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RESUMO 

O monitoramento da sensibilidade antifúngica em espécies de Candida de origem 

veterinária é uma prática recente e os mecanismos envolvidos ainda não foram completamente 

elucidados. Considerando que o arsenal de drogas antifúngicas é limitado e que o fenômeno 

de resistência tem se tornado mais freqüente, a compreensão deste fenômeno e a busca por 

alternativas terapêuticas se fazem necessárias. Dessa forma, o presente trabalho teve como 

objetivo monitorar a sensibilidade in vitro de Candida spp. oriundas de animais, com ênfase 

na resistência aos azólicos mediada por bombas de efluxo e na avaliação da atividade do 

imidazólico levamisol sobre o crescimento destas leveduras. Para tanto, em um primeiro 

momento, foram avaliados 126 isolados de Candida, sendo 19 C. albicans, 17 C. famata, 5 C. 

guilliermondii, 8 C. krusei, 29 C. parapsilosis, 48 C. tropicalis, dos quais 22 foram isolados 

de rapinantes, 32 de periquitos do sertão, 56 de papagaios, 7 de araras canindé e 3 de um 

ouriço-cacheiro. Todas as cepas foram submetidas ao teste de microdiluição em caldo, ante a 

anfotericina B, itraconazol, fluconazol, segundo metodologia padronizada pelo Clinical 

Laboratory Standards Institute (documento M27-A3). As concentrações inibitórias mínimas 

(CIMs) variaram de 0,03125 a 2 µg/mL, 0,125 a 250 µg/mL e de 0,03125 a 125 µg/mL para 

anfotericina B, fluconazol e itraconazol, respectivamente. Dos 126 isolados avaliados por 

microdiluição, 33 (26,2%) foram resistentes aos azólicos, sendo 7 (5,6%) resistentes somente 

a fluconazol, 1 (0.8%) resistente somente ao itraconazol e 24 (19%) resistentes a ambas as 

drogas. Em um segundo momento, todas estas cepas resistentes aos derivados azólicos, mais 

20 C. albicans e 3 C. tropicalis resgatadas da nossa coleção de leveduras resistentes de origem 

veterinária, foram submetidas ao teste de inibição de bomba de efluxo com prometazina, 

perfazendo um total de 56 cepas resistentes a azólicos. Dessa forma, as CIMs de fluconazol e 

itraconazol sofreram reduções significativas de 2 a 250 e de 16 a 4000 vezes, respectivamente. 

Investigou-se, ainda, a atividade antifúngica do levamisol contra 12 C. albicans, 12 C. krusei, 

12 C. parapsilosis e 12 C. tropicalis, sendo obtidas CIMs e concentrações fungicidas mínimas 

que variaram de 0,58 a 2,34 mg/mL e de 2,34 a 9,37 mg/mL, respectivamente. Paralelamente, 

foi demonstrado que o levamisol inibe a formação do biofilme de C. albicans e C. tropicalis, 

bem como interfere na manutenção do biofilme maduro. Os dados apontam que a resistência 

aos derivados azólicos é, pelo menos em parte, mediada por bombas de efluxo, bem como 

demonstram o potencial antifúngico do imidazólico levamisol e sua capacidade de inibir o 

biofilme de cepas de Candida spp. oriundas de animais. 

Palavras-chave: Animais, Candida spp., azólicos, resistência, bomba de efluxo, biofilme, 

levamisol e prometazina. 



 

ABSTRACT 

Monitoring of the antifungal susceptibility of Candida species from veterinary sources 

is a recent practice and the mechanisms involved in antifungal resistance have not been 

completely elucidated. Considering that the antifungal arsenal is limited and that antifungal 

resistance has become more frequent, the comprehension of this phenomenon and the pursuit 

for therapeutic alternatives are necessary. Thus, the present work aimed at monitoring the in 

vitro susceptibility of Candida spp. isolated from animals, with emphasis on efflux pump-

mediated azole resistance and on the evaluation of the effect of the imidazole levamisole on 

the growth of these yeasts. For such, in a first approach, 126 Candida isolates (19 C. albicans, 

17 C. famata, 5 C. guilliermondii, 8 C. krusei, 29 C. parapsilosis, 48 C. tropicalis), out of 

which 22 were recovered from raptors, 32 from cactus parakeets, 56 from Amazon parrots, 7 

from blue-and-gold macaws and 3 from a Brazilian porcupine. All isolates were submitted to 

broth microdilution test against amphotericin B, itraconazole and fluconazole, according to 

the methodology recommended by the Clinical Laboratory Standards Institute (document 

M27-A3). The MICs ranged from 0.03125 to 2 µg/mL, 0.125 to 250 µg/mL and 0.03125 to 

125 µg/mL for amphotericin B, fluconazole and itraconazole, respectively. Out of 126 

evaluated isolates, 33 (26.2%) were resistant to azoles, with 7 (5.6%) isolates resistant to 

fluconazole, 1 (0.8%) isolate resistant to itraconazole and 24 (19%) resistant to both drugs. In 

a second approach, all these azole resistant isolates, plus 20 C. albicans and 3 C. tropicalis 

that were recovered from our collection of resistant yeasts from veterinary sources, were 

submitted to the efflux pump inhibition assay with promethazine, with a total of 56 azole 

resistant isolates. Thus, MICs for fluconazole and itraconazole significantly reduced from 2 to 

250 times for fluconazole and from 16 to 4000 times for itraconazole. The antifungal activity 

of levamisole against 12 C. albicans, 12 C. krusei, 12 C. parapsilosis and 12 C. tropicalis, 

was also evaluated, and MICs and minimum fungicidal concentrations varying from 0.58 to 

2.34 mg/mL and from 2.34 to 9.37 mg/mL were obtained, respectively. Parallelly, it was 

demonstrated that levamisole significantly inhibits biofilm formation and interferes with the 

maintenance of mature biofilms. These data show that azole resistance is partially mediated 

by efflux-pumps and demonstrate the antifungal potential of the imidazole levamisole and its 

capacity of inhibiting the biofilm of strains of Candida spp. from animals. 

Keywords: Animals, Candida spp., azoles, efflux pump, biofilm, levamisole and 

promethazine.
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1 Candida spp. como Parte da Microbiota de Animais 

As leveduras do gênero Candida são microrganismos eucariontes que pertencem ao 

Reino Fungi, filo Ascomycota; subfilo Saccharomycotina, classe Saccharomycetes e ordem 

Saccharomycetales (NCBI Taxonomy, 2011). O filo Ascomycota possui três grupos principais: 

Archiascomycetes, representado por fungos primitivos; Euascomycetes, composto por fungos 

filamentosos; e Hemiascomycetes, representado por leveduras. Esse último grupo abrange a 

grande ordem Saccharomycetales, à qual pertencem as espécies de Candida. Todos os membros 

desta ordem se caracterizam por apresentarem hifas rudimentares ou ausentes, células 

vegetativas que proliferam por brotamento ou fissão, parede celular com quantidade reduzida de 

quitina e ascos que são formados isoladamente ou em cadeia (DIEZMANN et al., 2004). 

As espécies de Candida são componentes usuais da microbiota dos tratos gastrintestinal e 

geniturinário e da pele de animais saudáveis, atuando como organismos comensais (WROBEL et 

al., 2008; NAWANGE et al., 2009; SIMPSON et al., 2009). Muitas espécies de Candida já 

foram isoladas de vários taxa animais, incluindo mamíferos (BRITO et al., 2009), aves 

(CAFARCHIA et al., 2006; BRILHANTE et al., 2010) e animais ectotérmicos, como répteis 

(NARDONI et al., 2008) e crustáceos (BRILHANTE et al., 2011). No entanto, a frequência de 

isolamento dessas leveduras varia grandemente entre as classes animais, como será demonstrado 

a seguir. 

O isolamento de espécies de Candida como parte da microbiota de mamíferos saudáveis 

é pouco relatado. Cleff et al. (2005) demonstraram que Candida spp. compõem a microbiota 

vaginal de cadelas sadias e que a frequência de isolamento é influenciada pela fase do ciclo 

reprodutivo. As espécies isoladas por esses pesquisadores foram C. parapsilosis, C. 

guilliermondii, C. kefyr, C. albicans, C. glabrata e C. krusei. Kobayashi (2008) demonstrou uma 

baixa porcentagem de isolamento de Candida spp. da cavidade oral de cães, obtendo somente 

três exemplares da espécie C. parapsilosis, dos 38 animais avaliados. Brito et al. (2009a), por sua 

vez, obtiveram 23 isolados de Candida spp. a partir de amostras colhidas da mucosa oral, da 

mucosa vaginal, do prepúcio e da região perianal de 203 cães sadios, sendo a região perianal e a 

vagina os sítios mais colonizados. Destes isolados, C. parapsilosis representou a espécies mais 

prevalente, seguida de C. tropicalis e, por último, C. albicans. 
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Além de cães, existem trabalhos relatando o isolamento de Candida spp. como parte da 

microbiota de diversos sistemas orgânicos de outros mamíferos, como cetáceos (TAKAHASHI 

et al., 2010; MORRIS et al., 2011), roedores (ROSTAMI et al., 2010), ruminantes (SOUZA; 

SIQUEIRA, 2003; SHOKRI et al. 2010; ABRÃO et al., 2011), suínos (CARREGARO et al., 

2010), dentre outros. No entanto, o sistema digestório é demonstrado como aquele onde as 

espécies de Candida ocorrem com maior freqüência. 

Nas aves, o isolamento de leveduras do gênero Candida é mais comum, quando 

comparado às outras classes animais, independente da ordem aviária pesquisada. Diferentemente 

dos mamíferos, os relatos de isolamento de Candida spp. em aves sadias são frequentes, 

principalmente, a partir de espécimes obtidos do trato gastrintestinal. Em um estudo sobre a 

ocorrência de leveduras em fezes de psitacídeos em cativeiro, obteve-se uma prevalência de 62% 

para Candida spp., e as espécies mais encontradas foram C. pelliculosa, seguida por C. famata 

(MANCIANTI et al., 2001). 

Em um outro estudo, com 182 aves de rapina européias, Cafarchia et al. (2006b), 

isolaram Candida spp. de 2,7% das aves e de 9,4% das amostras de fezes avaliadas, obtendo 

cinco espécies distintas: C. albicans, C. tropicalis, C. inconspicua, C. famata e C. pelliculosa. 

Ainda neste estudo, 60 rapinantes foram necropsiados e amostras foram colhidas do inglúvio, do 

pró-ventrículo, do ventrículo e da cloaca, resultando no isolamento de Candida spp. em 25% das 

aves. A espécie mais prevalente foi C. albicans e os sítios anatômicos que apresentaram um 

maior número de isolados foram inglúvio e cloaca (CAFARCHIA et al., 2006b).  

Brilhante et al. (2010), por sua vez, por meio da cultura de amostras oriundas da cavidade 

oral, do inglúvio e da cloaca de calopsitas (Nymphicus hollandicus), isolaram Candida spp. de 

55% das aves avaliadas, considerando pelo menos um dos sítios anatômicos amostrados, e de 

57,1% das amostras de fezes coletadas. A cavidade oral e o inglúvio foram os sítios onde 

Candida spp. foram mais prevalentes. Ao todo, 92 isolados de Candida spp., pertencentes a seis 

espécies (Candida albicans, C. famata, C. glabrata, C. krusei, C. parapsilosis, C. tropicalis), 

foram obtidos. 

Em répteis, são poucos os trabalhos que visam à caracterização da microbiota fúngica e já 

foi demonstrado que os fungos filamentosos saprofíticos são mais frequentemente isolados, 

quando comparados às leveduras do gênero Candida (JACOBSON; CHEATWOOD; 

MAXWELL, 2000). Nardoni et al. (2008), por meio do isolamento de fungos a partir de swabs 
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de cloaca de répteis mantidos em cativeiro, obtiveram 18,5% das amostras coletadas positivas 

para Candida spp., enquanto que 92,1% das mesmas eram positivas para fungos filamentosos. 

Quanto aos crustáceos, já foi demonstrado que, em culturas de camarão, as espécies de 

Candida são as leveduras mais frequentemente isoladas, tanto do trato gastrintestinal dos animais, 

como da água de cultivo (JOHNSON; BUENO, 2000; LEAÑO et al., 2005). Em um estudo com 

o camarão Macrobrachium amazonicum, 92,3% das leveduras isoladas pertenciam ao gênero 

Candida, sendo C. famata a espécie mais prevalente em camarões do cativeiro, bem como do 

ambiente natural (BRILHANTE et al., 2011). 

Assim, é possível constatar que as leveduras do gênero Candida encontram-se 

amplamente distribuídas nos sistemas orgânicos, principalmente, no trato gastrintestinal de 

animais sadios, como componentes da microbiota. A frequência de isolamento de Candida spp. é 

bastante variável, devido às diferenças biológicas observadas entre os taxa animais, como 

ecologia, dieta, comportamento e habitat (CAFARCHIA et al., 2006a; CAFARCHIA et l., 

2006b). Contudo, as espécies de Candida isoladas tendem a não variar entre hospedeiros 

distintos. 

 

1.2 Candida spp. como Agentes Patogênicos para Animais 
As leveduras do gênero Candida, apesar de serem microrganismos comensais, podem 

também ocasionar uma infecção ativa, denominada de candidíase ou candidose (BRITO et al., 

2009b). No entanto, para que estas leveduras se estabeleçam como agentes infecciosos, é 

necessário o desequilíbrio no binômio parasita-hospedeiro (SIDRIM; ROCHA, 2004). 

Dentre as alterações inerentes ao hospedeiro na medicina veterinária, os fatores 

predisponentes mais comuns para a ocorrência de candidíase são o imunocomprometimento, o 

estresse crônico, as deficiências nutricionais, o uso prolongado de glicocorticóides e de 

antibacterianos e a ocorrência de doenças auto-imunes e de doenças de base, como infecções 

virais, Diabetes Mellitus e câncer (VELASCO, 2000; HESELTINE et al., 2003; MORETTI et 

al., 2004).  

A capacidade de Candida spp. passarem de microorganismos comensais a agentes 

patogênicos, sob condições hospedeiras favoráveis, depende também de vários fatores de 

virulência (COSTA et al., 2009), os quais contribuem para a patogenicidade dos microrganismos 

(ZENG et al., 2008). Dentre estes fatores, podem-se destacar a produção de enzimas hidrolíticas, 
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como fosfolipases e proteinases, a habilidade de aderir a células epiteliais e endoteliais e a 

ocorrência de alterações fenotípicas e de modulação antigênica, em decorrência da formação de 

pseudohifas (IBRAHIM et al., 1995; GHANNOUM, 2000; OMBRELLA; RACCA; RAMOS, 

2008; ZENG et al., 2008; VIEIRA; ACQUA-COUTINHO, 2009). 

Dentre esses fatores, a produção de fosfolipases merece destaque, uma vez que a elevada 

atividade dessas enzimas está correlacionada a outros atributos de virulência, como o aumento na 

capacidade de aderência às células epiteliais e na taxa de mortalidade, em modelos animais 

(SAMARANAYAKE et al., 2005; COSTA et al., 2009) e a maior capacidade de invasão dos 

tecidos hospedeiros e de formação de tubo germinativo (SAMARANAYAKE et al., 2005). 

Assim, as fosfolipases promovem a virulência por ocasionarem lise das células hospedeiras ou 

alterações nas características de superfície das mesmas, facilitando os processos de aderência e 

de penetração (IBRAHIM et al., 1995; SAMARANAYAKE et al., 2005). 

Em 1982, Price et al. descreveram um método em placa para detectar a atividade de 

fosfolipase em C. albicans. Tal método consiste na semeadura das cepas em meio ágar 

Sabouraud dextrose, acrescido de gema de ovo, a qual é rica em fosfolipídios. Quando os 

isolados são positivos, observa-se a formação de uma zona de precipitação densa, ao redor da 

colônia, provavelmente, devido à formação de complexos de cálcio com os ácidos graxos, 

liberados em decorrência da ação enzimática sobre os fosfolipídios do meio (GHANNOUM, 

2000). Dessa forma, a atividade de fosfolipase (Pz) é definida como a razão entre o diâmetro da 

colônia e o diâmetro total, formado pela colônia e pela zona de precipitação (GHANNOUM, 

2000). Devido à facilidade de execução, a utilização do ágar gema de ovo tornou-se o método 

tradicional de triagem de cepas de Candida spp., quanto à atividade de fosfolipase 

(GHANNOUM, 2000), sendo o método utilizado por diversos pesquisadores (CAFARCHIA et 

al., 2008; OMBRELLA; RACCA; RAMOS, 2008; ZENG et al., 2008; COSTA et al., 2009, 

VIEIRA; ACQUA-COUTINHO, 2009, SIDRIM et al., 2010; BRILHANTE et al., 2011). No 

entanto, uma vez que a gema de ovo contém substrato tanto para fosfolipases, quanto para 

lipases, essa técnica não é específica, devendo ser utilizada somente para triagem inicial 

(GHANNOUM, 2000; COSTA et al., 2009). 

Poucos trabalhos relatam a produção de fosfolipase por cepas de Candida spp. de origem 

animal. Cafarchia et al. (2008), demonstraram que 76,4% dos isolados de Candida spp. obtidos 

do trato gastrintestinal de rapinantes, de aves migratórias e de passeriformes produziram 
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fosfolipases. Vieira e Acqua-Coutinho (2009), por sua vez, observaram que 68% das cepas de 

isolados de Candida spp., oriundas do inglúvio de filhotes de papagaios (Amazona aestiva e A. 

amazonica) com e sem sinais clínicos de ingluvite, foram positivas para a produção dessa enzima. 

Nosso grupo demonstrou que 79,7% das cepas de Candida isoladas do trato 

gastrintestinal de calopsitas produziam fosfolipases, das quais 61,7% apresentavam uma forte 

atividade enzimática (SIDRIM et al., 2010). Adicionalmente, também foi evidenciada a atividade 

dessa enzima em 12,5% dos isolados de Candida spp. obtidos de camarões M. amazonicum 

(BRILHANTE et al., 2011)  

As infecções por Candida spp. geralmente acometem animais imunocomprometidos 

(MORETTI et al., 2000; HESELTINE et al., 2003) e relatos de candidíase são descritos em 

diferentes partes do mundo, acometendo diversas espécies animais, com manifestações clínicas 

variadas (BRITO et al., 2009b). 

Nos mamíferos, os sítios anatômicos mais acometidos são pele e anexos, ouvido, tratos 

urinário e gastrintestinal e sistema reprodutor (HESELTINE et al., 2003; JIN; LIN, 2005; 

KIVARIA; NOORDHUIZEN, 2007; WROBEL et al., 2008). Em cães, as leveduras do gênero 

Candida preferem áreas constantemente úmidas, onde facilmente ocorre a maceração tecidual, 

como nas mucosas, nas junções mucocutâneas, nas áreas intertriginosas, nas membranas 

interdigitais, no canal auditivo e na face lateral da orelha (CLEFF et al., 2005). Quadros de 

candidíase não são comumente descritos nessa espécie animal, havendo um maior número de 

relatos de acometimento cutâneo (CLEFF et al., 2007; LEE et al., 2011) e de candidíases 

sistêmicas (GERSHENSON et al., 2011; SKORIC et al., 2011). Ademais, infecções por Candida 

já foram descritas em bovinos, ocasionando mastites (SPANEMBERG et al., 2008), em 

roedores, ocasionando infecções sistêmicas (NAWANGE et al., 2009; SIMPSON et al., 2009), 

dentre outros. 

Em aves, Candida spp. são patógenos importantes para filhotes e para indivíduos 

imunocomprometidos, devido à presença de enfermidades virais, de subnutrição, de fatores 

estressantes, dentre outras causas (MORETTI et al., 2000; VELASCO, 2000; SAMOUR; 

NALDO, 2002; KLAPHAKE; CLANCY, 2005; GARCIA et al., 2007; OSORIO et al., 2007). 

Na maioria dos casos, a candidíase tem origem endógena, em indivíduos predispostos ao 

crescimento excessivo dos microorganismos da microbiota (MORETTI et al., 2000; SAMOUR; 

NALDO, 2002; KLAPHAKE; CLANCY, 2005). No entanto, foi observado que a doença pode 
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ser transmitida por meio de fômites e de sondas oro-esofágicas contaminadas (MORETTI et al., 

2000; SAMOUR; NALDO, 2002).  

Os psitaciformes e as aves de rapina são altamente suscetíveis a infecções por esses 

microrganismos, sendo o trato gastrintestinal superior o sistema mais afetado, em particular 

orofaringe, inglúvio e esôfago (MORETTI et al., 2000; VELASCO, 2000; SAMOUR; NALDO, 

2002; GELLIS, 2006). O inglúvio é suscetível a infecções por Candida spp., por ser um órgão 

saculiforme, contendo vários nutrientes necessários para o crescimento fúngico (KANO et al., 

2001). 

Vale ressaltar que também há relatos de infecção por Candida spp. em animais 

ectotérmicos, como em répteis (HERNANDEZ-DIVERS, 2001; PAWAIYA et al., 2011), peixes 

(GATESOUPE, 2007) e camarões (LU et al., 1998).  

A espécie mais comumente implicada nos casos de candidíase em animais é C. albicans, 

mas outras espécies, como C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei e C. rugosa tem sido 

comumente isoladas (MORETTI et al., 2000; VELASCO, 2000; SAMOUR; NALDO, 2002; 

GELLIS S., 2006; GARCIA et al., 2007; WROBEL et al., 2008). Na realidade, a prevalência de 

C. albicans em populações animais ainda não é bem conhecida (WROBEL et al., 2008). 

 

1.3 Identificação Fenotípica de Candida spp. 

O diagnóstico micológico de candidíase consiste, inicialmente, na confecção de lâminas 

contendo amostras do espécime clínico, clarificadas com hidróxido de potássio, para realização 

do exame direto. Posteriormente, as amostras clínicas são repicadas em meios de cultura 

clássicos, como ágar Sabouraud, ágar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e ágar Sabouraud 

acrescido de cloranfenicol e de cicloheximida (SIDRIM; ROCHA, 2004).  

Após o crescimento fúngico, as colônias são avaliadas morfologicamente, as quais são, 

normalmente, lisas, úmidas ou secas, de coloração branca ou creme (Figura 1) (DE HOOG et al., 

2000). Em seguida, é realizada a avaliação micromorfológica, por meio do repique em ágar 

Cornmeal-Tween 80 (DE HOOG et al., 2000), a qual permite a identificação definitiva de muitas 

espécies de Candida, uma vez que forma estruturas específicas, como hifas e pseudohifas, 

dispostas em padrões característicos para cada espécie (DE HOOG et al., 2000; MILAN; 

ZAROR, 2004). Finalmente, as cepas de Candida spp. são submetidas às provas bioquímicas de 
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produção de urease, de assimilação e de fermentação de carboidratos e de assimilação de 

nitrogênio (Figura 2) (BRITO et al., 2009). 

 

 

 
Fonte: CEMM, 2010       Fonte: CEMM, 2010 

Figura 1: a) Placa contendo ágar semente de Níger apresentando um crescimento de múltiplas 
colônias coalescentes. b) Placa contendo ágar Sabouraud acrescido de cloranfenicol, 
demonstrando o crescimento de colônias de Candida spp. (setas pretas), de Rhodotorula spp. 
(setas vermelhas) e de fungos filamentosos contaminantes (seta amarela). 
 

 

As características de crescimento sob temperaturas distintas também podem ser utilizadas 

como uma ferramenta complementar para a identificação de algumas espécies (DE HOOG et al., 

2000; GARCÍA-MARTOS et al., 2004). Adicionalmente, alguns testes específicos podem ser 

realizados, como o crescimento em meios cromogênicos (Figura 2), com o objetivo de 

identificar colônias mistas e de realizar um diagnóstico presuntivo rápido (QUINDÓS et al., 

2001) e em meios contendo concentrações distintas de cicloheximida (DE HOOG et al., 2000). 

 

 

a b 
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Fonte: CEMM, 2011               Fonte: CEMM, 2010 

Figura 2: a) Prova de assimilação de carbono, demonstrando a presença de três halos de 
assimilação (setas); b) Placa contendo ágar cromogênico, permitindo a identificação presuntiva 
de Candida albicans (seta verde), C. krusei (seta preta) C. parapsilosis (seta rosa) e C. tropicalis 
(seta azul). 
 

 

1.4 Resistência aos Derivados Azólicos 

O arsenal terapêutico antifúngico é estreito, quando comparado ao das drogas 

antibacterianas, sendo composto por sete classes de drogas: 1) os derivados poliênicos, 

representados pela nistatina e pela anfotericina B; 2) a griseofulvina; 3) a flucitosina; 4) os 

derivados azólicos, como cetoconazol, fluconazol e itraconazol; 5) as alilaminas, representadas 

pela naftifina e terbinafina; 6) os derivados morfolínicos, representados pela amorolfina, e 7) as 

equinocandinas, como a caspofungina e a micafungina (ROCHA; SIDRIM, 2004). Dentre estas 

classes, os derivados azólicos merecem destaque por serem as drogas antifúngicas mais 

utilizadas na rotina clínica. 

A descoberta da atividade antifúngica do benzimidazol impulsionou desenvolvimento da 

terapêutica antifúngica, pois, a partir desse momento, vários estudos foram conduzidos, 

objetivando a descoberta de derivados azólicos com propriedades antimicóticas. Assim, surgiram, 

inicialmente, os derivados imidazólicos, como o miconazol, o cetoconazol e o tioconazol e, 

posteriormente, os derivados triazólicos, representados pelo fluconazol, itraconazol, voriconazol, 

ravuconal e posaconazol. A descoberta das drogas triazólicas representou um grande avanço para 

a micologia médica, uma vez que estas drogas apresentam menos efeitos deletérios, quando 

comparadas aos outros antifúngicos, e propriedades farmacocinéticas mais favoráveis, resultando 

a b 
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em uma terapia antifúngica mais segura e eficaz (ROCHA; SIDRIM, 2004). Os derivados 

azólicos interferem na síntese do ergosterol por meio do bloqueio da enzima 14-α-demetilase 

presente no citocromo P-450 da célula fúngica, impedindo a demetilação do lanosterol em 

ergosterol. Esse mecanismo de ação dos azólicos altera a função da membrana celular, 

aumentando a permeabilidade da mesma, além de levar ao acúmulo de metabólitos tóxicos, 

gerados no processo de biossíntese do ergosterol (KANAFANI; PERFECT, 2008). 

A resistência aos derivados azólicos começou a ser observada com o aparecimento de 

cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol, entre pacientes HIV positivos que apresentavam 

candidíase oral e esofágica, previamente à introdução de terapia antirretroviral (JOHNSON, 

2008; KANAFANI; PERFECT, 2008). A prevalência de C. albicans resistente a esse grupo de 

drogas é menos comum em pacientes com candidíase vaginal e candidemia. No geral, a taxa de 

resistência aos azólicos permanece baixa, entre a maioria das espécies de Candida spp. isoladas 

de seres humanos, variando de 1 a 2,1% em C. albicans, de 0,4 a 4,6% em C. parapsilosis e de 

1,4 a 6,6% em C. tropicalis. (KANAFANI; PERFECT, 2008). 

Existem muitos trabalhos com o monitoramento do perfil de sensibilidade a drogas de 

leveduras isoladas de amostras clínicas humanas. No entanto, os trabalhos com Candida spp. 

isoladas de animais não são comuns. Nosso grupo demonstrou a presença Candida spp. 

resistentes a azólicos, como parte da microbiota de animais. Assim, Brito et al. (2009) 

observaram que os dois isolados de C. albicans e três dos quatro isolados de C. tropicalis obtidos 

da cavidade oral, da região perineal, da vagina e do prepúcio de cães sadios eram resistentes a 

fluconazol e itraconazol. Sidrim et al., (2010), por sua vez, demonstraram que 14/39 (35,89%) 

isolados de C. albicans oriundos do trato gastrintestinal de calopsitas hígidas eram resistentes ao 

itraconazol e 4/39 (10,26%) eram resistentes ao fluconazol, sendo 3/39 (7,69%) resistentes a 

ambas as drogas. Por fim, Brilhante et al. (2011) obtiveram 8/24 (33.3%) isolados de Candida 

spp. resistentes a fluconazol e/ou itraconazol, com destaque para os isolados de C. albicans, os 

quais foram resistentes a ambas as drogas, simultaneamente. 

Com base nesses achados e considerando o reduzido arsenal terapêutico antifúngico, fica 

clara a necessidade de realizar pesquisas que visem à busca por drogas que apresentam 

propriedades antimicóticas. O levamisol é um imidazólico com atividade antihelmíntica que vem 

sendo utilizada desde 1966 (WON et al., 2009). Esta droga que se liga a receptores colinérgicos, 

permitindo o influxo de cálcio para a célula muscular do parasita, o que resulta na morte do 
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mesmo por paralisia espástica (MARTIN; ROBERTSON, 2007). Adicionalmente, em 1978, 

observou-se que este composto também apresenta propriedades imuno-estimulantes, sendo 

bastante utilizada como adjuvante terapêutico em casos de enfermidades inflamatórias, auto-

imunes e neoplásicas, como vitiligo, artrite reumatóide e câncer do colón (WON et al., 2009), e 

em casos de infecções associadas a quadros de imunossupressão (LAI; LU; ENG, 2002). Quanto 

às propriedades antimicrobianas, não há relatos sobre os efeitos inibitórios diretos do levamisol 

ante a Candida spp, no entanto, tal droga já foi utilizada como adjuvante no tratamento de 

candidíase oral refratária a antifúngicos convencionais, em pacientes portadores de timomas 

(LAI; LU; ENG, 2002). 

Quanto ao desenvolvimento de resistência aos derivados azólicos em Candida spp., de 

forma geral, existem dois mecanismos primordiais. O primeiro e mais comum consiste no 

desenvolvimento de bombas de efluxo ativo, que são codificadas pelos genes CDR1 e CDR2, os 

quais codificam proteínas pertencentes à superfamília ATP binding cassette, e pelo gene MDR1, 

que codifica uma proteína pertencente à classe major facilitators. A superexpressão desses genes 

e o consequente aumento da atividade das bombas impedem o acúmulo da droga no interior da 

célula, comprometendo a eficácia da mesma. A regulação positiva de CDR1 e CDR2 confere 

resistência a quase todos os azólicos, enquanto que de MDR1, confere resistência específica a 

fluconazol (KANAFANI; PERFECT, 2008). O segundo mecanismo consiste na alteração da 

enzima lanosterol C14-α-demetilase, molécula-alvo dos derivados azólicos, codificada pelo gene 

ERG11. A ocorrência de superexpressão ou de mutações nesse gene resulta na redução de 

sensibilidade ou resistência a esse grupo de antifúngicos (KANAFANI; PERFECT, 2008; 

MANASTIR et al., 2009). 

As bombas de efluxo são divididas em duas classes principais, as proteínas ATP-bindig 

cassette (ABC) e as bombas major facilitators (MFS). Essas proteínas de membrana translocam 

ativamente compostos através das membranas celulares, utilizando diferentes fontes de energia. 

As proteínas ABC são transportadores primários que hidrolisam moléculas de ATP para 

obtenção de energia, enquanto as bombas MFS são transportadores secundários que utilizam a 

força gerada pela movimentação de prótons através da membrana plasmática. Os domínios de 

ligação de nucleotídeos das proteínas ABC e os domínios transmembrana das proteínas ABC e 

das bombas MFS conferem a especificidade de substrato (CANNON et al., 2009). 
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As proteínas ABC são encontradas em todas as células de todos os organismos, 

frequentemente nas membranas plasmáticas, mas também nas membranas das organelas. 

Algumas proteínas ABC são específicas para determinados ligantes, mas àquelas associadas à 

resistência a múltiplas drogas possuem uma grande variedade de substratos, como compostos 

hidrofóbicos, incluindo drogas. A produção elevada das proteínas Cdr1p e Cdr2p, codificadas 

por CDR1 e CDR2, respectivamente, ocasiona a resistência aos azólicos, no geral a mais de uma 

droga. As bombas MFS são proteínas encontradas nas células de plantas, animais, bactérias e 

fungos, apresentando elevado grau de similaridade de sequência entre os diferentes reinos. A 

produção aumentada da proteína Mdr1p de C. albicans, a qual é codificada pelo gene MDR1, 

confere resistência a fluconazol nessa espécie de levedura (CANNON et al. 2009). 

Diversas substâncias são capazes de modular a atividade das bombas de efluxo, como 

metais pesados (BRUINS et al., 2000), drogas antibacterianas, como a rifampicina (VOGEL et 

al., 2008), drogas citotóxicas, como a doxorrubicina (KOFLA et al., 2011) e drogas 

antidopaminérgicas, como as fenotiazinas (KOLACZKOWSKI et al., 2003). 

As fenotiazinas são antagonistas de receptores dopaminérgicos que são utilizados 

clinicamente como agentes antihistamínicos ou neurolépticos para o controle de transtornos 

psicóticos. Já foi demonstrado que essa classe de drogas apresenta uma atividade antimicrobiana 

modesta, contra uma variedade de microrganismos (CHAN et al., 2007), incluindo Candida spp. 

(GALGÓCZY et al. 2011). Kolaczkowski et al. (2003) demonstraram a atividade inibitória das 

fenotiazinas, incluindo a prometazina, sobre a atividade das proteínas Pdr5p, Snq2p e Yor1p do 

fungo Saccharomyces cerevisae, as quais são homólogos funcionais e estruturais das proteínas 

transportadoras ABC de Candida spp. (Cdr1p e Cdr2p). Assim, por meio da adição de 

concentrações subinibitórias de diferentes fenotiazinas, foi possível reverter a resistência a 

cetoconazol em uma cepa multidroga resistente (MDR), em decorrência da produção elevada de 

Pdr5p. Vale ressaltar que as CIMs de cetoconazol obtidos para a cepa MDR, após a adição de 

uma fenotiazina, foram idênticas àquelas obtidas para cepa que sofreu deleção do gene PDR5, o 

qual codifica Pdr5p, confirmando a ação inibitória das fenotiazinas sobre a atividade das bombas 

ABC. Por fim, a utilização de inibidores de bombas de efluxo representa uma importante 

estratégia para avaliar o envolvimento dessas bombas no desenvolvimento de resistência a 

drogas, principalmente aos derivados azólicos (SCHUETZER-MUEHLBAUER et al., 2003). 
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Portanto, considerando que as leveduras do gênero Candida compõem a microbiota dos 

sistemas orgânicos de animais saudáveis e que tem sido observada a resistência primária a 

azólicos nesses microrganismos, torna-se importante monitorar a resistência em cepas de 

Candida de origem veterinária, visando à busca por compostos que apresentem potencial 

antifúngico, bem como à melhor compreensão dos principais mecanismos de resistência aos 

derivados azólicos. 
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2. PERGUNTAS DE PARTIDA E HIPÓTESES 

 

Perguntas de Partida 

 

1. O fenômeno de resistência primária em Candida spp. de origem veterinária é mediado 

por de bombas de efluxo? 

 

2. A droga imidazólica levamisol apresenta atividade inibitória in vitro ante a Candida spp.? 

 

 

Hipóteses 

 

1. O mecanismo primário envolvido na resistência de Candida spp. de origem veterinária 

aos derivados azólicos é mediado por bomba de efluxo. 

 

2. O levamisol apresenta atividade inibitória in vitro ante a cepas de Candida spp. 
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3. OBJETIVOS 
 

3.1 Objetivo Geral 

 

Com este estudo buscou-se monitorar o perfil de sensibilidade de Candida spp. oriundas 

de animais, com ênfase na resistência aos azólicos mediada por bombas de efluxo e na avaliação 

do potencial antifúngico do imidazólico levamisol. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

 

1. Isolar e identificar espécies de Candida de animais silvestres mantidos em cativeiro; 

2. Determinar a sensibilidade antifúngica in vitro a anfotericina B, itraconazol e fluconazol 

para as cepas isoladas; 

3. Investigar o envolvimento das bombas de efluxo como mecanismo primário de 

resistência a azólicos em cepas de Candida spp. de origem veterinária; 

4. Avaliar o potencial antifúngico do levamisol em cepas de Candida spp. de origem 

veterinária. 
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4. CAPÍTULO 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Microbiota por leveduras de rapinantes: Uma possível ferramenta para o monitoramento 

ambiental 

 

 
 
 
 
 
 
 

Yeast microbiota of raptors: A possible tool for environmental monitoring 
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5. CAPÍTULO 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Candida albicans resistente ocasionando candidemia em um ouriço-cacheiro (Coendou 

prehensilis) 

 
 
 
 
 
 
 

Resistant Candida albicans causing candidemia in a wild Brazilian porcupine (Coendou 

prehensilis) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Periódico: Journal of Medical Microbiology (subemtido em dezembro de 2011) 
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Summary 

Systemic Candida infections are not commonly diagnosed among animals and 

candidemia caused by resistant isolates has not been reported in veterinary medicine. This case 

report describes the occurrence of candidemia in a wild Brazilian porcupine (Coendou 

prehensilis) caused by a multi-resistant strain of C. albicans. Three Candida albicans isolates 

were recovered from the lungs, lymph nodes and liver of a Brazilian porcupine, during necropsy. 

Afterwards, the three isolates were submitted to antifungal susceptibility analysis against 

amphotericin B, caspofungin, fluconazole, itraconazole, ketoconazole and voriconazole, which 

presented MICs of 1, 0.03125, 250, 125, 8 and 250 µg/mL, respectively. The three C. albicans 

isolates were also submitted to RAPD-PCR and M13-fingerprinting analyses, showing a genetic 

similarity among them, suggesting the occurrence of candidemia. This is the first report of 

systemic infection caused by a multi-drug resistant C. albicans in an animal. 

 

Keywords: Coendou prehensilis, Brazilian porcupine, Candida albicans, antifungal resistance 
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Introduction 

Yeasts, especially those of the genus Candida, are usual components of the 

gastrointestinal microbiota of animals, acting as commensal organisms (Wrobel et al., 2008; 

Nawange et al., 2009; Simpson et al., 2009; Brilhante et al., 2010, Brilhante et al., 2011). 

However, these organisms can also cause disease in humans and other animals, exhibiting a 

variety of clinical manifestations (Nawange et al., 2009), including the occurrence of systemic 

infections, which are not commonly described in mammals other than humans (Wrobel et al., 

2008). 

The occurrence of antifungal resistance was initially observed in C. albicans from AIDS 

patients with oropharyngeal candidiasis that did not respond to treatment with fluconazole 

(Kanafani & Perfect, 2008). Since then, surveillance programs of the antifungal susceptibility of 

Candida spp. isolated from human infections have been frequently performed in many countries 

(Pfaller & Diekema, 2007). However, surveillance of yeasts isolated from animals is not 

frequently performed and the prevalence of resistant Candida remains unknown. Additionally, 

even though resistant Candida spp. have been recovered from healthy animals (Brito et al., 2007, 

Brito et al., 2009, Sidrim et al., 2010, Brilhante et al., 2011), to our knowledge, systemic 

Candida infections caused by resistant isolates has not been reported. This case report describes 

the occurrence of candidemia in a wild Brazilian porcupine caused by a multi-resistant strain of 

C. albicans. 

 

Case Report 

An adult male Brazilian porcupine (Coendou prehensilis) was taken to the Triage Center 

for Wild Animals (CETAS) of the Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural 
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Resources (IBAMA), in Fortaleza, Ceará, Brazil, for presenting fractures in both femurs, after a 

car hit. The animal was submitted to an osteosynthetic procedure of the left femur, followed by 

therapy with antibiotics (enrofloxacin 5 mg/Kg, every 24 hours, for seven days) and anti-

inflammatory (ketoprofen 1 mg/Kg, every 24 hour, for three days). During recovery, the animal 

was kept in CETAS for two months, when it suddenly died from a generalized mixed infection 

with Candida albicans, isolated from lungs, lymph nodes and liver, and some bacterial strains 

(Enterobacteria and Streptococcus hyointestinalis) that were isolated from multiple abscesses 

within the thoracic and abdominal cavities. 

During necropsy, samples of the organs (lung, liver, spleen, kidney and lymph nodes) that 

presented micro-abscesses and the content of a retroperitoneal abscess were aseptically collected 

with a scalpel blade and a syringe, respectively. It is important to state that the necroscopic 

examination was performed right after the animal’s death and that during the procedure, no 

lesions were observed within the bowels, including ruptures or perforations. 

The clinical specimens were kept in tubes containing sterile saline, until processing, when 

they were cultured on 2% Sabouraud dextrose agar supplemented with chloramphenicol (0.5 g/L) 

and 2% Sabouraud dextrose agar supplemented with chloramphenicol and cycloheximide (0.4 

g/L), for fungal recovery, and on Blood agar and McConkey agar for bacterial recovery. 

Yeast colonies were recovered from lung, lymph nodes and liver samples, which were 

identified as C. albicans through growth on chromogenic medium (HiCrome Candida 

Differential Agar, HiMedia, Mumbai, India), micromorphological analysis, on Cornmeal-Tween 

80 agar, and biochemical features, such as urease production and sugar assimilation (Brilhante et 

al., 2010). Bacterial isolates were recovered from micro-abscesses and retroperitoneal abscess, 

which were identified through VITEK 2® (bioMérieux, USA). 
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The three recovered C. albicans isolates were submitted to antifungal susceptibility 

analysis, according to the document M27-A3 of the Clinical Laboratory Standards Institute 

(CLSI, 2008). Minimum inhibitory concentrations (MICs) for amphotericin B (Sigma Chemical 

Corporation, USA) was the lowest concentration at which no growth was observed and for 

caspofungin (Merck Sharp & Dohme, Brazil), ketoconazole (Sigma Chemical Corporation, 

USA), fluconazole (Pfizer, Brazil), itraconazole (Janssen Pharmaceutica, Belgium) and 

voriconazole (Pfizer Pharmaceuticals, USA) the MIC was defined as the lowest drug 

concentration inhibiting 50% of growth, when compared to the growth control well (CLSI, 2008). 

Microdilution plates were read after 24-48 hours of incubation at 35 oC. MICs of >1, >2, >4, ≥8, 

≥1 and ≥1 µg/mL indicated resistance to amphotericin B, caspofungin (CLSI, 2008), 

ketoconazole (Brito et al. 2009), fluconazole (Pfaller et al., 2010), itraconazole and voriconazole 

(CLSI, 2008), respectively. The three C. albicans isolates were resistant to the four tested azole 

derivatives (ketoconazole MIC=8 µg/mL, fluconazole MIC=250 µg/mL, itraconazole MIC=125 

µg/mL, voriconazole MIC=250 µg/mL), but not to amphotericin B (MIC=1 µg/mL) and 

caspofungin (MIC=0.03125 µg/mL) (Table 1). 

 The confirmation of the genetic similarity among the three isolates was performed 

through RAPD-PCR, with primer OPQ16 (5’- AGTGCAGCCA -3’) (Leelayuwat et al. 2000), and 

through M13-PCR fingerprinting, with the specific sequence of the wild-type phage (5’- 

GAGGGTGGCGGTTCT -3’) as described by Muniz et al. (2010). The molecular analysis 

through RAPD-PCR and M13-fingerprinting revealed similar band patterns among the three C. 

albicans isolates (Figure 1), indicating a genetic similarity among them. 

Discussion 
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Candida infections are not frequently seen in domestic and wild mammals, when 

compared to humans (Wrobel et al., 2008) and birds (Velasco, 2000), with few case reports of 

naturally occurring systemic candidiasis (Brown et al., 2005; Keck et al., 2009; Nawange et al., 

2009; Simpson et al., 2009). The three C. albicans isolates evaluated in the present study were 

recovered from internal organs that, normally, are not colonized by Candida species, including 

lymph nodes, demonstrating the occurrence of a systemic Candida infection. Additionally, 

molecular analysis with primers OPQ16 and M13 resulted in identical band patterns for the three 

evaluated isolates (Figure 1). Thus, considering the phenotypical and molecular similarities 

among these isolates, it can be stated that they are clones of the same strain, evidencing the 

occurrence of candidemia. According to Harriott & Noverr (2011), 27-56% of these type of 

infection are polymicrobial, as observed in this case, since the animal was also infected with 

bacterial strains (Enterobacteria and Streptococcus hyointestinalis) that were isolated from 

internal abscesses.  

Overall, there are two primary mechanisms for the development of azole resistance. The 

first and most common mechanism of azole resistance in Candida spp. is associated with the 

overexpression of efflux pumps, encoded by the genes CDR1 and CDR2, which keeps the drug 

from accumulating within the cell, resulting in a decreased concentration at the site of action 

(Kanafani and Perfect, 2008; Feng et al., 2010). The second mechanism involves the alteration in 

the enzyme lanosterol 14α-demethylase, target molecule of the azole derivatives, encoded by the 

gene ERG11. The occurrence of overexpression or genetic mutations of this gene results in the 

decreased susceptibility or resistance to this class of antifungals (Kanafani & Perfect, 2008; 

Manastir et al., 2009). 
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Considering that efflux mediated mechanisms are most commonly involved in the azole 

resistance of Candida isolates and that the isolates were recovered from a free-ranging wild 

mammal that had never been submitted to antifungal therapy, two hypotheses for the source of 

antifungal resistance can be considered. The first and most evident one is the exposure to azole 

antifungals used in agricultural practices, either in the wild or in captivity, since Brazilian 

porcupines are herbivorous animals (Roberts et al., 1985) and the occurrence of cross-resistance 

to medical and agricultural azoles in Candida spp. has been reported (Müller et al., 2007). The 

second hypothesis concerns the exposure to environmental contaminants and/or other chemical 

compounds, once efflux pumps are unspecific mechanisms of cellular detoxification (Jungwirth & 

Kuchler, 2006) that can be modulated by several substances, including heavy metals (Bruins et 

al., 2000), antibacterial (Vogel et al., 2008) and cytotoxic drugs (Kofla et al., 2011). 

This represents the first case of naturally occurring Candida systemic infection in an 

animal caused by a multi-drug resistant strain. These findings highlight the importance of 

monitoring antifungal susceptibility of Candida spp. from veterinary sources, especially because 

the affected individual was a free-ranging wild animal with no previous history of exposure to 

antifungals, indicating the occurrence of primary azole resistance among Candida spp. from 

veterinary sources, including wild animals. 
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Table I: Minimum inhibitory concentrations of antifungals against three isolates of Candida 

albicans from a Brazilian Porcupine 

C. albicans 
isolate 

Minimum Inhibitory Concentrations (µg/mL) 
AMB CAS KTC FLC ITC VRC 

Lung 1 0.03125 8 250 125 250 
Lymph Nodes 1 0.03125 8 250 125 250 
Liver 1 0.03125 8 250 125 250 

AMB: amphotericin B, CAS: caspofungin, KTC: ketoconazole, FLC: fluconazole, ITC: itraconazole, VRC: 
voriconazole 
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Figure 1: RAPD-PCR and M13-fingerprinting of the three Candida albicans isolates from a 

Brazilian Porcupine revealing similar band patterns among them. M: 100 bp molecular marker; 

P1, P2, OPQ16 and M13: primers used; 1: C. albicans recovered from lungs; 2: C. albicans 

recovered from lymph nodes; 3: C. albicans recovered from liver. 
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Abstract 

This study aimed at monitoring the in vitro antifungal susceptibility of Candida spp. 

isolated from wild-born Brazilian psittacines and at investigating the role of efflux pumps in the 

occurrence of azole resistance. Initially, clinical specimens from oral cavity, crop and cloaca 

were collected from 59 wild-born Brazilian psittacines, and the material was processed for the 

isolation of Candida spp, which resulted in the recovery of 101 isolates. These isolates (8 C. 

albicans; 10 C. famata; 4 C. guilliermondii; 8 C. krusei; 26 C. parapsilosis; 45 C. tropicalis) 

were submitted to antifungal susceptibility analysis against amphotericin B, fluconazole and 

itraconazole, obtaining MICs that ranged from 0.0625 to 2 µg/mL, from 0.25 to 250 µg/mL and 

from 0.03125 to 125 µg/mL, respectively. Out of these 101 isolates, 27 were resistant to azole 

derivatives. Afterwards, all these azole resistant isolates, plus 20 C. albicans and 3 C. tropicalis 

that were recovered from our collection of resistant yeasts from veterinary sources, were 

submitted to the efflux pump inhibition assay with promethazine, with a total of 50 azole 

resistant isolates. Statistically significant MIC reductions were observed for both fluconazole 

and itraconazole, with MICs ranging from 0.25 to 32 µg/mL and from 0.03125 to 0.25 µg/mL, 

respectively. Promethazine caused a greater reduction in the MICs for itraconazole when 

compared to fluconazole. These findings show that the increased activity of ABC efflux pumps 

partly represents the mechanism for azole resistance in Candida isolates from animals. 

Keywords: Candida spp., azole resistance, promethazine, efflux-pump mediated resistance. 

 



 

39 
 

1. Introduction 

Candida species are usual components of the gastrointestinal microbiota of animals, 

acting as commensal organisms [1-3]. Azole resistance in isolates from human beings has been 

reported since the beginning of the AIDS era [4] and different researches have been developed to 

elucidate the resistance mechanisms manifested by Candida spp. isolated from human clinical 

cases [5-7]. On the other hand, surveillance of the antifungal susceptibility of Candida spp. 

isolated from animals is not frequently performed and the prevalence of resistant Candida and 

their main resistance mechanisms remain unknown. 

The most common mechanism of azole resistance in Candida spp. is associated with the 

overexpression of ATP-binding cassette (ABC) efflux pumps, mainly Cdr1 and Cdr2, which 

keeps the drug from accumulating within the cell, resulting in a decreased drug concentration at 

the site of action [4]. Efflux pump inhibitors have been used to study the role of these pumps in 

the development of drug resistance [8,9] and phenothiazines have shown to be potent modulators 

of yeast multidrug resistance, through the inhibition of Cdr1 and Cdr2 [10]. 

Thus, this study aimed at monitoring the in vitro antifungal susceptibility of Candida spp. 

isolated from animals and at investigating the role of efflux pumps in the occurrence of azole 

resistance. 

 

2. Materials and Methods 

2.1 Evaluated Candida isolates 

 One-hundred twenty-four Candida isolates were submitted to antifungal susceptibility 

analysis, out of which 101 were isolated from wild-born captive psittacines and 23 were 

recovered from the culture collection of the Specialized Medical Mycology Center (CEMM) of 
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the Federal University of Ceará. These 23 isolates were obtained from dogs (2 C. albicans; 2 C. 

tropicalis) [11]; cockatiels (16 C. albicans) [12] and Macrobrachium amazonicum prawns (2 C. 

albicans; 1 C. tropicalis) [3]. 

 

2.2 Animals 

Fifty-nine apparently healthy captive psittacines, out of which 22 were cactus parakeets 

(Aratinga cactorum), 26 blue-fronted Amazon parrots (Amazona aestiva), 6 orange-winged 

Amazon parrots (A. amazonica) and 5 blue-and-gold macaws (Ara ararauna), were submitted to 

clinical evaluation and sample collection. These birds were maintained at the Triage Center for 

Wild Animals (CETAS) of the Brazilian Institute of Environment and Renewable Natural 

Resources (IBAMA). They were all wild-born individuals that had been captured for illegal trade 

and were seized by IBAMA and taken to the triage center (CETAS), where they were kept for a 

long period of time, until they were destined to zoos or fit to be released into the wild. While at 

CETAS, they were maintained in collective enclosures and their diet mainly consisted of fruits 

and seeds. This study was approved by the System of Authorization and Information in 

Biodiversity (SISBIO) of the Chico Mendes Institute for the Conservation of Biodiversity 

(ICMBio, authorization number 23591-1) and by the Ethics Committee of Animal Research of 

the Federal University of Ceará (protocol number 02/09). 

 

2.3 Sample collection and Microbiological Processing 

Samples were collected from oral cavity and cloaca with sterile cotton swabs and from 

crop, through a ravage with sterile saline [2]. All samples were processed at the Specialized 

Medical Mycology Center of the Federal University of Ceará, Brazil, where they were cultured 
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on birdseed (Guizotia abyssinica) agar, supplemented with chloramphenicol (0.5 g/L) and 

biphenyl (0.1%) [2].The cultured media were incubated at 25 ºC, for 10 days, and were daily 

observed. Recovered colonies were identified based on growth on chromogenic medium 

(HiCrome Candida Differential Agar, HiMedia, Mumbai, India), microscopic morphology on 

Cornmeal-Tween 80 agar and biochemical parameters (urea hydrolysis and sugar assimilation) 

[2,9]. 

 

2.4 Antifungal Susceptibility Testing 

One-hundred one Candida isolates recovered from psittacines, as described above, were 

monitored for the occurrence of antifungal resistance. In addition, 23 azole resistant Candida 

isolates from the culture collection of CEMM were re-tested in order to confirm the minimum 

inhibitory concentrations that were previously obtained for fluconazole and itraconazole. The 

101 recovered Candida isolates (8 C. albicans; 10 C. famata; 4 C. guilliermondii; 8 C. krusei; 26 

C. parapsilosis; 45 C. tropicalis) were submitted to antifungal susceptibility analysis. Minimum 

inhibitory concentrations (MICs) for amphotericin B (Sigma Chemical Corporation, USA), 

fluconazole (Pfizer, Brazil) and itraconazole (Janssen Pharmaceutica, Belgium) were determined 

through a broth microdilution method, according to the document M27-A3 of the Clinical 

Laboratory Standards Institute [13]. The concentration range tested for amphotericin B was from 

0.03125 to 16 µg/mL, while for fluconazole it ranged from 0.125 to 1000 µg/mL and for 

itraconazole from 0.03125 to 250 µg/mL. 

Susceptibility testing was performed on 96-well microdilution trays, by using RPMI 1640 

medium, with L-glutamine (HiMedia, Mumbai, India), buffered to pH 7 with 0.165M 

morpholinepropanesulfonic acid (MOPS). The final concentration of the fungal inocula ranged 
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from 0.5 to 2.5 x 103 cells/mL [13]. The plates were incubated at 35 oC, for 48 hours. For each 

isolate, drug-free and yeast-free controls were included and all isolates were tested in duplicate. 

For amphotericin B, the MIC was the lowest concentration at which no growth was observed and 

for azole derivatives, the MIC was defined as the lowest drug concentration inhibiting 50% of 

growth, when compared to the growth control well [13]. 

As quality control for each test performed, C. parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei 

ATCC 6258 were included. MICs of >1, ≥64 and ≥1 µg/mL were considered resistant to 

amphotericin B, fluconazole and itraconazole [13], respectively. However, for C. albicans, C. 

parapsilosis and C. tropicalis the considered breakpoint for fluconazole was ≥8 µg/mL [14]. All 

strains were tested in duplicate and the assay was repeated, when resistance was detected, in 

order to confirm the results. 

 

2.5 Analysis of Efflux Pump Activity 

In order to evaluate the role of efflux pump activity in azole resistant Candida isolates 

from animals, the phenotypical assay of pump modulation was performed according to 

Kolaczkowski et al. [10], with some modifications. Fifty strains were submitted to this assay: 23 

(20 C. albicans and 3 C. tropicalis) from the culture collection of CEMM and 27 from the 

psittacine birds (4 C. albicans; 2 C. parapsilosis and 21 C. tropicalis). Briefly, the 50 resistant 

strains were initially tested against promethazine, which is an inhibitor of efflux pumps [10], and 

MICs ranging from 49 to 98 µg/mL were obtained for all tested isolates. Afterwards, a sub-

inhibitory concentration of promethazine (12 µg/mL) was incorporated to the final inoculum of 

each tested isolate and the antifungal susceptibility analysis was performed, as previously 
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described, through broth microdilution, against fluconazole and itraconazole at concentrations 

ranging from 0.125 to 64 µg/mL and from 0.03125 to 16, respectively. 

 

2.6 Statistical Analysis 

Student’s t-test for paired samples was performed to evaluate MIC reductions for 

fluconazole and itraconazole. A significance level of 5% was adopted for significant conclusions 

(P<0.05). In addition, a linear regression model was built, considering the MIC for the antifungal 

alone as the independent variable and the antifungal MIC, after combination with promethazine, 

as the dependent variable. 

 

3 Results 

 One-hundred one Candida isolates were recovered from 22 cactus parakeets, 26 blue-

fronted Amazon parrots, 6 orange-winged Amazon parrots and 5 blue-and-gold macaws that 

were kept in captivity after being seized by IBAMA. The oral cavity was the anatomical site with 

the highest number of isolates (54/101, 53.5%), followed by the crop (26/101, 25.7%) and the 

cloaca (21/101, 20.8%). Considering the isolated species, C. tropicalis was the most prevalent 

one, with 45 isolates (44.6%), followed by C. parapsilosis (26/101, 25.7%), C. famata (10/101, 

9.9%), C. albicans and C. krusei (8/101, 7.9%) and C. guilliermondii (4/101, 4%) (Table 1). 

Twelve individuals presented more than one Candida species in the oral cavity, with the 

simultaneous isolation of C. parapsilosis and C. tropicalis from two cactus parakeets and three 

blue-fronted parrots, C. famata and C. parapsilosis, C. famata and C. tropicalis, C. 

guilliermondii and C. krusei, and C. krusei and C. tropicalis from one, three, one and one blue-

fronted parrot, respectively, and C. krusei, C. parapsilosis and C. tropicalis from one blue-
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fronted parrot. Considering the crop, C. krusei and C. parapsilosis were simultaneously isolated 

from a blue-fronted parrot and C. krusei and C. tropicalis were isolated from two macaws. 

Finally, C. parapsilosis and C. tropicalis were simultaneously isolated from the cloaca of one 

parakeet, one macaw and one blue-fronted parrot. 

All recovered isolates were submitted to the antifungal susceptibility assay. The MICs 

obtained for amphotericin B ranged from 0.0625 to 2 µg/mL, demonstrating no resistant isolates, 

and for fluconazole and itraconazole the values ranged from 0.25 to 250 µg/mL and from 

0.03125 to 125 µg/mL, respectively. A total of 27 (26.7%) isolates were resistant to azoles, out 

of which 4 were C. albicans (2 from the oral cavity and 1 from the crop of macaws and 1 from 

the oral cavity of a blue-fronted parrot), 2 C. parapsilosis (1 from the oral cavity of a cactus 

parakeet and 1 from the cloaca of a blue-fronted parrot) and 21 C. tropicalis (4 from the oral 

cavity, 3 from the crop and 6 from the cloaca of cactus parakeets, 2 from the oral cavity of blue-

fronted parrots, 2 from oral cavity and 1 from the crop of orange-winged parrots and 2 from the 

crop and 1 from the cloaca of macaws) (Table 1). Out of these 27 isolates, 19 were resistant to 

both azoles, seven were resistant to fluconazole only and one was resistant to itraconazole. As 

for the 23 strains recovered from the culture collection of CEMM, the MIC for fluconazole 

ranged from 1 to 250 µg/mL and for itraconazole from 0.03125 to 64 µg/mL, confirming the 

occurrence of azole resistance. Thus, a total of 50 isolates (24 C. albicans, 2 C. parapsilosis and 

24 C. tropicalis) were azole resistant, out of which 35 were resistant to both azoles, 10 were 

resistant to fluconazole and five were resistant to itraconazole. 

Overall, the addition of promethazine significantly reduced the MICs for fluconazole 

(P<0.05) and itraconazole (P<0.05), which presented MIC ranges of 0.25 to 32 µg/mL and 

0.03125 to 0.25 µg/mL, respectively. The linear regression analysis showed that the MIC 
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reduction occurs, in an independent manner, towards values close to the mean. Thus, strains with 

higher initial MICs suffer a more accentuated reduction, than those with lower initial MIC values. 

This pattern was stronger for fluconazole, when compared to itraconazole (Table 2). 

Promethazine caused a greater reduction in the MICs for itraconazole when compared to 

fluconazole (P<0.05). Out of the 45 isolates that were resistant to fluconazole, five (11.1%) did 

not suffer any MIC alteration and 40 (88.9%) were sensitized to this antifungal, after the addition 

of promethazine, but only 21 (46.7%) suffered reversion of the resistance phenotype. On the 

other hand, all 40 (100%) itraconazole resistant isolates were sensitized to this drug, when 

promethazine was added, and the reversal of the resistance phenotype was observed for all them. 

 

4 Discussion 

Candida species are commensal microorganisms of the gastrointestinal tract of animals 

[1-3,11], presenting a particularly high isolation rate from birds [1,2,15]. In this study, 101 

isolates belonging to six species were recovered from four psittacine species. These findings 

show that the composition of the yeast gastrointestinal microbiota does not seem to vary greatly 

among different bird species, once the isolated Candida spp. in this study were similar to those 

from other studies with different avian groups [15].  

Considering the antifungal susceptibility analysis, even though the adopted interpretive 

breakpoint for amphotericin B in this study was >1 µg/mL, none of the tested Candida isolates 

were considered to be resistant to amphotericin B, once the MIC values for this drug were 2 

µg/mL only against the isolated C. krusei, which is known for presenting decreased susceptibility 

to this antifungal [4]. Similarly, fluconazole MICs were higher against all C. krusei, also as 

expected for this Candida species [4]. Therefore, 27 (26.7%) isolates were considered to be 
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resistant to the tested azole drugs. This resistance rate was similar to those reported for Candida 

isolates from healthy animal sources, as dogs (22.7%) [11], cockatiels (25.4%) [12] and prawns 

(33.3%) (Brilhante et al., 2011), but higher than those reported for humans (6.2%) [16]. 

The most common mechanism of azole resistance in Candida spp. is associated with the 

increased activity of the ABC (Cdr1 and Cdr2) and MFS (Mdr1) efflux pumps, which keeps the 

drug from accumulating within the cell, resulting in a decreased concentration at the site of 

action [4]. Special attention must be given to Cdr1 and Cdr2 because they are more frequently 

involved, promoting cross-resistance among azoles, while Mdr1 only mediates fluconazole 

resistance [6,17]. Therefore, during this research, investigating the expression of these pumps 

was prioritized in order to evaluate the predominant azole resistance mechanism among Candida 

from animals. 

Efflux pump inhibitors have been successfully used to evaluate the role of efflux pumps 

in the development of drug resistance [8,9]. Phenothiazines inhibit the transport of calcium, by 

preventing its binding to calcium-binding proteins, inhibiting calcium-dependent enzyme 

systems, such as those involved in the hydrolysis of ATP [18]. Considering that ATP-binding 

cassette (ABC) efflux pumps actively translocate compounds, including drugs, across cell 

membranes, using the hydrolysis of ATP as source of energy [17], phenothiazines, including 

promethazine, inhibit the activity of these efflux pumps [10]. 

Fifty isolates were submitted to the analysis efflux pump activity, through the 

phenotypical assay of pump modulation. Out of these 50 isolates, 27 were recovered from wild-

born psittacines and 23 were recovered from the culture collection of CEMM. Overall, the 

addition of promethazine significantly reduced the MICs for both azole drugs. Fluconazole MICs 

suffered 2-to-250-fold reductions, while those for itraconazole reduced 16 to 4000 times. It was 
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observed that for both drugs the MICs decreased to a common level, independently of the initial 

values, thus, strains with higher initial MICs suffered more accentuated reductions. This 

observation suggest that promethazine itself, at the concentrations used, does not inhibit fungal 

growth, however, it acts re-establishing the susceptibility to azole drugs, once the reduced MICs 

tend to fall within the normal range for each drug.  

The reversion of the resistance phenotype, after the addition of promethazine, indicates 

that resistance is mediated by ABC pump activity. In this research, it was observed that 

resistance to itraconazole among Candida isolates from animals was exclusively associated with 

the increased activity of these pumps, independently of the animal source (wild psittacines, dogs, 

cockatiels and prawns), as the addition of promethazine reversed resistance in all tested isolates. 

For fluconazole, on the other hand, considering that the addition of promethazine did not 

sensitize all tested isolates and only reversed 46.7% of the fluconazole resistant isolates, it seems 

that resistance to this azole drug, among Candida spp. from animals, presents a multifactorial 

nature, involving mechanisms other than the increased activity of ABC efflux pumps, such as the 

increased activity of the major facilitator (MFS) efflux pumps, through the overexpression of 

MDR1, or up-regulation or point mutations of the gene ERG11 [19]. 

Interestingly, out of the 24 fluconazole resistant isolates that did not become susceptible 

after the addition of promethazine, 20 were C. tropicalis from parakeets (n=11), blue-fronted 

parrots (n=2), orange-winged parrots (n=3), macaws (n=3) and wild-harvested M. amazonicum 

prawns (n=1) and four were C. albicans from cockatiels (n=3) and wild-harvested M. 

amazonicum prawns (n=1). Additionally, out of the 24 fluconazole resistant C. tropicalis, only 

four from parakeets (n=2) and dogs (n=2) became susceptible to this azole drug. Based on these 

findings, it seems like fluconazole resistance in C. tropicalis is not primarily mediated by ABC 
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efflux pumps, corroborating the findings of Vandeputte et al. [7], who demonstrated that the 

multi-drug azole resistance of a clinical isolate of C. tropicalis was a possible consequence of a 

point mutation in the ERG11 gene. 

Considering the animal species, Cdr1/Cdr2 mediated itraconazole resistance was 

observed in Candida isolates from all evaluated animals, while for fluconazole resistance, this 

mechanism was primarily involved in isolates from parakeets (1 C. parapsilosis, 2 C. tropicalis), 

parrots (1 C. albicans, 1 C. parapsilosis), macaws (2 C. albicans), dogs (2 C. albicans, 2 C. 

tropicalis), cockatiels (9 C. albicans) and M. amazonicum prawns (1 C. albicans). 

As for the source of azole resistance, some hypothesis can be considered. For those 

isolates recovered from birds (wild psittacines and cockatiels), considering that none of them had 

been submitted to antifungal therapy, we strongly believe that the occurrence of azole resistance 

is associated with the exposure to azole antifungals commonly used in agricultural practices, 

once the evaluated bird species mainly feed on seeds and fruits and the occurrence of cross-

resistance to medical and agricultural azoles in Candida spp. has been reported [20]. 

Concerning the isolates recovered from dogs, azole resistance may be associated with 

previous antifungal therapy, even though the sampled animals had not been treated with 

antifungals until six months before the collection of clinical specimens [11]. In addition, the 

ingestion of food preservatives that are used to conserve industrialized dog food might be related 

to azole resistance in commensal Candida species, as it has been demonstrated that food spoilage 

yeasts develop ABC efflux pump-mediated resistance to weak acids that are used as 

preservatives [21]. 

Finally, considering that efflux pumps are unspecific mechanisms of cellular 

detoxification [22] that can be modulated by several substances, including common pollutants, 
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such as heavy metals [23], we believe that azole resistance in Candida from wild-harvested M. 

amazonicum occurs as a response to the exposure to environmental contaminants that are in the 

water of the lake where these prawns inhabited [3]. 

These findings suggest that Candida spp. recovered from animals present a higher azole 

resistance rate when compared to those from humans and that the increased activity of ABC 

efflux pumps represents the primary mechanism for azole resistance in these Candida isolates. 

Additionally, considering that animals can represent a source of Candida infections for humans 

[1,24], it is important to monitor the antifungal susceptibility of Candida from veterinary sources. 
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Table 1: Candida from the gastrointestinal tract of Brazilian psittacines and in vitro antifungal susceptibility profile of the recovered isolates 

Bird Species Birds (n) Collection 
Site Candida species (a) Minimum Inhibitory Concentration (µg/mL) Resistant isolates (n) 

Amphotericin B Fluconazole Itraconazole Fluconazole Itraconazole 

Aratinga 
cactorum 22 

Oral cavity 
C. famata (1) 1 8 0.0625 - - 
C. parapsilosis (4) 0.25 - 1 0.25 – 16 0.03125 – 0.25 1 - 
C. tropicalis (10) 0.125 - 1 0.5 – 250 0.25 - 64 4 2 

Crop C. tropicalis (7) 0.125 – 0.5 0.5 – 32 0.0625 - 8 3 2 

Cloaca C. parapsilosis (2) 0.25 – 0.5 1 – 4 0.0625 – 0.125 - - 
C. tropicalis (8) 0.125 - 1 1 – 250 0.03125 - 64 6 4 

Amazona aestiva 26 

Oral cavity 

C. albicans (2) 0.25 0.5 – 8 0.0625 - 1 1 1 
C. famata (5) 0.25 - 1 0.5 – 4 0.03125 – 0.125 - - 
C. guilliermondii (3) 0.5 - 1 1 – 4 0.03125 – 0.125 - - 
C. krusei (4) 2 16 0.03125 – 0.125 - - 
C. parapsilosis (7) 0.25 - 1 0.25 – 2 0.03125 – 0.25 - - 
C. tropicalis (11) 0.125 - 1 0.25 – 250 0.03125 - 32 2 2 

Crop 

C. albicans (1) 0.5 0.25 0.5 - - 
C. famata (3) 0.125 – 0.5 1 – 4 0.03125 – 0.125 - - 
C. guilliermondii (1) 1 0.5 0.0625 - - 
C. krusei (2) 2 16 0.0625 – 0.125 - - 
C. parapsilosis (3) 1 1 – 4 0.03125 – 0.25 - - 
C. tropicalis (1) 0.5 0.25 0.0625 - - 

Cloaca 
C. famata (1) 0.5 8 0.125 - - 
C. parapsilosis (6) 0.25 - 1 0.5 – 64 0.03125 – 0.25 1 - 
C. tropicalis (1) 0.0625 2 0.0625 - - 

Amazona 
amazonica 6 

Oral Cavity C. parapsilosis (1) 1 1 0.125 - - 
C. tropicalis (3) 0.5 - 1 0.25 – 250 0.0625 - 64 2 2 

Crop 
C. krusei (2) 2 16 0,0625 – 0.125 - - 
C. parapsilosis (1) 0.5 1 0.0625 - - 
C. tropicalis (2) 0.25 – 0.5 0.25 – 250 0.0625 - 64 1 1 

Ara ararauna 5 

Oral Cavity C. albicans (2) 0.5 2 – 8 1 - 8 1 2 

Crop 
C. albicans (1) 0.0625 250 125 1 1 
C. parapsilosis (1) 0.0625 1 0.03125 - - 
C. tropicalis (2) 0.125 250 64 2 2 

Cloaca 
C. albicans (1) 0.5 1 0.03125 - - 
C. parapsilosis (1) 1 0.5 0.0625 - - 
C. tropicalis (1) 1 250 32 1 1 

a:  number of recovered isolates
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Table 2: Minimum inhibitory concentration of fluconazole and itraconazole against resistant Candida 
species isolated from animals, before and after the addition of promethazine. 
 

a: number of isolates;  *strains that remained resistant, after the addition of promethazine 
 
 
 
 
 

Candida species n 

Minimum inhibitory concentration 
(µg/mL) n 

Minimum inhibitory concentration 
(µg/mL) 

Fluconazole 
(a) 

Fluconazole + 
Promethazine Itraconazole Itraconazole + 

Promethazine 
Candida albicans 19 8 (3) 0,25 (1) 21 1 (3) 0.03125 (2) 

  16 (4) 2 (9)  2 (2) 0.0625 (12) 
  32 (2) 4 (5)  8 (2) 0.125 (5) 
  125 (1) 8 (1)*  16 (1) 0.25 (2) 
  250 (9) 16 (3)*  32 (2)  
     64 (10)  
     125 (1)  

Candida 
parapsilosis 2 64 (1) 1 (1) - - - 

  16 (1) 2 (1) - - - 
       

Candida 
tropicalis 24 8 (3) 1 (2) 19 4 (2) 0.03125 (3) 

  16 (2) 2 (1)  8 (3) 0.0625 (10) 
  32 (5) 4 (1)  32 (4) 0.125 (4) 
  125 (1) 8 (13)*  64 (10) 0.25 (1) 
  250 (13) 16 (6)*   0.5 (1) 
   32 (1)*    
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7. ASPECTOS METODOLÓGICOS E RESULTADOS OBTIDOS COM LEVAMISOL 

 

7.1 Material e Métodos 

7.1.1 Isolados de Candida avaliados 

Quarenta e oito isolados (12 C. albicans, 12 C. krusei, 12 C. parapsilosis e 12 C. 

tropicalis) de origem veterinária da Micoteca do Centro Especializado em Micologia Médica 

foram submetidos à análise da sensibilidade ao levamisol. Destes, 37 foram obtidos do trato 

gastrintestinal de psitacídeos brasileiros, durante o presente estudo, e 11 C. albicans foram 

obtidos do trato gastrintestinal de calopsitas (Nymphicus hollandicus) (BRILHANTE et al., 

2010). Todos os isolados de C. albicans e 9/12 isolados de C. tropicalis apresentavam 

resistência in vitro a fluconazol e itraconazol. 

 

7.1.2 Teste de sensibilidade a antifúngicos 

 O efeito antifúngico do levamisol foi avaliado, por meio da técnica de microdiluição 

em caldo, como descrito pelo documento M27-A3 do CLSI. Para o ensaio, foi utilizado o 

cloridrato de levamisol 7,5% (Fort Dodge, Brasil), o qual foi testado no intervalo de 

concentração de 0,037 a 18,75 mg/mL. Os inóculos das cepas testadas foram preparados a 

partir de colônias com 24 horas de crescimento em ágar batata dextrose, a 35 ºC. Foram 

adicionados 5 mL de solução salina estéril, em tubos de vidro estéreis, na qual foi diluída uma 

pequena amostra da colônia, cuja concentração foi ajustada a 0,5 na escala de McFarland 

(CLSI, 2008; SIDRIM et al. 2010). Posteriormente, os inóculos foram diluídos na razão de 

1:100 e, em seguida, de 1:20, em meio RPMI acrescido de L-glutamina (HiMedia, Mumbai, 

India), tamponado a pH 7 com ácido morfolinopropanossulfônico (MOPS) a 0,165M. A 

concentração final dos inóculos foi de 0,5 a 2,5 x 103 células/mL (CLSI, 2002; SIDRIM et al. 

2010). As placas foram incubadas a 35 ºC, por 48 horas. 

Para cada isolado testado, foram incluídos poços sem droga, como controle de 

crescimento, e poços sem inóculo, como controle de esterilidade e todas as cepas foram 

testadas em duplicata. Como controle de qualidade, para cada ensaio realizado, a cepa C. 

krusei ATCC 6258 foi incluída (CLSI, 2008), a qual foi testada ante ao levamisol e à 

anfotericina B. A concentração inibitória mínima (CIM) para o levamisol foi determinada 

como a menor concentração capaz de inibir 80% do crescimento, quando comparado ao poço 

controle. Adicionalmente, a concentração fungicida mínima (CFM) de levamisol também foi 

determinada para todas as cepas avaliadas. Para tanto, após a leitura das placas de 

microdiluição e determinação da CIM, alíquotas de 20 µL foram retiradas dos poços 
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referentes à CIM e a três concentrações crescentes subsequentes (2xCIM, 4xCIM e 8xCIM) e 

semeadas em placas contendo ágar batata dextrose. As placas foram incubadas a 35 ºC, 

durante 48 horas, e foram lidas. A CFM foi definida como a menor concentração na qual não 

se observou crescimento fúngico no subcultivo (TAWARA et al., 2000). 

 

7.1.3 Efeito do levamisol sobre o biofilme de Candida spp. 

 O efeito do levamisol sobre o biofilme maduro de Candida spp. e sobre a formação de 

biofilme por esses microrganismos também foi avaliado. Para tanto, a formação de biofilme 

foi induzida em 12 isolados resistentes a derivados azólicos (6 C. albicans e 6 C. tropicalis) e 

nas cepas controle C. parapsilosis ATCC 22019 e C. krusei ATCC 6258. 

 Inicialmente, esses isolados foram crescidos em ágar Sabouraud dextrose, a 30 ºC, 

durante 48 horas. Em seguida, os isolados foram crescidos em caldo Sabouraud dextrose, 

durante 24 horas, a 30 ºC, sob agitação (150 rpm). Após esse período, os tubos com caldo 

Sabouraud dextrose, contendo o crescimento fúngico, foram centrifugados a 3000 rpm, 

durante 10 minutos, e o sobrenadante foi descartado. Posteriormente, o pellet fúngico foi 

ressuspenso em meio RPMI, alcançando uma turbidez de 0,5 a 1 na escala McFarland. Os 

inóculos fúngicos (100 µL) foram adicionados aos poços de uma placa estéril de poliestireno 

de 96 poços de fundo chato. As placas foram então incubadas a 37 ºC, durante 48 horas 

(PEETERS et al., 2008). 

Com o intuito de avaliar o efeito de drogas sobre a formação de biofilme, no momento 

da inoculação das placas, o levamisol foi adicionado em três concentrações distintas: CIM, 

2xCIM e 4xCIM ante a cada isolado avaliado e ante às cepas controle. Portanto, para cada 

isolado testado, oito poços foram utilizados: 1) formação de biofilme na ausência de levamisol 

(controle); 2) formação de biofilme após a adição de levamisol na concentração CIM; 3) 

formação de biofilme após a adição de levamisol na concentração 2xCIM; 4) formação de 

biofilme após a adição de levamisol na concentração 4xCIM, sendo todos os tratamentos 

avaliados em duplicata. Para as cepas controle, a inibição da formação de biofilme por meio 

da adição de anfotericina B (droga controle) nas concentrações 10xCIM, 20xCIM e 50xCIM 

também foi avaliada. Em cada placa, foram incluídos controles positivo e negativo e controle 

da droga. 

Após o período de incubação, o sobrenadante de todos os poços avaliados foi 

cuidadosamente removido e as células aderidas foram lavadas três vezes com solução PBS-

Tween. Em seguida, todos os poços foram lavados com metanol 100% (100 µL), o 

sobrenadante foi removido e as placas foram deixadas a temperatura ambiente até secagem 

total dos poços. Após essa etapa, 100 µL de solução de cristal violeta a 0,3% foram 
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adicionados a cada poço, onde o corante foi mantido por 20 minutos. Em seguida, o cristal 

violeta foi removido e os poços foram lavados duas vezes com água destilada estéril. 

Finalmente, 150 µL de ácido acético a 33% foram adicionados a cada poço corado e, após 30 

segundos, os volumes foram retirados. As placas foram imediatamente lidas por 

espectrofotometria em leitora própria para placas de fundo chato, a 590 nm (PEETERS et al., 

2008) e os resultados da densidade óptica foram analisados. 

Com o intuito de avaliar o efeito do levamisol sobre o biofilme formado, após 48 horas 

de incubação das placas inoculadas, o levamisol foi adicionado em três concentrações 

diferentes: CIM, 10xCIM e 20xCIM, contra cada isolado avaliado e as cepas controle. Assim, 

para cada isolado de Candida testado, oito poços foram utilizados: 1) manutenção do biofilme 

na ausência de levamisol (controle); 2) manutenção do biofilme após a adição de levamisol na 

concentração CIM; 3) manutenção do biofilme após a adição de levamisol na concentração 

10xCIM; 4) manutenção do biofilme após a adição de levamisol na concentração 20xCIM, 

sendo todos os tratamentos avaliados em duplicata. Para as cepas controle, a inibição do 

biofilme formado, por meio da adição de anfotericina B (droga controle) nas concentrações 

10xCIM, 20xCIM e 50xCIM, também foi avaliada. Em cada placa, foram incluídos controles 

positivo e negativo e controle da droga. Após a adição da droga a ser testada, as placas foram 

incubadas por mais 48 horas, a 37 ºC, e os procedimentos restantes foram realizados como 

descrito previamente. 

 

7.1.4 Análise Estatística 

Para comparar as CIMs e CFMs do levamisol entre as diferentes espécies de Candida, 

foi aplicada a Análise de Variância, com nível de significância de 5%. O efeito do levamisol 

sobre a formação de biofilme e sobre a manutenção do biofilme formado também foi avaliado, 

por meio do teste T de Student para amostras pareadas, com um nível de significância de 5%. 

 

7.2 Resultados 

Os valores de CIM variaram de 0,58 a 2,34 mg/mL, com médias geométricas bastante 

similares entre as espécies testadas: 1,27 mg/mL para C. albicans, 1,17 mg/mL para C. krusei 

e C. parapsilosis e 1,31 mg/mL para C. tropicalis. Os valores de CFM obtidos variaram de 

2,34 a 9,37 mg/mL, apresentando médias geométricas mais divergentes: 9,37 mg/mL para C. 

albicans, 3,94 mg/mL para C. krusei e C. parapsilosis e 5,57 mg/mL para C. tropicalis 

(Tabela 5). 

 Observou-se que o levamisol inibiu a formação de biofilme nas concentrações 

2xCIM e 4xCIM, mas não na CIM, e que essa inibição seguiu um padrão dose-dependente, 
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como demonstrado pela redução significativa na densidade óptica entre os tratamentos 

controle e 2xCIM (P=0,0139), CIM e 2xCIM (P=0,0000) e 2xCIM e 4xCIM (P=0,0000). 

Adicionalmente, o levamisol também apresentou atividade inibitória contra o biofilme 

maduro, em todas as considerações testadas, seguindo um padrão dose-dependente, como 

demonstrado pela redução significativa na densidade óptica entre os tratamentos controle e 

CIM (P=0,0184), CIM e 10xCIM (P=0,0007) e 10xCIM e 20xCIM (P=0.0000). 
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Tabela 1: Médias geométricas e distribuição das concentrações inibitórias mínimas CIMs e 

das concentrações fungicidas mínimas (CFMs) de levamisol contra Candida spp. isoladas de 

aves 

Candida spp. Levamisol Anfotericina B CIM (mg/mL) CFM (mg/mL) 
C. albicans (12) 1,17 (11) 9,37 (15) 0,25 – 1 
 2,34 (1)   
Média geométrica 1,27 9,37 - 
    
C. krusei (12) 1,17 (12) 2,34 (5) 2 
  4,68 (5)  
  9,37 (2)  
Média geométrica 1,17 3,94 - 
    
C. parapsilosis (12) 1,17 (12) 2,34 (3) 0,0625 – 1 
  4,68 (9)  
Média geométrica 1,17 3,94 - 
    
C. tropicalis (12) 0,58 (1) 4,68 (9) 0,125 – 1 
 1,17 (10) 9,37 (3)  
 2,34 (2)   
Média geométrica 1,31 5,57 - 
    
C. krusei ATCC 1,17 2,34 1 
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8. CONCLUSÃO 
 

1. As leveduras do gênero Candida fazem parte da microbiota do trato gastrintestinal, da pele 

e do sistema geniturinário de animais. Nas aves, esses microrganismos são prontamente 

isolados do trato gastrintestinal, com destaque para as espécies C. tropicalis, C. parapsilosis, 

C. albicans e C. famata, as quais apresentaram um maior número de isolados. Ao comparar as 

diferentes espécies de aves avaliadas, foi possível observar que as taxas de isolamento são 

variáveis entre as espécies animais, no entanto, as espécies de Candida isoladas não 

apresentaram grande variação. Com base no exposto, torna-se evidente a ampla distribuição 

dessas leveduras no reino animal, as quais, no geral, estão em equilíbrio com o hospedeiro, 

não ocasionando manifestações clínicas. 

 

2. Dos 126 isolados avaliados, 33 (26.2%) apresentaram resistência primária a fluconazol e 

itraconazol. Essa taxa de resistência é relativamente elevada, quando comparada àquelas de 

estudos com cepas de origem humana. As espécies C. albicans e C. tropicalis foram as que 

apresentaram um maior número de isolados resistentes. 

 

3. A inibição da atividade das bombas de efluxo Cdr1 e Cdr2 reverteu o fenótipo de 

resistência de todos os isolados resistentes a itraconazol. No entanto, para fluconazol, somente 

46,7% das cepas resistentes tornaram-se sensíveis. Com base no exposto, observou-se que a 

resistência a itraconazol nos isolados avaliados está exclusivamente associada ao aumento da 

atividade das bombas Cdr1 e Cdr2, enquanto que a resistência ao fluconazol, na maioria dos 

isolados, foi multifatorial, envolvendo não só a atividade dessas bombas, como outros 

mecanismos ainda não elucidados. 

 

4. O imidazol levamisol apresentou atividade inibitória contra Candida spp., tanto na fase 

planctônica, quanto na forma de biofilme. Essa droga não só inibiu a formação de biofilme, 

como agiu sobre o biofilme formado. Esses dados enaltecem a importância da busca por 

novos compostos com atividade antifúngica e abrem perspectivas para a realização de 

pesquisas com o intuito de compreender o mecanismo da ação antifúngica do levamisol e de 

validar o uso dessa droga in vivo, no tratamento de candidíases. 
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