies de hospedeiros.

As espécies de Candida que apresentaram maior atividade enzimatica foram: C. albicans
(51/52), C. glabrata (2/2), C. krusei (2/2), C. pelliculosa (3/3) e C. tropicalis (4/6). C. albicans

apresentou uma producéo de fosfolipases significativamente maior (P<0,0001) do que as outras

espécies. Uma correlacao positiva foi encontrada entre as CIMs de anfotericina B e a producéo

de fosfolipases (P=0,007).
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Tabela 7. Producdo de fosfolipases por cepas de Candida spp. isoladas de sirénios.

T. inunguis T. manatus

o . Negativa  Positiva  Fortemente Negativa Positiva  Fortemente
Espécie de Candida

(Pz=1) (1>Pz positiva (Pz=1) (1>Pz positiva
>0,64) (Pz<0,64) >0,64) (Pz<0,64)
C. albicans 1 33 6 - 9 3
C. ciferri 1 - - - - -
C. famata 1 - - 3 1 -
C. glabrata - 1 1 - - i,
C. guilliermondii 4 4 1 2 1 -
C. krusei - 1 - - 1 -
C. norvegensis 1 - - - - -
C. paraspilosis 14 1 - - - ;
stricto sensu
C. orthopsilosis 3 - - - - -
C. metapsilosis 2 - 1 - - -
C. pelliculosa - - 3 - - -
C. tropicalis 1 1 - 1 2 1
TOTAL 28 41 12 6 14 4

6.4.1.2 Cetaceos

Dentre as cepas de Candida spp. isoladas a partir de cetaceos, 22,2% (2/9) foram
negativas (Pz=1), 66,7% (6/9) foram positivas (1>Pz >0,64) ¢ 11,1% (1/9) fortemente positivas
(Pz<0,64) para a producdo de fosfolipases (Tabela 8). Os isolados negativos pertenciam as
espécies C. tropicalis (1/2) e Complexo C. parapsilosis (1/2), as cepas positivas eram
Complexo C. parapsilosis (1/6) e C. tropicalis (5/6) e a unica cepa fortemente positiva era C.
famata. Um elevado percentual de producdo de fosfolipases foi observado em C. tropicalis,
sendo este de 83,3% (5/6). Os dois isolados de Candida sp. obtidos a partir de I. geoffrensis néo
foram avaliados quanto a producdo de fosfolipases devido & contaminacdo dos estoques em
solucdo salina. Considerando os dois isolados de cetadceos que apresentaram resisténcia aos

derivados azdlicos, apenas em um foi verificada a producéo de fosfolipases.
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Tabela 8. Producéo de fosfolipases por cepas de Candida spp. isoladas de cetaceos.

Hospedeiro Espécie de Negativa Positiva Fortemente

Candida (Pz=1) (1>Pz>0,64) positiva

(Pz<0,64)
P. electra (n=1) Complexo C. parapsilosis 1 - -
K. breviceps (n=1) Complexo C. paraspilosis - 1 -
K. sima (n=2) C. famata - - 1
C. tropicalis 1 5 -
TOTAL 2 6 1

6.4.2 Proteases

6.4.2.1 Sirénios

Os isolados de Candida sp. de T. inunguis e T. manatus (n=105) foram submetidos ao
teste de producdo de proteases, cujos resultados encontram-se descritos na tabela 9. Dentre as
cepas avaliadas, 49,5% (52 /105) foram negativas (Pz=1) e 50,5% (53/105) foram positivas
(Pz< 1) para a producdo de proteases, com perfil similar para as duas espécies de hospedeiros.

Um maior percentual de producéo de proteases foi verificado para C. albicans, visto que
88,5% (46/52) dos isolados foram positivos. Foi observada uma correlacdo positiva entre 0s

valores de CIMs de itraconazol e a producéo de proteases (P=0,043).
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Tabela 9. Producéo de proteases por cepas de Candida spp. isoladas de sirénios.

Espécie de Candida T. inunguis T. manatus

Negativa Positiva Negativa Positiva
(Pz=1) (Pz<1) (Pz=1) (Pz<1)
35 1 11

. albicans
. ciferri - - -
. famata - 4 -
. glabrata

. guilliermondii

. krusei

R, P, © N kRO
1
1
1

. norvegensis
. paraspilosis stricto sensu 11 4 - -

. orthopsilosis

. pelliculosa

O O 0O 0O 00000000

2

. metapsiloisis 3 - - -
3
1

. tropicalis
TOTAL 40 41 12 12

6.4.2.2 Cetaceos

Dentre as cepas de Candida spp. isoladas a partir de cetaceos, 55,6% (5/9) foram
negativas (Pz=1) e 44,6% (4/9) foram positivas (Pz<1) (Tabela 10). Os isolados ndo produtores
pertenciam as espécies C. tropicalis (2/5), Complexo C. parapsilosis (2/5) e C. famata (1/5),
enguanto as cepas positivas eram da espécie C. tropicalis (4/4). Um moderado percentual de
producdo de proteases foi observado em C. tropicalis, sendo este de 66,6% (4/6). Os dois
isolados de Candida sp. obtidos a partir de I. geoffrensis ndo foram avaliados quanto a producéo
de proteases devido a contaminacdo dos estoques em solucdo salina. Nao foi verificada a
producéo de proteases nos dois isolados de cetaceos que apresentaram resisténcia aos derivados

azélicos.
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Tabela 10. Producéo de proteases por cepas de Candida spp. isoladas de cetaceos.

Hospedeiro Espécie de Negativa Positiva
Candida (Pz=1) (Pz<1)
P. electra (n=1) Complexo C. parapsilosis 1 -
K. breviceps (n=1) C. paraspilosis 1 -
K. sima (n=2) C. famata 1 -
C. tropicalis 2 4
TOTAL 5 4

6.4.3 Biofilme

6.4.3.1 Sirénios

Todos os isolados de Candida spp. obtidos de sirénios (n=105) foram testados quanto a
producéo de biofilme. N&o houve producdo em 67,6% (71/105), producdo fraca em 21,9%
(23/105), producdo moderada em 6,7% (7/105) e producgéo forte em 3,8% (4/105) das cepas
(Tabela 11).

As espécies de Candida que apresentaram maior percentual de producdo de biofilme
foram C. tropicalis com 66,7% (4/6), C. orthopsilosis com 66.7% (2/3), C. krusei com 50%
(1/2) e C. parapsilosis sensu stricto com 46.7% (7/15). Dentre as cepas nas quais foi verificada
resisténcia a pelo menos um dos derivados azdlicos, 31,2% (10/32) de C. albicans e 75% (3/4)
de C. tropicalis apresentaram producdo de biofilme em escala variando de fraca a forte, ndo
sendo possivel estabelecer uma correlacdo entre esses dois aspectos. Particularmente, observou-
se que os isolados resistentes de C. albicans de peixe-boi-marinho apresentaram maior
percentual de producdo de biofilme (83,3%), do que aqueles provenientes de peixe-boi-da-
Amazonia (19,2%).
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Tabela 11. Producéo de biofilme por cepas de Candida spp. isoladas de sirénios.

Espécie de Candida T. inunguis T. manatus
N FMFO N F M FO
C. albicans 2 7 - 1 3 8 - 1
C. ciferri 1 - - - - - . -
C. famata 1 - - - 4 - - -
C. glabrata 2 - - - - - - -
C. guilliermondii 6 - 2 1 3 - - -
C. krusei T - - - - - 1 -
C. norvegensis T - - - - - -
C. paraspilosis sensu strico 8 4 3 - - - - -
C. orthopsilosis 1 1 1 - - - - -
C. metapsilosis 3 - - - - - - -
C. pelliculosa 3 - - - - - - -
C. tropicalis -1 - 1 2 2 - -
TOTAL 50 13 6 3 12 10 1 1

N= n&o produtora; F= fraca; M = moderada; FO= forte

6.4.3.2 Cetaceos

Dentre as cepas de Candida spp. isoladas a partir de cetaceos, 33,3% (3/9) foram néo
produtoras de biofilme, 11,1% (1/9) foram fracamente produtoras, 22,2% (2/9) foram
produtoras moderadas e 33,3% (3/9) foram fortes produtoras (Tabela 12). Os isolados
negativos pertenciam as espécies C. famata (1/3), Complexo C. parapsilosis (1/3) e C.
tropicalis (1/3), o Unico isolado fracamente produtor era do Complexo C. parapsilosis,
enguanto as cepas produtoras moderadas (2/2) e fortemente produtoras (3/3) eram C. tropicalis.
Os dois isolados de Candida sp. obtidos a partir de I. geoffrensis ndo foram avaliados quanto a
producdo de proteases devido a contaminacdo dos estoques em solucdo salina. Um elevado
percentual de producéo de biofilme foi observado em C. tropicalis, sendo este de 83,3% (5/6).
Um isolado de C. tropicalis resistente aos derivados azolicos apresentou forte producdo de

biofilme.
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Tabela 12. Producéo de biofilme por cepas de Candida spp. isoladas de cetaceos.

Hospedeiro Espécie de Nao Fraca Moderada Forte
Candida produtora
P. electra (n=1) Complexo C. parapsilosis - 1 - -
K. breviceps (n=1) Complexo C. paraspilosis 1 - - -
K. sima (n=2) C. famata 1 - - -
C. tropicalis 1 - 2 3
TOTAL 3 1 2 3

6.5 Diagnostico de doengas fungicas

Dois relatos de casos de micose cutanea superficial foram descritos em filhotes de
peixes-bois mantidos em cativeiro, sendo um em peixe-boi-da-Amazénia (Caso 1) e outro em
peixe-boi-marinho (Caso 2). Um surto de micose cutanea foi observado em oito peixes-bois-
marinhos mantidos em reabilitacdo no CRMM/AQUASIS. Nenhum caso foi relatado a partir
de cetaceos encalhados no litoral do Ceara, nem de botos-vermelhos de vida livre capturados

no Rio Negro, Amazonas.

6.5.1 Sirénios

Caso clinico 1

A partir das escamas de pele coletadas de um filhote de peixe-boi-da-Amazonia foi
observado o crescimento de dois tipos de coldnias de leveduras: uma de textura glabrosa, de
cor bege e relevo céncavo; outra rugosa, de cor bege e relevo cerebriforme. Foram identificadas
as espécies C. tropicalis, por meio de testes fenotipicos, e T. asahii através de sequenciamento.
Tendo em vista que houve isolamento de Trichosporon sp. na cavidade oral e abertura genital
do animal, sugere-se que esse agente esteja mais relacionado a levedurose cutanea
diagnosticada.

Ndo foi instituido nenhum tratamento sisttmico com antifungicos a partir da
identificacdo dos agentes etioldgicos envolvidos por se tratar de uma micose cutanea

superficial. O animal era mantido em recinto totalmente sombreado, compartilhado com outro
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filhote. Apesar do contato direto frequente entre os dois animais, ndo foi observada a presenca
de lesBes cutaneas no outro espécime. Apds a transferéncia para recinto aberto, com exposicao
direta ao sol, foi relatada a regressdo das les6es

Caso clinico 2

Apos o cultivo dos fragmentos de pele foi observado o crescimento de coldnias de
coloracdo enegrecida, textura arenosa e reverso preto nos tubos com agar Sabouraud e
Sabouraud acrescido de cloranfenicol. No microcultivo foram verificadas hifas de coloracdo
amarronzada e septadas, conidioforos eretos, ndo-ramificados, septados, apicalmente
direcionados, com conidios cilindricos, lisos, de paredes espessas, com trés a sete septos,
permitindo a identificacdo da espécie Bipolaris hawaiiensis (Figura 6). Este caso consistiu no
primeiro relato de feohifomicose em mamiferos aquaticos.

Figura 6. Microcultivo de B. hawaiiensis, mostrando conidioforos eretos com conidios
apicais. No detalhe, conidio cilindrico com cinco septos.

A partir da identificacdo do agente etioldgico foi instituido o tratamento com itraconazol
na dose de 2,5mg/kg, por via oral, uma vez ao dia, durante 14 dias. Foi observada a evolugéo
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positiva das lesbes e boa resposta ao tratamento. Apesar da descamagdo intensa da pele, uma
vez que o animal estava em fase de muda natural, lesdes fungicas ndo foram observadas nas
camadas subjacentes as areas afetadas. Alteracdes hematoldgicas significativas ndo foram
detectadas durante o curso da doenga, sendo observada apenas uma linfopenia moderada no
momento do diagndstico. Os niveis séricos de transaminase glutdmico oxalacética (TGO) e

transaminase glutamico pirtvica (TGP) duplicaram apés o fim do tratamento com itraconazol.

Caso clinico 3

No cultivo de fragmentos de pele de 50% dos animais (4/8) foi observado o crescimento
de coldnias de textura algodonosa, com micélio aéreo, cor branca e reverso alaranjado. No
microcultivo foram observadas hifas hialinas, septadas, com microconidios arredondados
abundantes e macroconideos em forma de banana, permitindo a identificacdo do género
Fusarium sp. Apesar de ndo ter havido crescimento fungico a partir do material biolégico dos
outros 50% (4/8) dos filhotes, a observagdo das lesGes idénticas, inclusive em animais que
compartilhavam recintos com outros comprovadamente infectados, permitiu o diagnostico
presuntivo de dermatite pelo mesmo agente nesses espécimes. Dessa forma, sugere-se que
ocorreu um surto de fusariose cutdnea em peixes-bois-marinhos mantidos no
CRMM/AQUASIS ao longo de um ano.

O tratamento dos animais foi estabelecido individualmente, de acordo com a
porcentagem do corpo acometido, persisténcia das lesdes e evolugédo do quadro clinico (Quadro
2). Quatro peixes-bois foram tratados com itraconazol (2,5mg/Kg) por via oral, uma ou duas
vezes ao dia, durante 21 a 60 dias, ou através de pulsoterapia, obtendo-se a cura clinica ao final
do periodo. Nesses casos, 0 desaparecimento das lesdes foi verificado de 20 a 45 dias ap0s o
inicio do tratamento. Nos locais anteriormente afetados foi observada a substitui¢ao das lesdes
por tecido esbranquicado. Houve recidiva do quadro ap6s 7 a 35 dias do final do tratamento em
25% dos casos (2/8), sendo necesséria a repeticdo do uso de antifingico em um dos animais,
enguanto em outro houve regressao das lesdes. Quatro animais nao foram tratados devido a
distribuicdo pontual das lesdes e regressao espontanea de 14 a 45 dias ap6s o diagndstico. Nao
foram verificados sinais clinicos de prurido, perda de peso ou alteragdes hematologicas durante

todo o curso da doenga nos oito filhotes.

71



Quadro 2. Evolugdo do quadro clinico de filhotes de peixe-boi-marinho com dermatite por

Fusarium sp.
Registro Cultura Tratamento Evolugéo
Fusarium sp. | Tratamento com itraconazol (SID) | N&o houve resposta clinica esperada
02S0111/63 iniciado em 09/04/14, com duragdo de | com o uso de itraconazol
60dias. Recidiva constatada apds 35 | administrado uma vez ao dia. No
dias. Iniciado novo tratamento com | segundo ciclo de tratamento, com
itraconazol (BID) em 12/07/14, com | maior frequéncia de uso, houve lenta
duracdo de 56 dias. resposta, havendo regressdo das
lesbes em 04/09/14. Uma recidiva foi
constatada em 10/10, porém optou-se
por ndo realizar tratamento, com
completa regressdo das lesdes em
23/10/14.
Fusarium sp | Pulsoterapia com itraconazol (BID) | Ndo houve resposta ao primeiro
08S0112/17 iniciada em 30/07/14, finalizada em | tratamento, havendo  completa
20/08/14. Devido a permanéncia das | regressdo das lesdes em 04/09/14.
lesdes, foi iniciado um novo
tratamento em 28/08/14.
Negativa Ndo foi realizado tratamento com | Regressdo espontanea das lesGes em
02S0111/65 antifangico devido a distribuigdo focal | 45 dias.
das lesdes, sem disseminagao.
Fusariumsp | Ndo foi realizado tratamento com | Regressdo espontanea das lesGes em
02S0111/66 antifngico devido a distribuicéo focal | 45 dias apds o diagndstico clinico.
das lesdes, sem disseminacéo.
Fusarium sp | Pulsoterapia com itraconazol iniciada | Houve completa regressdo das lesdes
08S0112/19 em 02/03/15, finalizada em 24/03/15. | ao final do tratamento. Foi observada
uma recidiva do quadro em 31/03/15,
com evolugdo positiva em uma
semana. Nesse periodo o animal
estava compartilhando o recinto com
02S0111/71, que apresentava quadro
em curso.
Negativa Tratamento com itraconazol inciado | Houve boa resposta ao tratamento,
0250111/68 em 07/03/15, com duracdo de 21 dias. | com completa regressdo das lesfes
em 24/03/15.
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Negativa N&o foi realizado tratamento com | Regressdo espontanea das lesGes em
02S0112/70 antifingico devido a distribuicao focal | 21 dias apds o diagndstico clinico.

das lesdes, sem disseminacao.

Negativa Ndo foi realizado tratamento com | Regressdo espontanea das lesGes em
02S0111/71 antifungico devido a distribuicdo focal | 14 dias ap6s o diagndéstico clinico.

das lesdes, sem disseminagao.

6.5.2 Cetaceos

N&do foram observados sinais clinicos de doencas fungicas nos cetaceos encalhados
vivos (0/9) enquanto estavam em reabilitacdo, nem verificadas lesdes nos orgaos internos
durante as necropsias dos espécimes que vieram a Obito (8/9). Dentre os cetaceos avaliados,
destaca-se 0 caso de um filhote de K. sima, mantido em reabilitacdo durante um més no
CRMM/AQUASIS, que apresentou colonizagdo por C. tropicalis em todas as suas cavidades
naturais em coleta realizada um dia antes de vir a obito. Trés dias antes o animal havia saltado
para fora do tanque de reabilitacdo, sendo diagnosticada uma severa hemorragia abdominal e
peritonite em consequéncia do traumatismo. Apesar de ndo terem sido observadas placas
esbranquicadas nas mucosas do animal, caracteristicas de casos de candidiase
pseudomembranosa, esse achado reforca o potencial de infeccdo de leveduras em animais
imunossuprimidos, submetidos a corticoterapia e antibioticoterapia. Nao foram observadas
lesBes cutaneas sugestivas de etiologia fungica nos botos-vermelhos capturados no Rio Negro,
estado do Amazonas.

6.6 Tipagem por sequenciamento de multilocus (MLST) de C. albicans

Dentre os 52 isolados de C. albicans obtidos a partir de sirénios, 45 foram submetidos
a tipagem molecular por MLST, sendo 33 de T. inunguis e 12 de T. manatus. Sete cepas ndo
foram avaliadas devido a impossibilidade de recupera-las a partir do estoque em solucao salina.
Adicionalmente foram incluidos dois isolados de C. albicans obtidos a partir de onicomicose
em dois funcionarios envolvidos no manejo de peixes-bois-da-Amazonia no CPPMA.

Considerando os sete genes estudados, com tamanhos de fragmentos variando de 373 a

491pb, 2.883 nucleotideos de cada cepa foram analisados. O total de nucleotideos sequenciados
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dos 45 isolados foi de 129.735. Foram identificados 70 genotipos, sendo 11 para o gene AAT1,
8 para ACC1, 8 para ADP1, 9 para MPI, 11 para SYA1, 12 para VPS13 e 11 para ZWF1. Um
novo gendtipo foi cadastrado na base de dados sob 0 nimero 243 para o gene ZWF1. Dentre 0s
45 isolados foram obsevados 33 tipos de sequéncias (DST), sendo 27 novos tipos. Os nimeros
de alelos, sequéncias e clados encontram-se descritos na tabela 13.

As cepas de sirénios avaliadas pertenciam a cinco clados, 1, 8, 9, 11 e 17, dentre os 18
existentes até o presente momento para C. albicans. Os isolados de T. inunguis foram incluidos
nos clados 8 (21/33; 63,7%), 9 (6%; 2/33) e 11 (10/33; 30,3%), enquanto as cepas de T. manatus
estavam nos clados 1 (1/12; 8,4%); 8 (6/12; 50%) e 17 (5/12; 41,6%) (Figura 7). Foram
encontradas 23 DSTs dentre os 33 isolados de T. inunguis, enquanto 11 DSTs foram detectadas
nos 12 isolados de T. manatus. Uma DST (2222) foi compartilhada entre os dois hospedeiros.
Os dois isolados de humanos pertenciam ao clados 8 e 16.

O tipo de sequéncia mais comum foi a de nimero 1029, encontrada em cinco peixes-
bois-da-Amazénia diferentes (5/45; 11,1%). Quatro desses animais se encontravam no mesmo
recinto, indicando o potencial compartilhamento de microorganismos entre 0s espécimes. A
DST 90 foi detectada em trés cepas de individuos distintos de T. inunguis (3/45; 6,67%)
mantidos em recintos separados, indicando que ha fluxo de microrganismos na institui¢cdo. A
DST 2222 foi observada em trés cepas (3/45; 6,67%), duas de T. manatus e uma de T. inunguis,
ambas em espécimes diferentes. Trés DSTs (461, 2211 e 2216) foram encontradas em duas
cepas, cada uma (2/45; 4,45% cada), provenientes de espécimes distintos de peixes-bois-da-
Amazonia. Duas cepas apresentaram a DST 774, tendo sido isoladas de sitios anatémicos
diferentes de um mesmo peixe-boi-da-Amazonia, indicando que a coloniza¢do da microbiota
pode se dar por possiveis clones. Cepas com DSTs diferentes (2200 e 2222) também foram
isoladas de dois sitios anatdmicos de um mesmo peixe-boi-marinho, ambas pertencentes ao
clado 8. Cepas pertencentes ao clado 8 (ST 2223) e 11 (ST 2216) foram obtidas a partir de um

mesmo peixe-boi-da-Amazonia.
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Tabela 13. Perfil de alelos e nimero de sequéncias correspondente dos isolados de C. albicans de sirénios.

Cepa Hospedeiro AAT1 ACC1 ADP1 MPI SYAl VPS13 ZWF1 DST ID Clado Resisténcia*
10 T. inunguis 33 7 14 54 6 45 15 2199 2372 8 Né&o
70 T. inunguis 55 14 4 54 114 45 15 2221 2404 8 Sim
90  T.inunguis 62 3 3 3 3 39 95 918 9 Néo
100  T.inunguis 33 14 4 54 34 45 15 2211 2405 8 Sim
130  T.inunguis 33 14 4 54 6 45 15 1029 2382 8 Sim
140  T.inunguis 55 14 4 54 6 45 15 602 2373 8 Né&o
150  T.inunguis 33 14 4 54 6 45 15 1029 2383 8 Sim
160  T.inunguis 33 14 4 54 6 45 15 1029 2406 8 Sim
1701 T. inunguis 33 14 4 54 6 45 15 1029 2384 8 Sim
180  T.inunguis 33 14 4 54 6 45 15 1029 2385 8 Sim
21G  T.inunguis 33 14 4 54 6 45 40 2207 2386 8 Sim
23G  T.inunguis 60 27 21 1 35 11 29 2201 2375 11 Sim
24G  T.inunguis 37 27 21 1 35 45 15 2208 2387 11 Sim
250  T.inunguis 25 7 6 3 6 27 37 90 2388 8 Sim
260  T.inunguis 25 7 6 9 6 27 37 2222 2407 8 Sim
300 T.inunguis 25 7 6 3 6 27 37 90 2376 8 Né&o

3201 T.inunguis 62 3 3 3 3 15 95 2209 2389 9 Sim
35G  T.inunguis 37 27 21 1 35 11 15 2202 2377 11 Sim
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610  T. manatus 25 7 6 9 6 27 37 2222
620  T. manatus 25 14 6 3 6 27 37 2205
630 T.manatus 25 7 6 14 6 27 243 2224
66N  T.manatus 59 5 21 2 80 108 47 2218
670  T.manatus 59 5 21 2 80 205 47 2219
69N  T. manatus 59 14 21 2 80 27 15 2206
H1 Humano/ 53 31 10 36 83 182 111 2220
Onicomicose
H2 Humano/ 27 14 4 54 6 45 15 2900
Onicomicose

2411
2380
2412
2401
2402
2381
2403

17
17
17
16

Sim
Né&o
Né&o
Né&o
Né&o
Né&o

Sim

*Resisténcia a pelo menos um dos derivados azolicos testados (itraconazol e fluconazol)
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Com relagdo aos dois isolados de onicomicoses de humanos, dois novos tipos de
sequéncia foram obtidos. Uma pertencia ao clado 16 (DST 2220), ndo estando relacionada a
cepas encontradas nos peixes-bois-da-Amazoénia, enquanto outra pertencia ao clado 8 (DST
2900), relacionada a isolados de seis animais (DSTs 1029 e 2199). Esse achado reforca a
possibilidade de contaminacéo entre seres humanos e sirénios em cativeiro.

Relacionando-se os dados de sensibilidade antifingica aqueles obtidos através do
MLST, obteve-se C. albicans resistentes aos derivados azolicos em todos os clados, sendo a
frequéncia de resisténcia de 80% (8/10) para o clado 11, 59, 2% (16/27) para o clado 8 e 20%
(1/5) para o clado 17, além de uma cepa resistente no clado 1 e uma no clado 9. Com relagéo
aos isolados de T. manatus, um maior percentual de cepas resistentes foi observado no clado 8
(66,7%) do que no clado 17 (20%). Quanto aos isolados de T. inunguis, um maior percentual
de resisténcia foi encontrado no clado 11 (80%) do que no clado 8 (57,1%). Uma cepa de origem
humana classificada no clado 16 (H1) apresentou resisténcia antiflngica.
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Figura 7. Arvore filogenética apresentando agrupamentos em clados de isolados de C. albicans
de sirénios. Em vermelho estdo as cepas de T. inunguis, em azul as de T. manatus e em preto

as de humanos, seguido do tipo de sequéncia entre parénteses.
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7. DISCUSSAO

Esse estudo apresentou uma abordagem multidisciplinar sobre o isolamento de fungos
a partir de mamiferos aquaticos, com destaque para as leveduras. Dentre os poucos trabalhos
publicados sobre a caracterizagdo da microbiota de sirénios, este consiste na primeira avaliagcdo
sistematica para isolamento de leveduras desses animais. As mucosas das cavidades naturais de
T.inunguis e T. manatus se mostraram colonizadas por leveduras de diversas espeécies,
demonstrando que esses microrganismos fazem parte da microbiota da cavidade oral, narinas,
abertura genital e reto. Apenas o trabalho de Nielsen et al. (2013) revelou isolamento de
leveduras a partir de amostras de sirénios, no qual obtiveram duas cepas de Candida spp., sendo
uma da pele e outra das fezes, e uma cepa de Cryptococcus humicolus das narinas de carcacgas
de dugongos na Austrélia.

A microbiota leveduriforme de T. inunguis se mostrou quantitativamente mais
representativa e diversa quando comparada a de T. manatus. Diferencas nas taxas de isolamento
em funcdo da salinidade e tratamento quimico da 4gua podem estar envolvidas, visto que 0s
peixes-bois-da-Amazonia avaliados eram mantidos em agua doce, ndo clorada, enquanto 0s
peixes-boi-marinhos ficavam em recintos com agua salgada e clorada. A maioria dos animais
avaliados foram resgatados e levados para reabilitacdo quando eram neonatos ou filhotes,
diminuindo as chances de colonizacdo por leveduras durante a breve permanéncia no ambiente
natural, bem como pelo pouco contato com as maes. Nas trés instituicoes pesquisadas havia
contato dos animais com humanos durante 0s manejos biomédicos e alimentacéo,
especialmente com os filhotes em fase de amamentacdo. Possiveis fatores que podem explicar
as maiores taxas de isolamento em T.inunguis s&o a maior proximidade dos recintos com a flora
circundante e com outros animais silvestres, principalmente aves, que sdo mantidos em
reabilitacdo no CPPMA. De acordo com Martins et al. (2002) e Buck et al. (2006), as condicdes
ambientais artificiais, 0 uso de antibioticos, a composi¢do da agua inadequada, o contato com
animais terrestres, seres humanos e flora circundante sio fatores que favorecem a maior
prevaléncia de leveduras em mamiferos marinhos em cativeiro.

Leveduras do género Candida foram as mais isoladas em ambos os hospedeiros,
destacando-se a elevada prevaléncia de C. albicans nas duas espécies. Em outros mamiferos

aquaticos, como golfinhos-nariz-da-garrafa, Candida spp. sdo mais prevalentes em animais de
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cativeiro do que em animais de vida livre, sendo C. albicans a principal espécie isolada (BUCK,
1980; BUCK et al., 2006; AVALOS-TELLEZ et al., 2010).

Leveduras do género Trichosporon sp. foram isoladas de todos os sitios anatdmicos de
peixes-boi-da-Amazonia, hospedeiro no qual apresentaram maior potencial de colonizagédo. A
identificagcdo molecular de alguns destes isolados revelou elevada prevaléncia de Trichosporon
asahii. A menor tolerancia da maioria das espécies de Trichosporon sp. a ambientes salinos,
com excecdo de T. mucoides (GUNDE-CIMERMAN et al., 2009), pode ter contribuido para a
baixa prevaléncia em peixes-bois-marinho, que sdo mantidos em piscinas de agua salgada. O
contrario foi observado com relacdo ao género Rhodotorula sp., que inclui varias espécies
halotolerantes (BUTINAR et al., 2005), o qual apresentou prevaléncia mais elevada em peixe-
boi-marinho do que em peixe-boi-da-Amazonia.

A colonizagdo mista num sitio anatdmico de um mesmo individuo foi observada
principalmente em peixes-bois-da-Amazonia e em recintos com elevada densidade de animais.
As taxas de isolamento também foram mais elevadas em tanques com mais de 10 animais, que
compartilham pelo menos uma espécie de levedura predominante nos seus sitios anatémicos.
Este achado pode indicar uma maior contaminacao da agua nesses recintos, sendo recomendada
uma melhoria no sistema de tratamento de agua desses centros de reabilitacdo para minimizar
0s riscos de infecgOes oportunistas por leveduras.

Dentre o0s sitios anatbmicos pesquisados, a maior prevaléncia de leveduras foi observada
na abertura genital de ambas as espécies de hospedeiros. Um menor nimero de swabs genitais
e retais foi coletado devido a dificuldades operacionais na contencdo de animais de maior porte,
principalmente fémeas e em peixes-bois-marinhos, o que pode ter subestimado as taxas de
isolamento nesses sitios e género. A cavidade oral se mostrou mais colonizada por C. albicans
nos dois hospedeiros. Na abertura genital e reto de T. inunguis foi observada uma maior
diversidade de espécies de leveduras, principalmente de Candida spp. Na mucosa genital
observou-se uma maior prevaléncia de C. albicans, Trichosporon sp. e C. parapsilosis sensu
stricto, enquanto na mucosa retal Trichosporon sp. foi mais prevalente. Nesses mesmos sitios
anatdmicos de T. manatus foram obtidos poucos isolados devido as limitagfes nas coletas, o
que dificulta a determinacdo das espécies de leveduras mais importantes para a microbiota.
Rhodotorula sp. e C. tropicalis foram mais prevalentes na abertura genital, enquanto C. famata
foi mais encontrada no reto. Poucas leveduras foram isoladas a partir das narinas de ambos 0s

hospedeiros, possivelmente devido ao menor contato da mucosa nasal com o ar e 4gua. Peixes-
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bois permanecem submersos a maior parte do tempo, com as narinas fechadas, e realizam
movimentos de expiracao e inspiracao rapidos e discretos, (MARSH et al., 2011).

No geral, ndo houve influéncia do escore clinico sobre o isolamento de leveduras e
contagem de UFC nas duas espécies de hospedeiros, o contréario do observado por Brilhante et
al. (2010) em estudo similar com calopsitas, no qual verificaram maiores contagens de UFC em
animais com escore clinico baixo. No entanto, observou-se que 0s Gnicos neonatos colonizados
por leveduras, ambos T. manatus, apresentavam baixos escores clinicos. A maior predisposicao
nesses espécimes se deve possivelmente a imunossupressao existente em animais nessa faixa
etaria e o contato precoce com condigdes artificiais. Dessa forma, sugere-se que o isolamento
de leveduras a partir de neonatos seja um potencial indicador de satde fragil. Os demais grupos
etarios se mostraram susceptiveis a colonizacdo de forma similar. Com relagédo ao fator sexo,
machos de ambas as espécies apresentaram taxas de isolamento superiores as fémeas. No
entanto, esses valores podem nao refletir uma real diferenca entre os sexos, visto que dentre 0s
animais que nao tiveram swabs genitais e/ou retais coletados, a maioria (26/32) era de fémeas.

Apesar de serem comensais e estarem presentes na microbiota normal, as leveduras séo
capazes de causar doencas severas em humanos e animais, sobretudo quando héa
comprometimento da funcdo imune (BRILHANTE et al., 2010). Aparentemente, a ocorréncia
de zoonoses ocupacionais causadas por leveduras ainda ndo foi relatada em instituigdes que
lidam com mamiferos aquéticos. No entanto, em trabalho paralelo a esse estudo, verificaram-
se guatro casos de onicomicoses causadas por leveduras (C. albicans, C. famata e T. asahii) em
profissionais envolvidos no manejo de peixes-bois-da-Amazonia em cativeiro. Todas essas
espécies também foram isoladas a partir dos animais. A genotipagem da cepa de C. albicans de
um tratador revelou a existéncia de relacdes filogenéticas proximas com cinco isolados
provenientes de T. inunguis, indicando a possibilidade de transmissdo desses agentes entre
humanos e sirénios. Takahashi et al. (2010) pontuaram o risco de transmissao de Candida spp.
para pessoas com contato proximo com golfinhos-nariz-de-garrafa de cativeiro. Apesar de
ainda serem pouco conhecidas, as zoonoses ocupacionais devido a interacdo entre mamiferos
aquaticos doentes e humanos pode aumentar o fluxo de patdgenos entre estes e contribuir para
a emergéncia de doencas infecciosas (HUNT et al., 2008).

Apesar do amplo conhecimento sobre a biologia de algumas espécies de sirénios, ainda
sdo escassas as informacdes sobre os aspectos sanitarios em muitas areas de ocorréncia
(BONDE et al., 2004; MARSH et al., 2011). No Brasil, estudos sobre a satde de T. inunguis e
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T. manatus selvagens e de cativeiro sdo elencados como prioritarios no Plano de A¢do Nacional
para a Conservacdo dos Sirénios, visto que algumas subpopula¢bes encontram-se
regionalmente mais ameacadas de extin¢cdo do que em nivel global (ICMBio, 2011a). O
isolamento de leveduras da microbiota amplia o espectro de possiveis agentes etiol6gicos de
doengas infecciosas nesses animais, bem como demonstram a forte influéncia das condigcfes
artificiais sobre a satde de peixes-bois.

Outro aspecto abordado nesse trabalho foi a avaliacdo da sensibilidade antifingica e
producdo de fatores de viruléncia por cepas de Candida spp. Esse estudo apresentou os
primeiros dados sobre o perfil de sensibilidade & antifingicos em leveduras isoladas a partir de
sirénios. Dentre as trés espécies onde foi observada resisténcia aos derivados azdlicos, niveis
elevados foram encontrados em C. albicans e C. tropicalis, corroborando com estudos similares
realizados outras espécies de hospedeiros, como calopsitas, aves de rapina, emas, cdes e
camardes (SIDRIM et al., 2010; BRILHANTE et al.; 2012; BRILHANTE et al. 2013; BRITO
et al., 2009; BRILHANTE et al., 2011). As origens da resisténcia podem ser multiplas.
Antifungicos sdo raramente utilizados de forma sistémica na clinica de sirénios, com excegdo
de pomadas cicatrizantes com multiplos compostos aplicadas comumente no tratamento tépico
de ferimentos e abscessos (BOSSART, 2001; D’AFFONSECA-NETO & VERGARA-
PARENTE, 2007). Adicionalmente, o uso de alguns antibacterianos, como metronidazol, pode
atuar na selecdo de resisténcia em Candida sp. devido ao efeito antifingico de baixo grau
(ARENDRUP, 2013; BEN-AMI et al., 2012).

Acredita-se que a alimentacdo artificial dos peixes-bois estudados, constituida em sua
maioria por vegetais cultivados, representa uma importante fonte de resisténcia. O uso de
azélicos fungicidas na agricultura tem papel relevante na transmissao de resisténcia na medicina
humana e veterinaria, devido ao contato das leveduras da microbiota com residuos presentes
nos vegetais consumidos (MULLER et al., 2007; CASTELO-BRANCO et al, 2013). Uma
menor prevaléncia de resisténcia (20%) foi observada nas cepas isoladas a partir de animais
com menos de um ano em cativeiro, quando comparada a individuos com 1 a 5 anos (42%), >
5 a 10 anos (32%) e com mais 10 anos (39%). Dessa forma, acredita-se que a exposi¢do
prolongada as condic@es artificiais pode ser um fator de risco na aquisicdo de resisténcia.

A qualidade da agua de manutencao dos animais em cativeiro também pode representar
uma fonte de resisténcia, visto que existe uma forte influéncia desta sobre a o perfil de

microrganimos que colonizam as mucosas dos animais (VERGARA-PARENTE et al., 2003a).
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A origem da &gua captada para abastecimento dos recintos deve ser criteriosamente
selecionada, bem como o sistema de tratamento a ser utilizado, que irdo influenciar diretamente
na saude de mamiferos aquaticos em cativeiro (ARKUSH, 2001). A elevada densidade de
animais em alguns recintos das instituicbes pesquisadas também implica numa maior
concentracdo de microrganismos na &gua, facilitando a disseminacéo de resisténcia, e indica a
insuficiéncia dos sistemas de tratamento utilizados.

O contato proximo dos animais em cativeiro com seres humanos, principalmente dos
filhotes em fase de aleitamento, também pode favorecer a transmissdo de microrganismos
resistentes. Com relag&o as bactérias, o nivel de resisténcia detectado em animais selvagens
parece estar relacionado ao grau de associagdo com seres humanos (SKURNIK et al., 2006).
Os achados desse trabalho corroboram com essa hipétese, porém considerando a resisténcia em
leveduras. Apesar de ndo existirem dados publicados sobre o isolamento de leveduras de
sirénios de vida livre, a elevada prevaléncia de C. albicans nas duas espécies de peixe-boi
avaliadas indica uma forte influéncia das condigdes artificiais sobre a composi¢éo da microbiota
de animais cativos, visto que é a espécie de levedura comensal e patogénica mais prevalente
nos seres humanos (MCMANUS & COLEMAN, 2014). O conhecimento sobre as origens da
resisténcia antimicrobiana nos animais selvagens também é importante para a saide humana
devido ao crescente impacto das zoonoses, bem como a necessidade de prever a emergéncia de
patogenos resistentes (RADHOUANI et al., 2014).

Este estudo também consiste na primeira avaliacdo sistematica para deteccao de fatores
de viruléncia em fungos isolados de mamiferos aquaticos. Considerando os atributos de
viruléncia testados, a producéo de fosfolipases e proteases por cepas de Candida spp. oriundas
de sirénios se mostrou mais importante do que a capacidade de formagdo de biofilme. A
producdo de enzimas hidroliticas e de biofilme estdo relacionadas a uma maior patogencidade
e resisténcia aos antifungicos, respectivamente (SILVA et al., 2012)

A prevaléncia de genes de viruléncia é variavel entre populaces de microrganismos
comensais. A microbiota humana é caracterizada por uma maior prevaléncia de genes de
viruléncia do que a de outros organismos. Nos animais, a presenca de genes de viruléncia
aumenta com a massa corporal, 0 que revela a maior complexidade dos microrganismos
comensais intestinais de espécies maiores. Dessa forma, fatores de viruléncia e mudangas na
sua prevaléncia entre hospedeiros podem refletir mais numa adaptacdo local para o
comensalismo do que em viruléncia em si (SKURNIK et al., 2008; TENALLION et al., 2010).
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Considerando que os peixes-bois sdo herbivoros de grande porte, que possuem uma vasta
microbiota intestinal e que dependem desta para a producdo e absorcdo de nutrientes, sugere-
se que a deteccdo de viruléncia nos microrganismos desses animais pode estar relacionada
principalmente ao comensalismo. Os poucos relatos de infec¢do por leveduras existentes nos
sirénios podem reforcar essa hipdtese. No entanto, estudos de patogencidade dessas cepas se
mostram importantes para avaliacdo da sua correlagdo com os fatores de viruléncia que
produzem.

A deteccdo de elevados indices de resisténcia aos antifingicos e de producéo de fatores
de viruléncia por cepas de Candida spp. isoladas de sirénios cativos reforca a influéncia das
condicdes artificiais sobre a saude de peixes-bois. As pressdes seletivas nos habitats de cepas
comensais podem promover o aparecimento de fatores de resisténcia antimicrobiana e de
viruléncia, tornando-as reservatdrios desses fatores (TENAILLON et al., 2010; RADHOUANI
et al., 2014).

Tendo em vista que parte desses animais, principalmente T. manatus, séo mantidos em
cativeiro para posterior soltura na natureza, torna-se importante monitorar os indices de
resisténcia e viruléncia de microrganismos isolados das suas cavidades naturais para uma
melhor compreensdo impactos a médio e longo prazo sobre as populagdes selvagens. A coleta
de material biol6gico de animais nativos, bem como de individuos ja reintroduzidos, € essencial
para a avaliacdo da persisténcia desses microrganismos e da sua capacidade de disseminag&o.
Como a colonizacao desses animais por bactérias e fungos pode ser fortemente influenciada por
condigOes artificiais, podem atuar como fonte de genes de resisténcia e viruléncia para o
ambiente, conespecificos e outras espécies de animais. Considerando que peixes-bois j& sdo
utilizados como sentinelas da proliferacéo de algas toxicas e de poluentes, este estudo sugere o
potencial uso desses animais como indicadores dos niveis de resisténcia antimicrobiana nos

ambientes aquaticos.

Com relagdo as leveduras isoladas a partir de cetaceos, esse trabalho consistiu num raro
levantamento desses microrganismos em animais encalhados e de vida livre no Brasil. Devido
ao pequeno numero de espécimes avaliados e pelo fato de pertencerem a distintas espécies, ndo
foi possivel fazer maiores inferéncias sobre o papel de leveduras como constituintes da

microbiota. Ademais, 0s cetaceos encalhados encontravam-se com prognostico clinico variando
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de reservado a ruim, com imundidade comprometida, o que pode favorecer a colonizacdo das
cavidades naturais por leveduras oportunistas.

Dentre as leveduras isoladas de cetaceos encalhados no litoral do Ceara, todas eram
Candida ndo-albicans, sendo C. tropicalis a espécie mais abundante. Esse achado reforca outros
estudos que mostram que C. albicans ndo aparenta ser a levedura com maior potencial de
colonizagdo em cetaceos de vida livre, o contrario do que é observado em animais mantidos em
cativeiro (HIGGINS, 2000, REIDARSON et al., 2001; BUCK et al., 2006, MORRIS et al.,
2011). Um filhote de K.sima mantido durante um més em reabilitacdo teve quatro cepas de C.
tropicalis recuperadas a partir das suas cavidades naturais apds sofrer um traumatismo
abdominal severo, que culminou com o ébito. Sugere-se que uma candidemia estivesse em
curso, porém estudos moleculares sdo necessarios para comprovar que se tratava de cepas
relacionadas filogeneticamente.

Um isolado da alga aclorofilica Prothoteca sp. foi obtido a partir da cultura de swab
retal de um espécie de K. sima. Aparentemente, trata-se do primeiro registro de colonizagdo
por esse agente em mamiferos aquaticos. Nenhuma lesdo detectada na necropsia nem alteragdes
em exames complementares realizados posteriormente foram atribuidas a esse agente. O género
Prototheca € formado por algas ubiquas, presentes no solo, vegetacdo, agua, ambientes
marinhos, humanos, animais domésticos e selvagens Duas espécies tem maior destaque nos
raros casos raros de infeccdo, P. wickerhamii e P. zopfii (PFALLER & DIEKEMA, 2005). A
identificacdo em nivel de espécie ndo foi realizada no unico isolado desse estudo devido a
inconsisténcia nos resultados dos testes diferencias de assimilacdo de carboidratos e nitratos.
Na medicina veterinaria é relatada principalmemte em casos de mastite bovina e também em
infecgOes profundas, havendo relato de meningoencefalite em cdo causada por essa alga
(AMORIM et al., 2010; MARQUEZ et al., 2012).

Dentre as nove cepas de Candida spp. avaliadas quanto ao perfil de sensibilidade
antifingica, apenas dois isolados de C. tropicalis, obtidos a partir de um espécime de K. sima,
apresentaram resisténcia aos dois derivados azolicos testados. O animal ndo foi levado para
cativeiro e sobreviveu poucas horas apds o resgate, o que sugere que a coloniza¢do ocorreu no
ambiente natural. Aparentemente ndo ha relatos publicados sobre a deteccdo de leveduras
resistentes aos antifungicos em mamiferos aquaticos de vida livre. C. tropicalis resistentes ja
foram detectadas em golfinhos-nariz-de-garrafa cativos (TAKAHASHI et al., 2010). Esse

achado reforca o potencial do monitoramento dos niveis de resisténcia antimicrobiana em
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microrganismos isolados de animais selvagens como ferramenta para avaliacdo da
contaminacdo ambiental.

Com relacdo aos fatores de viruléncia pesquisados, um maior percentual de producao
de fosfolipases e capacidade de formacgédo de biofilme foi verificado em Candida spp. de
cetaceos do que de sirénios. A producdo de proteases foi equivalente nos dois grupos. C.
tropicalis isoladas de cetaceos se mostraram mais virulentas do que aquelas obtidas de sirénios.
Nesses casos, 0 isolamento de microrganismos se deu a partir de animais doentes, com quadros
de salde graves, sugerindo que expressam uma maior producdo de fatores de viruléncia em
hospedeiros imunocomprometidos.

A baixa taxa de isolamento de leveduras de botos-vermelhos corrobora com achados de
pesquisas realizadas com outros cetaceos de vida livre, como golfinhos-nariz-de-garrafa. Buck
et al (2006) pesquisaram microrganismos aerobios de 245 T. truncatus nos estados americanos
da Florida, Texas e Carolina do Norte entre os anos 1990 e 2002 e obtiveram uma prevaléncia
de 6,3% para leveduras, sendo C. tropicalis e C. albicans as espécies mais frequentes. Em
estudo simlar, Morris et al., (2011) observaram uma prevaléncia 8,3% de fungos dentre
microrganismos aerdbios isolados de 180 T. truncatus na costa Atlantica dos Estados Unidos
de 2003 a 2005, sendo C. glabrata e C. tropicalis as espécies mais abundantes. Paralalemante
a pesquisa de leveduras, foi realizado o isolamento de bactérias Gram-negativas dos 13 botos-
vermelhos, dos quais foram obtidos mais de 75 cepas a partir dos mesmos sitios anatdbmicos. A
prevaléncia de leveduras nessa pesquisa foi de 6,1% (5/82), mas esta superestimada, visto que
bactérias Gram-positivas ndo foram isoladas. Dentre os cinco isolados, trés pertenciam ao
género Cryptococcus sp., achado incomum dentre os levantamentos de microbiota
leveduriforme de veterbrados citados anteriormente.

O contato intenso e frequente da populacdo de botos-vermelhos estudada com seres
humanos, principalmente turistas provenientes de diversas regides do Brasil e outros paises,
pode representar um risco a salde dos animais e das pessoas. Diversos microrganismos isolados
de mamiferos aquéaticos apresentam reconhecido potencial zoonético (BOSSART, 2010). A
transmisséo de microrganismos pode se dar pela inalagdo do ar exalado dos botos, pelo contato
com a pele e através de mordidas provocadas acidentalmente durante as tentativas de
alimentacdo dos animais. As conexdes estabelecidas entre os seres humanos e a populacao de
botos utilizada para ecoturismo na Reserva do rio Negro promovem um fluxo de

microrganismos entre esses distintos taxa e podem favorecer a ocorréncia de doencas
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infecciosas em ambos os organismos. O levantamento da microbiota de um maior nimero de
botos, de areas geograficas distintas, pode revelar diferencas populacionais e influéncia das
atividades antropicas sobre as comunidades microbianas desses animais, bem como a real
importancia destes como agentes oportunistas.

No tocante as doengas fungicas, os diagndsticos de trés micoses cutaneas superficiais
foram obtidos em sirénios nesse estudo: um caso de levedurose mista por T. asahii e C.
tropicalis em peixe-boi-da-Amazonia, um caso de feohifomicose por B. hawaiiensis em peixe-
boi-marinho e um surto de fusariose por Fusarium sp. em peixes-bois-marinho. Todas as
doencas apresentaram bom progndstico e houve evolucdo para a cura em todos 0s casos.
Doencas fungicas sao raramente diagnosticadas em sirénios, restritas a dermatites causadas por
cinco géneros de fungos (FORRESTER, 1992; BOSSART, 2001).

Todos os animais afetados eram filhotes, com idades variando de 20 dias a 11 meses na
ocasido do diagnostico. Bledsoe et al. (2006) sugeriram que as defesas da epiderme de peixes-
bois-da-Fldrida ndo funcionam efetivamente como em outros grupos de mamiferos aquaticos,
visto que sdo comumente colonizados por algas e invertebrados. Dessa forma, a deficiéncia
imunoldgica da pele, as mudas naturais que ocorrem nessa faixa etaria e a imaturidade do
sistema imunoldgico podem ser fatores predisponentes a infeccdes fungicas oportunistas em
peixes-bois.

Lesdes de pele suspeitas de etiologia fungica, com aspecto similar aquelas causadas por
C. tropicalis e T. asahii, sdo comumente observadas em peixes-bois-da-Amazonia mantidos em
cativeiro no CPPMA. Filhotes sdo os principais animais afetados, principalmente durante as
fases de muda de pele. A manutencdo dos animais nos primeiros meses de vida em area de
bercério coberta, sem exposicdo ao sol, parece ser um fator predisponente a persisténcia dessas
lesBes, visto que a regressdo ocorre espontaneamente apos a transferéncia dos filhotes doentes
para recintos abertos, sem necessidade de tratamento com antifingicos (Stella Lazzarini,
comunicacgéo pessoal).

O isolamento das duas espécies de leveduras da mesma les@o sugere uma infecgdo mista,
ndo sendo possivel atribuir o quadro clinico a uma espécie separadamente. A infec¢do nédo
apresentou carater contagioso, visto que o animal afetado compartilhava o recinto com outro
filhote, que apresentava pele integra. Os banhos diarios com solucdo de clorexidine também

podem representar um fator predisponente, visto que ha constante eliminacdo de parte da

87



microbiota cutanea, que possui importante papel na imunidade da pele (SANFORD & GALLO,
2013)

Dentre as leveduras do género Candida, C. tropicalis € um dos agentes mais comumente
envolvidos em candidemias em pacientes imunocomprometidos, principalmente em infecgdes
nosocomiais (NEGRI et al., 2012). Também é um patdgeno reportado em infeccbes em
animais, bem como constitui a microbiota de diversos veterbrados (SILVA et al. 2012),
incluindo mamiferos aquaticos, como golfinhos-nariz-de-garrafa (TAKAHASHI et al., 2010).
T. asahii é reportado como um dos agentes de uma micose superficial estrita em humanos, a
piedra branca, e também causando infeccBGes sistémicas, principalmemte em pacientes
imunocomprometidos (SIDRIM & ROCHA, 2004). Nesse estudo houve isolamento de C.
tropicalis e T. asahii da microbiota de peixes-bois-da-Amazonia. O diagnostico de infeccdo
cutdnea por essas leveduras demonstra o potencial destas como agentes de infeccOes
oportunistas em sirénios.

O diagnostico de infeccdo por B. hawaiiensis em peixe-boi-marinho consistiu no
primeiro relato de feohifomicose em mamiferos aquaticos. Diversas espécies de fungos
demaceos ja foram isoladas a partir de distintos taxa de animais, no entanto, as feohifomicoses
causadas por Bipolaris sp., como a diagnosticada nesse trabalho, sd@o raras em medicina
veterinaria (GIRI et al., 2011). O género Bipolaris sp. contéem mais de 100 espécies, descritas
principalmente como fitopatdgenos ou associadas ao solo e alimentos em decomposicéo,
principalmente em regides tropicais e subtropicais (BASHIR et al. 2009; GIRI et al. 2011, DA
CUNHA et al. 2012). Trés destas possuem maior importancia médica como agentes de
feohifomicoses superficias, subcutaneas e profundas, B. spicifera, B. australiensis e B.
hawaiiensis (MC GINNIS et al.,1986; PERFECT et al., 2011).

Dentre os poucos relatos de feohifomicoses causadas por Bipolaris sp. em animais, a
maioria é atribuida a B. spicifera, acometendo cavalos, vacas, gatos e cdes. No entanto, grande
parte dos casos data da década de 70 e foram atribuidos erroneamente aos géneros Drechslera
sp. e Helminthosporium sp. (DE HOOG et al. 2000). H& registro de um caso fatal de
feohifomicose sistémica por B. spicifera em cdo, com comprometimento do sistema nervoso
central e rins (GIRI et al. 2011). Nao foram encontrados casos de infeccdes por B. hawaiiensis
em animais na literatura, sendo este primeiro registro de feohifomicose por este agente em
medicina veterinaria. No Brasil existe apenas um relato de caso publicado de infeccédo por B.
hawaiiensis, descrito em um trabalhador rural na regido sudeste do pais (COSTA et al. 1991).
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A inoculagdo traumatica na pele é a principal forma de transmisséo de feohifomicoses
cutaneas (COSTA etal. 1991; GIRI et al. 2011). No caso em estudo, ndo foi possivel determinar
a forma de transmissdo, no entanto, acredita-se que a vegetacao no entorno dos tanques pode
representar a fonte de infec¢do, visto que Bipolaris sp. é encontrado como saproéfita de plantas
e solo (BASHIR et al. 2009). Esponjas utilizadas para dar banho no animal, com debridacéo,
podem ter provocado abrasdes, que podem ter permitido entrada do agente. A utilizacdo
profilatica de solucdo de clorexidine semanalmente para antisepsia da pele pode ter favorecido
a infeccdo devido a eliminacdo temporaria da microbiota local.

O tratamento com itraconazol na dosagem recomendada por Bossart (2001) se mostrou
eficaz, sem efeitos deletérios graves sobre os parametros hematoldgicos e bioquimicos séricos
do filhote de peixe-boi-marinho. A duplicacdo dos niveis séricos de ALT e AST possivelmente
foi causada pelo uso do antifingico, visto que os derivados azolicos podem elevar de 2 a 25
vezes 0s niveis séricos de enzimas hepaticas em mamiferos marinhos, porém raramente
provocam doencas hepaticas nesses animais (REIDARSON et al. 2001). Além de sua ampla
utilizacdo na medicina veterinaria, o itraconazol tem atividade potente e consistente para o
tratamento de feohifomicoses, inclusive nas formas sistémicas (REVANKAR et al. 2002).

A deteccdo de um surto de fusariose em peixes-bois-marinhos mantidos no
CRMM/AQUASIS representa um raro registro de doenca fangica de carater epidémico em
mamiferos aquaticos, visto que o0s fungos sdo agentes pouco transmissiveis entre esses animais
(REIDARSON et al., 2001). Existe apenas um caso publicado de dermatite causada por
Fusarium sp. em T. manatus, provocando lesdes pustulares (FORRESTER, 1992). Em
cetaceos, relatos de fusariose cutanea e profunda ja foram descritos em animais encalhados e
mantidos em cativeiro (STAGGS, 2010; NAPLES et al., 2012).

O género Fusarium é composto por mais de 100 espécies, largamente distribuidas no
solo, &gua, plantas e diversos substratos organicos. Trés espécies possuem maior importancia
médica, F. solani, F. oxysporum e F. verticillioides, porém outras podem envolvidas em
infeccbes humanas, causando principalmente ceratomicoses e infeccdes disseminadas
(ALASTRUEY-1ZQUIERDO et al., 2008; AZOR et al., 2009). A determinacao da espécie de
Fusarium sp. envolvida na etiologia dos casos em peixes-bois ndo foi conclusiva, visto que foi
realizada apenas a identificacdo fenotipica. A identificagdo com base na morfologia tem sido

limitada, visto que muitas espécies envolvidas em infec¢cBes humanas sdo dificeis de serem
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distinguidas. Dessa forma, métodos moleculares tém sido empregados com mais rapidez e
precisdo na identificacdo (AZOR et al., 2009).

O aspecto das lesdes descrito nos oito filhotes de peixe-boi-marinho acometidos difere
dos quadros cutaneos nodulares relatados em outras espécies de mamiferos aquaticos. Nenhum
dos animais apresentou sinais de prurido, inapeténcia ou altera¢cdes hematoldgicas. Desde a
ocorréncia do caso de feohifomicose em um dos filhotes mantidos no CRMM, suspendeu-se a
realizacdo de banhos com solugédo de clorexidine apos 0s manejos biomédicos por ser um fator
predisponente a infeccdes cutaneas. Apesar de todos os recintos possuirem sistema de
tratamento independente, a fonte de abastecimento de &gua € comum, representando uma
possivel fonte de infeccdo. As arranhaduras e laceragdes superficias que ocorreram na pele dos
animais durante a captura com rede para realizacdo de manejo biomédico podem favorecer a
penetracdo e instalacdo do fungo. A fusariose observada em peixes-bois apresentou carater
contagioso, visto que animais adoeceram simultaneamente ou contrairam a infec¢do ap6s serem
acondicionados em recintos com outros em fase final de tratamento ou de regresséo das lesdes.

Fusarium spp. sdo resistentes in vitro a muitos compostos antifangicos, sendo F. solani
considerada espécie mais resistente (PUJOL et al., 1997; ALASTRUEY-IZQUIERDO et al.,
2008 ). As recidivas observadas em dois animais, com necessidade de tratamentos prolongados,
podem ter ocorrido por subdosagem de itraconazol no caso do filhote 02S0111/63 e/ou por
resisténcia dos isolados, porém a sensibilidade in vitro ndo foi investigada. A persisténcia do
fungo em agua salgada, clorada e filtrada durante cerca de um ano nos tanques do CRMM,
indica a resisténcia desses isolados ao sistema de tratamento de agua empregado, sendo
necessario investigar a utilizacdo de outros métodos associados, como 0zonio e radiacdo
ultravioleta.

O diagnostico de feohifomicose e fusariose em peixes-bois-marinhos amplia o espectro
de doencas fangicas que acometem esses animais. A presenca de fungos em animais cativos,
mantidos em recintos com qualidade de dgua adequada e sob boas condi¢cdes de manejo,
demonstra a susceptibilidade desses animais a doengas infecciosas em ambientes artificiais.

Por fim, outro aspecto abordado nesse estudo foi a diversidade genética de leveduras da
espécie C. albicans isoladas a partir de mamiferos aquaticos. O banco de dados mundial de
MLST possuia informacdes mapeadas de 2194 isolados de C. albicans até 20/06/2015. Destes,
apenas 139 sdo provenientes da América do Sul, incluindo 80 cepas do Brasil. Os dados
cadastrados nesse estudo representam 58,75% (47/80) das informacdes disponiveis no pais e
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um dos poucos trabalhos realizados com cepas de origem animal no mundo. As informagoes
provenientes da tipagem molecular por MLST sdo uma importante ferramenta para estudos
epidemioldgicos, de filogenia e para distingdo intraespecifica de bactérias e fungos (DA
MATTA, 2009).

Foram avaliados os isolados de duas espécies de sirénios mantidos em cativeiro em duas
cidades distintas: peixes-bois-da-Amazdnia provenientes de Balbina, Amazonas, e peixes-bois-
marinhos da llha de Itamaraca, Pernambuco. Apesar dos animais terem sido resgatados em
diversos municipios e localidades das regifes norte e nordeste do pais, a maioria foi para
cativeiro quando neonatos ou filhotes, reduzindo o potencial de colonizagdo por leveduras
provenientes do ambiente natural. No entanto, acredita-se algumas podem ser carreadas e
persistir no ambiente artificial.

Apesar de terem sido encontradas 27 novas DSTs nesse estudo, apenas um novo
genotipo foi cadastrado, o de nimero 243 para o gene ZWF1. A medida que aumenta 0 nimero
de isolados sequenciados, as chances de novos gendtipos serem encontrados vao dimunuindo,
havendo principalmente novas combinagdes de gendtipos que dao origem a novas DSTs (DA
MATTA, 2009; ODDS, 2010). Dentre as DSTs detectadas nesse estudo, 81,8% eram novas,
sugerindo que pode haver particularidades geneticas nesses isolados no Brasil e América do Sul
(DA MATTA, 2009)

As duas espécies de peixe-boi avaliadas compartilharam cepas pertencentes ao clado 8.
No entanto, isolados dos clados 9 e 11 foram exclusivos de T. inunguis, enquanto aqueles dos
clado 1 e 17 foram encontrados somente em T. manatus. Esse achado sugere uma origem
evolutiva diferente de alguns microrganismos que colonizam as duas espécies de peixes-bois,
visto que possuem habitats distintos e que os individuos avaliados encontravam-se distantes
geograficamente, o que favorece a colonizagdo por cepas adaptadas as condi¢cdes de cada local.

Os poucos estudos realizados com cepas de origem animal apontam para uma direcéo
evolutiva distinta das cepas humans, indicando que 73% dos isolados de origem animal tipados
pertenciam aos clados 3, 8, 10 e 16, diferentemente do que é observado para isolados humanos,
que se concentram nos clados 1, 2, 3 e 4 (JACOBSEN et al., 2008a; WROBBEL et al., 2008;
ODDS, 2010; ANGEBAULT et al., 2013). Nesse estudo, as cepas do clado 8 representaram
60% (27/45) dos isolados, corroborando com os resultados conhecidos para cepas de animais
selvagens e com banco de dados mundial, que aponta a América do Sul como o continente mais
representativo desse clado (JACOBSEN et al., 2008a; WROBBEL et al., 2008). A maioria dos
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isolados que apresentou relagdo com cepas humanas estava classificada no clado 8.
Adiconalmente, um isolado humano (H2), pertencente também ao clado 8, apresentou relacédo
com seis cepas de peixes-bois-da-Amazonia. Sabe-se que ndo ha relacéo estrita entre tipos de
cepas e hospedeiros. Esses achados reforcam que a transmissdo de C. albicans ocorre
preferencialmente de humanos para animais (ODDS, 2010). O outro isolado humano (H1)
pertencia ao clado 16, sem relagdo com as cepas dos animas. Vale ressaltar que o contato desse
profissional com os peixes-bois era bem mais limitado do que o outro tratador, que ha mais de
dez anos era responsavel exclusivamente pelo aleitamento de filhotes, atividade na qual ha
contato diério e frequente com o0s animais.

Cepas pertencentes aos clados 11 e 17 também foram representativas nessa
amostragem, com todas possuindo novas DSTs. O clado 11 inclui principalmente isolados de
infeccdes superficiais e disseminadas na Europa e, em maior nimero, no Reino Unido, enquanto
0 clado 17 esta representado em sua maioria na Asia (ODDS et al., 2007; MCMANNUS &
COLEMAN, 2014). O clado 9, onde duas cepas foram incluidas nesse estudo, ainda é um dos
menos conhecidos (ODDS et al., 2007). Um maior nimero de isolados provenientes desses
clados deve ser analisado para que seja possivel estabelecer relacdes epidemioldgicas e
filogenéticas mais robustas.

Uma significativa propor¢do de isolados associados a infecgOes superficias e cepas
comensais estdo classificadas no clado 1, que foi pouco representativo nesse estudo,
correspondendo a 2,2% (1/45) dos isolados. Essas cepas sdo mais adaptadas e apresentam uma
distribuicdo global. Na America do Sul, este clado corresponde a 44% dos isolados. (ODDS et
al., 2007; ODDS, 2010).

Todas as DSTs de isolados de T. manatus foram novas e apenas uma cepa (580)
apresentou relacdo filogenética com outra (ID 662) cadastrada no banco de dados mundial de
MLST de C. albicans, sendo esta proveniente de escarro de origem humana da cidade de Recife.
Considerando que o espécime de peixe-boi-marinho hospedeiro colonizado por essa cepa era
mantido nas instalagdes do CMA, na llha de Itamaraca, também no estado de Pernambuco,
sugere-se que a origem dos isolados seja comum.

Quatorze isolados de C. albicans de T. inunguis apresentaram relacéo filogenética com
cepas de origem humana provenientes do Brasil e outros paises (Quadro 3). Dez isolados
estavam relacionados a cepas obtidas das fezes de populagdes indigenas da Guiana Francesa,

sugerindo um ancestral comum em C. albicans na regido Amazobnica. Oito isolados
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apresentaram relacdo com cepas clinicas de pacientes humanos de diversos paises, como
Franca, Bélgica, Irlanda, Estados Unidos, Australia, Maléasia, Hong Kong, Japdo e Africa do
Sul, demonstrando o potencial de disseminagdo de C. albicans em varios continentes. Nesse
contexto destaca-se uma cepa de T. inunguis (900) que apresentou uma das DSTs (918) com
maior frequéncia de ocorréncia no mundo. A auséncia de barreiras geogréficas e transito de
pessoas entre 0s diversos paises favorece a disseminacdo de cepas mais adaptadas
(ODDS,2010). A similaridade de alguns isolados com cepas clinicas, isoladas inclusive de
pacientes com candidemia, alerta para a possibilidade de infeccdo oportunista em peixes-bois
com comprometimento da imunidade.

A maioria das pessoas carreia tipos de cepas indistinguiveis ou similares num sitio
anatdémico, numa mesma localidade geografica (BOUGNOUX et al., 2006; ODDS et al., 2006).
Isolados de uma mesma fonte pertencentes a diferentes clados, mais do que cepas de tipos
diferentes, sdo evidéncia robustas de substituicdo de cepas. Um peixe-boi-da-Amazdnia
apresentou isolados (4901 e 49G1) da cavidade oral e abertura genital pertencentes a dois clado
distintos, sugerindo que houve substituicdo de cepas. No entanto, uma pequena propor¢éo de
individuos carreia mais de um tipo de cepa de C.albicans num mesmo sitio anatdmico,
indicando que nem sempre essa substituicdo é de origem exdgena (JACOBSEN et al., 2008b).
A demonstracdo de um mesmo tipo de cepa colonizando um grupo de individuos proximos
sugere transmissdo direta (ODDS, 2010). Nesse estudo foi constatada a presenca de quatro
isolados de animais distintos, mantidos num mesmao recinto, com a mesma DST (1029). Outras
DSTs (90, 461, 2211 e 2216) foram compartilhadas entre isolados de peixes-bois diferentes,
porém mantidos em recintos separados. Esses achados podem ser explicados pela mudanca de
recintos que os animais passam ao longo do processo de reabilitacdo, havendo convivio em
algum momento com espécimes que ndo estavam juntos no momento da amostragem. Além
disso, o contato com seres humanos e fomites podem ser fontes de contaminacéo.

Com relacdo aos dados de sensibilidade antifangica, houve isolados resistentes aos
derivados azolicos em todos os clados, com maior percentual entre as cepas dos clados 11 (80%)
e 8 (58,2%). ODDS et al. (2007) observaram uma maior prevaléncia de cepas com
susceptibilidade reduzida aos derivados azdlicos nos clados 5 e 6, porém sem significancia
estatistica. Uma correlacdo estatistica entre tipo de cepa e sensibilidade antifingica foi
encontrada apenas com as drogas flucitosina e terbinafina. Apesar da terbinafina ndo ser

utilizada no tratamento de infecgbes por Candida, uma maior resisténcia a essas droga foi

93



encontrada nos isolados do clado 1 e, em menor extenséo, no clado 3 (ODDS, 2009). Estas
associacOes altamente significativas entre o tipo de cepa e a sensibilidade a flucitosina e
terbinafina enfatizam como as diferencas entre clados nem sempre se extrapolam para 0s
ambientes ou prética clinica (ODDS, 2010).
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8. CONCLUSAO

A mucosa das cavidades naturais da maioria das espécies de mamiferos aquaticos
avaliadas nesse estudo se mostrou colonizada por leveduras de diversas espécies, sendo grande
parte destas reconhecida como microrganismos comensais e/ou agentes oportunistas de micoses
superficiais e disseminadas.

A avaliacdo de um maior numero de espécimes de sirénios mantidos em cativeiro
possibilitou a caracterizacdo da microbiota por leveduras desses animais e revelou a forte
influéncia das condigdes artificias do ambiente cativo sobre a constituicdo das comunidades
microbianas, tendo em vista a elevada prevaléncia de C. albicans e outras leveduras de
importancia clinica.

Com relacdo aos isolados de cetaceos encalhados e de vida livre, a prevaléncia de
leveduras na microbiota foi baixa, sugerindo que fatores ambientais exercem uma maior presséo
seletiva sobre esses microrganismos do que em cativeiro, onde ha maior associa¢do com seres
humanos.

A sensibilidade antifangica das leveduras do género Candida isoladas de sirénios e
cetaceos revelou elevadas taxas de resisténcia aos derivados azolicos itraconazol e fluconazol,
principalmente nas espécies C. albicans e C. tropicalis. A producao de fatores de viruléncia por
essas cepas, principalmente de enzimas hidroliticas, alerta para o potencial patogénico desses
microrganismos em mamiferos aquéatcos.

As doencas fungicas apresentaram baixa prevaléncia nos animais pesquisados, no
entanto a melhoria nos diagndsticos se faz necessaria para que nao sejam subnotificadas. Os
casos de micoses superficiais apresentaram boa evolucdo e resposta aos tratamentos
empregados. A presenca de agentes fangicos em animais cativos, mantidos sob boas condicGes
de manejo e de qualidade de &gua, demonstra a suceptibilidade desses animais aos
microrganismos oportunistas no ambiente artificiail.

A tipagem molecular das cepas de C. albicans isoladas de sirénios revelou dados
epidemioldgicos, formas de transmissdo e persisténcia desses microrganimos nos animais,
indicando claramente a forte influéncia das condicdes artificiais e contato com seres humanos

sobre a saude de sirénios mantidos em cativeiro.
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Bipolaris hawaiiensis as an emerging cause of cutaneous phaeohyphomycosis in an Antillean manatee
Trichechus manatus manatus.

Sidrim JJ", Carvalho VL, Maia D, Brilhante RS, Meirelles AC, Silva CP, Cordeiro Rd, Mareira JL, Bandeira T, Rocha MF.
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Abstract

Phaechyphomycoses are emerging and opportunistic diseases caused by dematiacecus fungi that infect many animal species. This paper describes
a case of cutanecus phaechyphomycesis in an Antillean manatee Trichechus manatus manatus caused by Bipolaris hawaiiensis. Blackish skin
lesions were cbserved in an Antillean manatee calf held captive in Brazil. Direct examination of skin scraping from the affected areas revealed the
presence of dematious hyphae. Culture of skin fragments led to the isclation and subsequent identification of B. hawaiiensis as the eticlogic agent.
Treatment with itracenazele for 14 d was effective. Infections by Bipolaris spp. are rare in animals, and this is the first report of B. hawaiiensis in
veterinary medicine.
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Can J Microbiol. 2015 Oct;61(10):783-9. doi: 10.113%/cjm-2015-0341. Epub 2015 Jul 23.

Yeast microbiota of natural cavities of manatees (Trichechus inunguis and Trichechus manatus) in Brazil and
its relevance for animal health and management in captivity.

Sidrim JJ', Carvalho WL12, Castelo-Branco Dde §', Brilhante RS', Bandeira Tde J', Cordeiro Rde A", Guedes GM?, Barbosa GR', Lazzarini SM3, Cliveira
DC® de Meirelles AC?, Attademo FL*, Freire AC* Moreira JL', Monteiro AJ® Rocha ME'2.
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Abstract

The aim of this study was to characterize the yeast microbiota of natural cavities of manatees kept in captivity in Brazil. Stenle swabs from the
oral cavity. nostrils, genital opening. and rectum of 50 Trichechus inunguis and 26 Trichechus manatus were collected. The samples were plated
on Sabouraud agar with chleramphenicel and incubated at 25 °C for 5 days. The yeasts isclated were phenotypically identified by biocchemical and
micromerphologic al tests. Overall, 141 strains were isolated, of which 112 were from T. inunguis (Candida albicans, Candida parapsilosis sensu
stricto, Candida orthopsilosis, Candida metapsilosis, Candida guilliermondii, Candida pelliculosa, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida
famata, Candida krusei, Candida norvegensis, Candida ciferri, Trichosporon sp., Rhodotorula sp., Cryptococcus laurentii) and 29 were from T.
manatus (C. albicans, C. tropicalis, C. famata, C. guilliermendii, C. krusei, Rhedoterula sp.. Rhedeterula mucilaginesa, Rhedetorula minuta,
Trichespoeren sp.). This was the first systematic study to investigate the importance of yeasts as components of the microbiota of sirenians,
demonstrating the presence of potentially pathogenic species, which highlights the impeortance of maintaining adequate artificial conditions for the
health of captive manatees.

KEYWORDS: Candida spp.; Rhodotarula sp; Trichospaoron sp.; colonisation; colonization; sirenians; siréniens
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Eccheslth. 2016 Jun;13(2):328-38. doi: 10.1007/10383-015-1080-8. Epub 2016 Jan 26.
Antifungal Resistance and Virulence Among Candida spp. from Captive Amazonian manatees and West Indian
Manatees: Potential Impacts on Animal and Environmental Health.

Sidrim JJ', Carvalho VL2, de Souza Collares Maia Castelo-Branco D', Brilhante RS®, de Melo Guedes G, Barbosa GR, Lazzarini $M*, Oliveira DC*,
de Meirelles AC?, Attademo FL®, da Bdaviagem Freire AC®, de Aguino Persira-Neto WP, de Aguiar Cordeiro R, Moreira JL', Rocha ME™7.

# Author information

Abstract

This work aimed at evaluating the antifungal susceptibility and preduction of virulence facteors by Candida spp. isclated from sirenians in Brazil.
The isclates (n = 105) were recovered from the natural cavities of Amazonian and West Indian manatees and were tested for the susceptibility to
amphotericin B, itraconazele, and fluconazole and for the preduction of phosphelipases, proteases, and biofilm. The minimum inhibitory
concentrations (MICs) for amphotericin B ranged from 0.03 to 1 pg/mL, and no resistant isolates were detected. ltraconazole and fluconazole
MICs ranged from 0.03 te 16 pg/mL and from 0.125 to 64 pg/mL, respectively, and 35.2% (37/105) of the isolates were resistant to at least one of
these azole drugs. Concemning the production of virulence factors, phosphelipase activity was cbserved in 67.6% (71/108) of the isclates, while
protease activity and biofilm production were detected in 50.5% (53/105) and 32.4% (34/105) of the isolates, respectively. Since the natural
cavities of manatees are colonized by resistant and virulent strains of Candida spp.. these animals can act as sources of resistance and
virulence genes for the environment, conspecifics and other animal species, demenstrating the potential envirenmental impacts asscciated with
their release back into their natural habitat.

KEYWORDS: azole resistance; sirenians; virulence factors; yeasts
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ANEXO C - BANCO DE DADOS

Registrol nome Espécie Local Data da Isolnamernlto Cepa SI’tiO' Fungo (5) isolado (s) Sensibilidade Viruléncia
coleta priméario anatdmico AMB ITC FLC Fosfolipase | Protease Biofilme
Morena Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 10 Oral Candida albicans S S S FP P PFO
Preta Anastacia Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
lara Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
Aira Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
Laia Mowatcha Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 50 Oral Trichosporon asahii - - - - - -
Tais Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
Jucara Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 70 Oral Candida albicans S R S P P NP
Miri Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
Taba Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 90 Oral Candida albicans S S S P P NP
Cica Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 100 Oral Candida albicans S R R P P NP
Tucumanduba Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 110 Oral Candida orthopsilosis S S S NP P NP
Ama Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 12G Genital Cryptococcus laurentii - - - - - -
Castanho Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 130 Oral Candida albicans S R S P P PF
1302 Oral Trichosporon sp. - - - - - -
140 Oral Candida albicans S S S P P NP
14G1 Genital Candida tropicalis S R R NP P PFO
Audaz Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 12 Genita Trichospororf sp-. ) ) ) ) ) )
14R1 Retal Candida tropicalis S R R NP PF
14R2 Retal Candida guilliermondii S S S P NP NP
14R3 Retal Trichosporon sp. - - - - - -
Muracajai Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 150 Oral Canddia albicans S R S P P NP
160 Oral Candida albicans S R R P P NP
Bumba Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 16G Genital Trichosporon sp. - - - - - -
16R Retal C. paraspilosis sensu stricto S S S P NP PF
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1701 Oral Candida albicans S R S PF NP NP
1702 Oral Trichosporon sp. - - - - - -
. . . . 17N Nasal C. parapsisolis sensu stricto S S S NP NP PM
Bacaba Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo . .
17G Genital Trichosporon sp. - - - - - -
17R1 Retal Candida guilliermondii S S S PF NP PM
17R2 Retal Trichosporon sp. - - - - - -
180 Oral Candida albicans S R S P P NP
Aricoroa Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo . . .
18G Gental Candida guilliermondii S S S NP NP NP
. . . . . 19R1 Retal Candida guilliermondii S S S NP NP NP
Buri Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo
19R2 Retal Trichosporon sp. - - - - - -
Flor Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
21N Nasal Candida ciferri S S S NP NP NP
21G Genital Candida albicans S R S P P NP
Macurucana Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 21R1 Retal Trichosporon sp. - - - - - -
21R2 Retal Rhodotorula sp. - - - - - -
21R3 Retal C. parapsilosis sensu stricto S S S NP NP NP
Ita Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
230 Oral Candida albicans S R S PF NP
Piorini Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 23G Genital Candida albicans S R S P NP
23R Retal C. parapsilosis sensu stricto S S S NP NP PM
24G Genital Candida albicans S R S NP
. . . . N 24R1 Retal Candida albicans S R R NP
Ipiranga Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo .
24R2 Retal Trichosporon sp. - - - - - -
24R3 Retal Rhodotorula sp. - - - - - -
250 Oral Candida albicans S R S P P NP
. . . . » 25G Genital Candida norvegensis S S S NP NP NP
Ciranda Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo
25R1 Retal Candida famata S S S NP NP NP
25R2 Retal Trichosporon sp. - - - - - -
Marad Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 260 Oral Candida albicans S R S PF P NP
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Olivia Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
Bela Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
Soriana Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 290 Oral Candida albicans S S S P P PF

. . . ) . 300 Oral Candida albicans S S S PF P PF
Cari Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo . .
30R Retal Candida albicans S R R P P PF
310 Oral Trichosporon sp. - - - - - -
) . . ) . 31G Genital Trichosporon sp. - - - - - -
Arapapa Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo . o
31P1 Pele Candida tropicalis S S S - - -
31P2 Pele Trichosporon asahii - - - - - -
320 Oral Candida albicans S R R P P NP
Pirai Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo . . . .
32G Genital Candida guilliermondii S S S NP NP NP
3301 Oral Candida guilliermondii S S S P NP PFO
3302 Oral Trichosporon asahii - - - - - -
Caramuri Cult Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 33G Genital Candida guilliermondii S S S P NP PM
33R1 Retal Trichosporon sp. - - - - - -
33R2 Retal C. parapsilosis sensu stricto S S S NP P NP
3401 Oral Candida guilliermondii S S S P NP NP
Itara Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 3402 Oral Trichosporon sp. - - - - - -
34G Genital Candida krusei S S S P NP NP
) . . . » 350 Oral Candida albicans S R S P NP
Xuracé Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo
35G Genital Candida albicans S R R P NP
o . . . N 360 Oral Candida albicans S S S PF P NP
Capitari Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo . .
36R Retal Candida pelliculosa S S S PF NP NP
37N Nasal C. parapsilosis sensu stricto S S S NP NP NP
Catano Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 37G Genital Candida albicans S R R P P NP
37R Retal Trichosporon sp. - - - - - -
3801 Oral C. parapslosis sensu stricto S S S NP NP NP
Moju Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 3802 Oral Trichosporon sp. - - - - - -
38G Genital Candida albicans S R R P P NP
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38R Retal Trichosporon sp. - - - - - -
390 Oral C. parapsilosis sensu stricto S S S NP NP PF
39G Genital Candida albicans S S R P NP NP
Paris Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 39R1 Retal Candida pelliculosa S S S PF NP NP
39R2 Retal Candida albicans S R S P NP NP

39R3 Retal Trichosporon sp. - - - - - -
Manai Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 406 Genita Candida albicans S S S P NP NP
40R Retal Candida orthopsilosis S S S NP NP PF
4101 Oral Candida albicans S S S P P NP

. . . ) o 4102 Oral Trichosporon sp. - - - - - -

Caapiranga Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo . o .

41G1 Genital C. parapsilosis sensu stricto S S S NP P PF
41R Retal Candida metapsilosis S S S NP NP NP
420 Oral Candida albicans S S R NP NP NP

Preto Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 42G Genital Trichosporon asahii - - - - - -
42R Retal Candida metapsilosis S S S NP NP NP
430 Oral Candida albicans S S S P P NP
Marcelo Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 43N Nas_al Canc?ida_glabrata . S S S PF NP NP
43G1 Genital C. parapsilosis sensu stricto S S S NP P PM

43G2 Genital Trichosporon sp. - - - - - -
440 Oral Candida albicans S S S P P NP
Itati Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo el Genital Candida albicans S > S P P NP
44G2 Genital Candida pelliculosa S S S PF NP NP
44R Retal Candida glabrata S S S P NP NP
450 Oral Candida albicans S S R P P PF
45N1 Nasal Candida metapsilosis S S S PF NP NP

Uacu Ticuna Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 45N2 Nasal Trichosporon asahii - - - - - -
45G Genital C. parapsilosis sensu stricto S S S NP P NP
45R Retal C. paraspilosis sensu stricto S S S NP NP NP
Tintin Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Poistivo 460 Oral Candida albicans S S S P P NP
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46G Genital Candida albicans S S S P P NP
Uatuma Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 470 Orél Can(?ida. albicans . S S S i i NP
47G Genital C. parapsilosis sensu stricto S S S NP NP NP
Broocke Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 480 Oral C. parapsilosis sensu stricto S S S NP NP PF
490 Oral Candida albicans S R R P P PF
Manicoré Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Positivo 49G1 Genital Candida albicans S R R P P PF
49G2 Genital Candida orthopsilosis S S S NP NP PM
Sol Trichechus inunguis CPPMA 18/02/13 Negativo - - - - - - - - -
510 Oral Candida albicans S R R P P NP
Canoa Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 51N Nasal Candida albicans S R R P P PF
51G Genital Rhodotorula mucilaginosa - - - - - -
Parajuru Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 52G Genital Rhodotorula mucilaginosa - - - - - -
52R Retal Rhodotorula sp. - - - - - -
i Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 53G Genital Rhodotorula minuta - - - - - -
53R Retal Candida famata S S S NP NP NP
Clara Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 540 Oral Candida tropicalis S S R P P NP
Netuno Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 550 Oral Candida albicans S R R P P PF
Xuxa Trichechus manatus CMA 05/11/13 Negativo - - - - - - - - -
Carla Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 570 Oral Candida albicans S R R P NP PF
5801 Oral Candida albicans S S S PF P NP
Sereia Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 5802 Oral Candida famata S S S NP NP NP
5803 Oral Candida guilliermondii S S S NP NP NP
Diogo Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 59G Genital Candida guilliermondii S S S NP NP NP
Raimundo Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 600 Oral Candida albicans S R R P P PF
Poque Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 610 Oral Candida albicans S R R PF P PFO
61R Retal Candida famata S S S NP NP NP
Arati Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 620 Oral Candida albicans S S S P P NP
Sheila Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 630 Oral Candida albicans S S S P P PF
Marbela Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 64G Genital Candida tropicalis S S S P NP PF
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Quitéria Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 65N Nasal Trichosporon sp. - - - - - -
Joana Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 66N Nasal Candida albicans S S S P P PF
. . . 670 Oral Candida albicans S S S PF P PF
Daniel Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo _ .
67R Retal Candida krusei S S S P NP PM
Branca Trichechus manatus CMA 05/11/13 Negativo - - - - - - - - -
Zoé Trichechus manatus CMA 05/11/13 Positivo 69N Nasal Candida albicans S S S P P PF
Natalia Trichechus manatus CMA 05/11/13 Negativo - - - - - - - - -
Folido Trichechus manatus CMA 05/11/13 Negativo - - - - - - - - -
02S0112/57 Trichechus manatus Aquasis 19/10/12 Positivo AQ57N Nasal Candida tropicalis S S S PF NP NP
Trichechus manatus . . AQ580 Oral Candida famata S S S NP NP
02S0111/58 Aquasis 17/01/13 Positivo

AQ58R Retal Candida guilliermondii S S S NP NP
02S0111/59 Trichechus manatus Aquasis 23/03/13 Positivo AQ59G Genital Candida tropicalis S R S NP NP PF

. . . AQ17P1 Pele Bipolaris hawaiiensis - - - - - -
08sS0112/17 Trichechus manatus Aquasis 29/07/14 Positivo .

AQ17P2 Pele Fusarium sp. - - - - - -
02S0111/63 Trichechus manatus Aquasis 02/04/14 Positivo AQ63P Pele Fusarium sp. - - - - - -
02S0111/65 Trichechus manatus Aquasis 10/02/15 Negativo - - - - - - - - -
02S0111/66 Trichechus manatus Aquasis 10/02/15 Positivo AQ66P Pele Fusarium sp. - - - - - -
02S0111/68 Trichechus manatus Aquasis 03/03/15 Negativo - - - - - - - - -
08S0112/19 Trichechus manatus Aquasis 10/02/15 Positivo AQ19P Pele Fusarium sp. - - - - - -
02S0112/70 Trichechus manatus Aquasis 24/03/15 Negativo - - - - - - - - -
02S0111/71 Trichechus manatus Aquasis 24/03/15 Negativo - - - - - - - - -

. . Itapipoca, . L ) o
02C0521/544 Kogia breviceps Cears 29/05/12 Positivo 544E Espiraculo Candida parapsilosis S S S P NP NP
eard
556E Espiraculo Candida tropicalis R R NP NP PFO
o Amontada, . . . -
02C0511/556 Kogia sima Cears 02/08/12 Positivo 556G Genital Candida tropicalis R R P NP NP
eard
556R Retal Candida famata S S PF NP NP
Avracati, . . o
02C1511/562 Peponocephala electra Cear 05/09/12 Positivo 5620 Oral Candida parapsilosis S S S NP NP PF
eard
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Fortaleza,

02C0411/564 Physeter macrocephalus ) 11/09/12 Negativo - - - - - - - - -
Ceara
Fortaleza,
02C0512/585 Kogia sima Cears 04/06/13 Positivo 585R Retal Prototheca sp. - - - - - -
earéd
5860 Oral Candida tropicalis S S S P P PFO
o Fortaleza, » 586E Espiraculo Candida tropicalis S S S P P PM
02C0511/586 Kogia sima 04/06/13 Positivo . . o
Ceara 586G Genital Candida tropicalis S S S P P PFO
586R Retal Candida tropicalis S S S P P PM
Megaptera Trairi, .
02C0211/594 . ) 30/08/13 Negativo - - - - - - -
novaeangliae Ceara
. . Rio Negro, " .
1 (K) Inia geoffrensis 02/02/15 Positivo B1G Genital Cryptococcus sp. - - - - - -
Amazonas
. . Rio Negro, .
2 (M) Inia geoffrensis 02/02/15 Negativo - - - - - - - - -
Amazonas
. . Rio Negro, .
3(R) Inia geoffrensis 02/02/15 Negativo - - - - - - - - -
Amazonas
. . Rio Negro, . . .
4 (A) Inia geoffrensis 03/02/15 Positivo B4G Genital Candida sp. - - - - - -
Amazonas
. . Rio Negro, . B5G Genital Cryptococcus sp.
52 Inia geoffrensis 03/02/15 Positivo - - - - - -
Amazonas B5R Retal Cryptococcus sp.
. . Rio Negro, .
6 (Y) Inia geoffrensis 03/02/15 Negativo - - - - - - - - -
Amazonas
. . Rio Negro, .
70) Inia geoffrensis 04/02/15 Negativo - - - - - - - - -
Amazonas
. . Rio Negro, .
8 (W) Inia geoffrensis 05/02/15 Negativo - - - - - - - - -
Amazonas
. . Rio Negro, .
9(C) Inia geoffrensis 05/02/15 Negativo - - - - - - - - -
Amazonas
10 (P) Inia geoffrensis Rio Negro, | 05/02/15 Negativo - - - - - - - - -

128




Amazonas

. . Rio Negro, )
11 (N) Inia geoffrensis 05/02/15 Negativo - - - -
Amazonas
. . Rio Negro, » .
12 (d) Inia geoffrensis 05/02/15 Positivo B12R Retal Candida famata -
Amazonas
. . Rio Negro, .
14 (1) Inia geoffrensis 06/02/15 Negativo - - - -
Amazonas

S= sensivel; R = resistente; NP = ndo produtora; P = produtora; FP = fortemente produtora; PF = produtora fraca; PM = produtora moderada; PFO = produtora forte
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