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RESUMO

A suinocultura brasileira encontra-se atualmente em um nivel técnico de
destaque no contexto mundial. Entretanto, diversas estratégias sdo utilizadas para
restringir a compra dos produtos brasileiros por paises estrangeiros, em especial
barreiras sanitdrias. Os objetivos desse trabalho foram determinar a microbiota fingica
da pele de suinos sem lesdes aparentes e estabelecer os possiveis agentes micéticos de
importancia nesta espécie. Foram obtidas 261 amostras de animais com 20 a 120 dias de
idade, provenientes de 11 granjas do Rio Grande do Sul. As amostras foram obtidas
apenas dos animais com auséncia de qualquer patologia. Essas foram semeadas em Agar
Sabouraud com cloranfenicol. Obteve-se o crescimento de 509 culturas, sendo 305
(59,92%) fungos filamentosos e 204 (40,08%) leveduras. A distribuicdo do nimero de
diferentes coldnias isoladas por amostra demonstra uma predominancia de monocultura
no grupo 1 (animais de 20 a 60 dias de idade) em relagdo ao grupo 2 (animais acima de
60 dias de idade). Dentre os fungos filamentosos septados, ocorreu predominancia dos
hialohifomicetos (43,03%) em relagdo aos feohifomicetos (10,41%), enquanto que
observou-se apenas 6,48% de filamentosos asseptados. O Aspergillus (22,90%) foi o
género de hialohifomiceto mais isolado, com predomindncia do A. flavus (5,70%).
Dentre os feohifomicetos, o género Cladosporium foi o mais prevalente (9,04%). No
que concerne os zygomicetos, o género mais isolado foi Mucor (4,13%). Em relacdo as
leveduras, o género Candida foi o mais isolado (14,73%), sendo a distribuicdo de
freqii€ncia das espécies: C. albicans (13,56%), C. parapsilopsis (0,59%), C. famata
(0,20%), C. tropicalis (0,20%) e outras espécies de Candida (0,20%). A reduzida
quantidade de diferentes fungos isolados por amostra nos animais do grupo 1, em
relacdo ao grupo 2, pode ter sido influenciada pela menor quantidade de grios utilizada
na fabricacdo de racdo nos animais mais novos, maior freqiiéncia de limpeza e
desinfeccdo das instalacdes, bem como a nido mistura de animais provenientes de
diferentes origens. A alta prevaléncia do género Candida observada em suinos, um
género normalmente comensal do trato gastrintestinal, se torna importante quando esses
animais sdo acometidos por doengas imunossupressoras. Estudos clinicos longitudinais
e/ou infecgOes experimentais talvez possam definir a importincia destes agentes em
suinos.

Palavras chaves: suinos, flora fingica, leveduras, fungos filamentosos, Candida spp.
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ABSTRACT

Brazilian pig production has reached a technical and techological level that
stands out in international pig production. However, several strategies have been used to
limit access of Brazilian pig products to international market, including health barriers.
The objective of our work was to determine the fungal flora of the healthy pig skin and
to determine possible micotic agents important for this animal species. 261 samples
from 20-120 day old pigles were obtained from 11 pig farms from the State of Rio
Grande do Sul, Brazil. All sampled animals were negative for any skin lesions. The
samples were cultured in Sabouraud agar and cloranfenicol. Cultures were obtained
from 509 materials, with 305 (59,95%) filamentous fungi and 204 (40,08%) yeasts. The
distribution of different fungi isolated each simple shows a high prevalence on group 1
(20-60 days old) in relation to group 2 (more than 60 days old). Among septated
filamentous fungi, there was a great preponderance of hialohifomycetes (43,03%) in
relation to feohifomycetes (10,41%), while only 6,48% were aseptated filamentous.
Aspergillus (22,90%) was the most isolated genus of hialohifomycetes and A. flavus
(5,70%) was the more prevalent specie isolated. As to zygomycetes, the most isolated
genus was Mucor (4,13%). Regarding yeasts, the genus Candida was the most prevalent
(14,73%) and the species distribution was: C. albicans (13,56%), C. parapsilopsis
(0,59%), C. famata (0,20%), C. tropicalis (0,20%) and other Candida species (0,20%).
The little quantity isolated per sample could have been influenced by quantity of grains
used in pig feed in these different stages of production, types of facilities, stress and
environmental changes could be important to imbalance the flora, as well as favoring
diffusion of mycosis in the herds. The limited number of different fungi isolated from
animal flora on group 1 may have been influenced by the smaller use of grains in the
feed mill in this stage, a better cleaning and disinfection of premises, as well as avoiding
mixing pigs of different source. Clinical longitudinal studies and/ or experimental
infections perhaps may help to define the importance of these fungi to that species.

Key words: swine, fungi flora, yeasts, filamentous fungi, Candida spp.
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1 INTRODUCAO

A suinocultura brasileira encontra-se atualmente em um nivel técnico de
destaque no contexto mundial. Descobertas na area da reproducgéo, sanidade, manejo
e genética suina foram cruciais para que o pais assumisse tal importancia. O Brasil
produz o quilo de carne suina mais barato do mundo (KNUDSON, 2006), porém
ainda possui alguma dificuldade em abrir e manter novos mercados (internos e
externos) de consumo. Barreiras comerciais, em especial barreiras sanitdrias, sdo
estratégias cada vez mais utilizadas para restringir a compra dos produtos brasileiros
por paises estrangeiros. Neste contexto, os agentes micoldgicos se tornam cada vez
mais importantes pelo fato de apresentarem um potencial risco tanto para a
conservacdo de alimentos destinados a humanos e animais, quanto na disseminacio

de doengas intra e inter-espécies (BLAHA e al., 1990; FILTENBORG et al., 1996).

A produgdo de suinos vem sofrendo profundas transformagdes nas ultimas décadas,
mudando de sistemas extensivos de produgdo para as mais diversas formas intensivas
de criacdo. No Brasil, a suinocultura tecnificada vem adaptando seu tipo: de granjas
de ciclo completo familiares para sofisticados sistemas de integracdo, em que
grandes empresas produzem os animais em sistemas verticalizados
(NICOLAIEWSKY et al., 1998; ARDEN et al., 2002). Com isso, a preocupacio na

manutengdo de sistemas com um minimo de doengas se tornou prioridade.

Uma grande evolugdo neste sentido foi a introdugdo da técnica de manejo em
que todos os animais s@o alojados e desalojados de uma s6 vez, o sistema chamado
todos dentro - todos fora (GRUNERT, 1980). A partir disso, outros modelos para a
reducdo dos contaminantes na producdo de suinos foram desenvolvidos e adotados
em todo o mundo, preferencialmente os sistemas segregados de producdo, sendo

muito utilizados na erradica¢do de vdrias doengas da suinocultura moderna, pois
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permitem obter maior controle das enfermidades endémicas nessa espécie

(GLAUBER, 1999).

Os suinos, por serem mantidos em constante contato com seus excrementos,
além de criados em instalagdes que ndo permitem a total limpeza enquanto os
animais estdo alojados, acabam por agregar e disseminar agentes patogénicos durante
o processo de producdo. Trabalhos desenvolvidos para avaliar a contaminacio
ambiental e de grios utilizados na alimentagdo dessa espécie demonstram a presenca
de uma diversidade de agentes bacterianos e micéticos durante o processo de
producdo, mesmo em periodos onde as instalacdes encontram-se em vazio sanitirio

(MARTIN et al., 1996; TANAKA et al., 2001).

Na suinocultura, a micologia € explorada visando a seguranca alimentar e o
entendimento de diversas patologias, assim como o estabelecimento de novas
oportunidades de ganho produtivo em toda a cadeia. Vdarias doengas micoticas sdo
ainda desconhecidas ou, em grande parte, ndo precisamente diagnosticadas na
suinocultura brasileira, fazendo com que os agentes micoticos sejam subvalorizados.
Relatos demonstrando a importincia dos agentes micéticos na suinocultura sdo
escassos. Entretanto, em vdrias espécies, como eqiiinos, cies, gatos, dentre outras, a
observacio de agentes micéticos desenvolvendo tanto patologias superficiais quanto

profundas ndo se faz tdo rara.

Trabalho importante na tentativa de elucidar o possivel agente envolvido na
Dermatite Pustular Psorisiforme em suinos foi desenvolvido por Purchio et al.
(1980). Os autores observaram a possivel participagdo do fungo Scopulariopsis
brevicaulis em leitdes com quadro clinico caracteristico da doenga, porém ndo foi
possivel a reprodugdo dos sinais clinicos em animais testados. Nos dltimos anos, com
o surgimento de doengas imunossupressoras nos planteis brasileiros, como é o caso
da sindrome multissist€émica do definhamento do suino (SMDS), os fungos se tornam
cada vez mais importantes para a manutencdo do nivel sanitrio e a rentabilidade nos

rebanhos (SANCHES et al., 2004; ZLOTOWSKI et al., 2006).

Pesquisas vém sendo desenvolvidas no sentido de observar a microbiota
normal de diversas espécies animais (AHO, 1983; PIRES er al., 1986; ISHIKAWA
et al., 1996). Isto se faz necessario para que seja possivel um melhor controle dos

potenciais riscos de infeccdo, principalmente, ligados a espécies confinadas, onde o
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desequilibrio da microbiota ambiental pode ser decisivo nas intera¢des entre o
ambiente e os animais, acarretando a estes o desenvolvimento de patologias.

Os objetivos deste trabalho foram determinar a microbiota fingica da pele de suinos sem

lesdes aparentes e estabelecer os possiveis agentes micoticos de importancia nesta espécie.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microbiota Ambiental e Animal:

Os agentes micdticos estdo presentes na microbiota de suinos e sdo
comumente encontrados na pele, cavidade oral e intestino. Esses sdo provenientes do
ambiente através da contaminacdo do alimento, dos animais de reposicdo,

disseminagdo aérea, dentre outros.

A observacdo dos ambientes de criagdo é amplamente discutida em varios
trabalhos na literatura, demonstrando a presenga de patégenos até mesmo apos o
processo de limpeza dos ambientes. Contudo, a contaminagédo pela dispersdo aérea,
principalmente em si tratando dos agentes oportunistas, como o género Mucor, é uma
importante via de manuten¢@o da contaminagdo das instalacdes de suinos em nosso

meio de producdo (MARTIN et al., 1996; TANAKA et al., 2001).

Outros agentes oportunistas sdo também disseminados através das condigdes
de cria¢do dos suinos. Os animais, por serem mantidos em constante contato com
seus excrementos, disseminam fungos importantes para a cadeia de produgdo como a
Candida e Geotrichum, esses habitantes normais do trato respiratdrio e gastrintestinal

dos animais (BURNETT e SCHUSTER, 1982; SIDRIM e ROCHA, 2004).

A produgdo de suinos vem sofrendo profundas transformag¢des nas ultimas décadas.
No Brasil, a suinocultura tecnificada vem adaptando seu tipo: de granjas de ciclo

completo familiares para sofisticados sistemas de integracdo, em que grandes
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empresas produzem os animais em sistemas verticalizados (NICOLAIEWSKY et al.,
1998; ARDEN et al., 2002). Com isso, a preocupacdo na manutengdo de sistemas

com um minimo de doencas se tornou prioridade.

2.2 Importancia das Doencas Imunossupressoras:

Apds o aparecimento das doengas virais imunossupressoras nos plantéis
suinos de todo o mundo, como a Sindrome Respiratéria Reprodutiva Suina,
Sindrome da Dermatite e Nefropatia Suina e a Sindrome Multissistémica do
Definhamento dos Suinos, as duas ultimas presentes no Brasil, doencas micéticas se
tornaram freqiientes, participando com maior expressdo nas perdas econdmicas do

setor.

Os animais imunodebilitados, sejam por deficiéncias de manejo ou pela
presenca destas ou outras doencas nos plantéis, sdo as principais fontes de infeccio e
disseminagdo dos agentes micdticos nos rebanhos. Atualmente o nimero de casos de
patologias desenvolvidas por fungos oportunistas € amplamente descritos na
literatura, esses acometendo vdrios diferentes sistemas como: respiratério,
gastrintestinal, bem com a derme dos animais (GONZALES e TAYLOR, 1998;
SEGALES et al., 2003; CORREA et al., 2006).

Nesse novo cendrio, fungos passaram a expressar suas potencialidades
patogénicas, pois com a imunidade comprometida, os animais ndo foram capazes de
se proteger mesmo em niveis baixos de infeccdo. CAVALINI SANCHES et al.
(2006) registraram a ocorréncia de Prneumocystis spp. em animais abatidos no Rio
Grande do Sul e Mato Grosso. Esse patégeno estd associado a problemas
respiratérios de humanos e suinos e, para o ultimo, pode ser um sério problema, ja
que reduz o ganho de peso e o lucro da cadeia de producdo. ZLOTOWSKI et al.

(2006) relataram casos de candidose por Candida albicans em leitdes
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imunossuprimidos, provenientes de rebanhos acometidos pela Sindrome

Multissistémica de Definhamento dos Suinos.

Fungos oportunistas estdo sendo cada vez mais isolados em problemas clinicos de
animais de producdo. Zigomicetos, Aspergillus, Candida, sao agentes que se
tornaram importantes apds o surgimento de doencas imunossupressoras, fazendo
com que a cadeia de producio seja afetada diretamente. Varias patologias incomuns
na suinocultura, desde micoses superficiais as profundas, sdo diagnosticadas
atualmente (CORREA e CORREA, 1992; GONZALES e TAYLOR, 1998;
SEGALES er al., 2003), despertando a atengio 2 micologia.

2.3 Dermatofitoses e outras Infec¢oes em Suinos:

Existe uma série de infec¢les cutineas, bacterianas e micéticas, em suinos
que podem ser confundidas. As dematofitoses cutdneas causadas por Trichophyton
mentagrophytes (LUND, 1996), por Microsporum nanum (CAMPOS e OLIVEIRA,
1988), dermatomicose associada a infeccdo por Staphylococcus hyicus (SCHEIBER,
1995), epidermite exsudativa (SOBESTIANSKY et al., 1989; BARCELLOS et al.,
1992) e a dermatite pustular por Staphylococcus sp. (BARCELLOS e
SOBESTIANSKY, 2003) sdo algumas das de dificil diagndstico visual.

Tanto os agentes oportunistas como infec¢des desenvolvidas por fungos
antropofilicos como Microsporum nanum ou Trichophyton mentagrophytes podem
infectar pessoas a partir de suinos (ROLLER e WESTBLOM, 1986; THAKUR e
VERMA, 1984). No Brasil, casos de zoonoses ja formam identificados através de
lesdes causadas por Microsporum nanum (CAMARGO et al., 1992), sendo esse o

agente dermatdfito de maior importancia na produgdo de suinos.

Em um estudo retrospectivo sobre as onicomicoses na Itdlia, Romano et al.
(2005) demonstrou a importancia de varios agentes micéticos nas infeccdes humanas
diagnosticadas de 1985 a 2000. Portanto, ndo s6 os agentes comumente infectantes,
mas também os oportunistas sdo importantes para a manuten¢do da saide de animais

e trabalhadores envolvidos na produgédo de suinos.
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Outras doengas em suinos como a Dermatite Pustular Psorisiforme,
anteriormente conhecida como Pitiriase Résea em suinos, foi primeiramente descrita
em leitdes jovens, com duas a dez semanas de idade, principalmente os que
estivessem cursando ou que acabassem de passar por periodos convalescentes de
distirbios digestivos, como inapeténcia, vomitos e diarréia (CONCORAN, 1964;
PORTUGAL et al., 1982; CAMERON, 1999). Entretanto, recentemente, a doenca
similar foi descrita em animais mais velhos, como fémeas em lactacdo, porém sem
um total esclarecimento do agente patogénico envolvido (PITTMAN e ROBERTS,
2005). Porém ndo ha relatos consistentes tanto de algum agente envolvido na

patologia em animais quanto algum possivel cardter zoondtico.

O primeiro relato indicando um possivel agente envolvido na Dermatite
Pustular Psorisiforme foi de PURCHIO et al. (1980). Os autores observaram a
possivel participacdo do Scopulariopsis brevicaulis em leitdes com quadro clinico
caracteristico da doencga, porém ndo foi possivel a reproducdo dos sinais clinicos em
animais testados. Contudo esse mesmo fungo ji foi descrito como causador de
dermatomicoses envolvendo vérias espécies animais como eqiiinos, cdes, cobaios
(Cavia porcellus) e camundongos (GAMBALE et al., 1987; PAULA et al., 1987a;
PIRES et al., 1989; COUTINHO et al., 2001).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Animais

Foram obtidas 261 amostras (esfregaco) de pele de suinos, com 20 a 120 dias de
idade procedentes de 11 granjas localizadas nos municipios de Trés Passos, Lajeado,
Marau, Ibirubd, Tapera e Caxias do Sul, no estado do Rio Grande do Sul , no periodo de
abril de 2005 a abril de 2006. A amostragem foi dividida em dois grupos de acordo
com a idade: 1) 167 (63,74%) amostras provenientes de leitdes de 20-60 dias de idade; e
2) 94 (36,26 %) de leitdes acima de 60 dias de idade. Os animais foram previamente
avaliados, sendo obtidas apenas amostras dos animais com ausé€ncia de problemas

patoldgicos.

3.2 Obtencao das amostras

O material foi obtido através da friccdo de escovas de cabelo (circulares e
estéreis) na regido ventral posterior dos animais, de uma area néo superior a 10 cm. As
escovas eram esterilizadas através de incidéncia de luz ultravioleta. Um controle
negativo de incubagdo era realizado apds cada esterilizagfo para garantir a auséncia de
agentes contaminantes entre coletas. A obtencdo das amostras foi realizada apds
limpeza da pele com dgua e etanol 70%. Apds a coleta, as escovas eram envolvidas em
papel aluminio, o mesmo utilizado no processo de esterilizacdo, sendo transportada sem
refrigeragdo ao Laboratério de Micologia da Universidade Federal do Rio Grande do

Sul. O material era semeado em um periodo nao superior a um dia.

3.3 Microbiota fngica

3.3.1 Isolamento fiingico
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As amostras foram semeadas em Agar Sabouraud com cloranfenicol. Apds um
periodo méaximo de incubagdo de quatro semanas em temperatura de 25 a 30°C, foram
selecionadas as diferentes colonias de fungos filamentosos e leveduras. Quando ndo
havia crescimento flingico neste periodo, a amostra era considerada “sem crescimento”.
A composi¢do e o modo de preparo de todos os meios de cultivo foram realizados

conforme a metodologia cldssica descrita na literatura (PAIXAO e SIDRIM, 1999).

3.3.2 Identificacao dos Fungos Filamentosos

Foi realizada a micromorfologia através da colora¢do pelo Lactofenol-azul-
algoddo entre lamina e laminula. As repicagens foram realizadas em Agar Sabouraud
para andlises posteriores. Quando ndo foi possivel a identificacdo do fungo, pela
auséncia de estruturas caracteristicas, este foi cultivado em Agar Batata para estimular o
desenvolvimento de estruturas de reproducdo (COLIN et al., 1996; GUY e RICHARD,
1996; MARTHA e KETHLEEN, 1999; NEUFELD, 1999).

3.3.3 Identificacao de Leveduras e fungos semelhantes a Leveduras

Inicialmente foi realizada uma triagem para a identificacdo da espécie Candida
albicans através das técnicas de inducdo a formacdo de tubo germinativo (em soro
suino) e clamidosporos (microcultivo). Os isolados que apresentaram resultado negativo
foram identificados através de testes fenotipicos e fisiologicos (YARROW, 1998;
BARNETT et al. 2000), que comparam as caracteristicas fisioldgicas das leveduras
isoladas com as espécies conhecidas. Os fungos semelhantes a leveduras produtores de
artroconideos foram classificados nos géneros Geotrichum ou Trichosporon. Espécies
ndo produtoras de urease e Diazonium Blue B negativo pertencem ao género
Geotrichum, enquanto que as produtoras de artroconideos e Diazonium Blue B positivo
pertencem ao gé€nero Trichosporon (BARNETT et al., 2000). Em alguns casos,
caracteristicas fisiolégicas também foram avaliadas, tais como crescimento em
diferentes temperaturas e testes de assimilacdo de fontes de carbono e nitrogé€nio
especificas. Estes testes foram analisados de acordo com os métodos empregados para

identificacdo convencional de leveduras (YARROW, 1998).
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3.3.3.1 Técnica de Formacao de Tubo Germinativo

Uma aliquota foi retirada da amostra, submetida a crescimento prévio de 24 a 48
horas, com o auxilio de uma alc¢a platinada esterilizada. Essa aliquota foi inoculada em
tubo contendo 0,5 ml de soro estéril suino, sendo posteriormente incubada a 37°C
durante um periodo de 2 a 3 horas. Todas as amostras foram analisadas dentro do
periodo maximo de 3 horas de incubag@o no Laboratério de Micologia da Universidade

Federal do Rio Grande do Sul.

3.3.3.2 Técnica do Microcultivo

O desenvolvimento de clamidosporos tem sido utilizado em micologia médica
como procedimento diagndstico especialmente de Candida albicans. A técnica
escolhida foi a de microcultivo utilizando o meio agar Fuba. A cultura suspeita foi
inoculada através de estrias na superficie do meio e apds coberta com uma laminula. Os
clamidosporos estdo usualmente presentes em 24-48 horas com incubagdo a 30°C. ApOs
o periodo de incubagdo, visualizagdo foi feita através da montagem da laminula
colocada sobre as estrias diretamente em microscopia Optica, onde se procurou observar
a formacdo de micélio, pseudomicélio, clamidosporos terminais, células de leveduras e

blastosporos em diversas disposi¢des (NEUFELD, 1999).

3.3.3.3 Caracteristicas Morfolégicas Coloniais

Foram observadas as caracteristicas coloniais como cor (branca, creme, rosa,
vermelha), brilho (brilhante, opaca), forma (circular, oval ou fusiforme), margem
(regular, irregular, lobada ou com raizes), superficie (lise ou rugosa), elevagdo (plana,
convexa, umbonada ou vulcdo), consisténcia (cremosa, mucdide, butirosa, membranosa,

esfarelada, dura, seca), segundo YARROW (1998).

3.3.3.4 Teste de Fermentaciao
Verificou-se a capacidade de cada levedura e fungo semelhante a levedura em
fermentar glicose. Antes da realizagdo do teste, as culturas foram repicadas em agar

Sabouraud para a obtencdo de células metabolicamente ativas e incubadas por 48 horas
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a 25°C-30°C. As culturas foram posteriormente inoculadas em tubos de ensaio com o
meio para fermentacdo de glicose contendo tubos de Durham invertidos em seu interior.
A leitura dos resultados foi feita regularmente em 1, 2, 3, 4, 7, 10, 14 e 21 dias ap0s a
incubagdo. A producdo de gas foi confirmada pelo seu acimulo nos tubos de Durham. A
leitura foi considerada negativa quando ndo houve actimulo de gds ou quando apenas
algumas bolhas foram observadas no tubo de Durham, +1 quando apenas 1/3 do tubo
estiver ocupado por géis, +2 quando o gés estiver presente em 2/3 do tubo e +3 quando o
tubo de Durham encontrou-se cheio de gis. As cepas que apresentaram resultados +2 ou
+3 foram consideradas fermentadoras. As que tiveram leitura +1 foram consideradas

fermentadoras fracas (NEUFELD, 1999; BARNETT et al., 2000).
3.3.3.5 Teste de Crescimento em Diferentes Temperaturas

Devido a capacidade das leveduras de crescerem numa ampla faixa de
variag@o térmica (0°C a 47°C), o teste de temperatura de crescimento contribui para a
identificacio de algumas leveduras. Portanto, este teste avalia a capacidade de
crescimento das leveduras e fungos semelhantes a leveduras nas temperaturas de 37°C,
40°C e 42°C, sendo a temperatura 6tima de crescimento para a maioria das espécies de
20°C a 30°C. As espécies patogénicas crescem favoravelmente entre 30°C e 37°C, sendo
o crescimento a 37°C bem caracteristico. O teste de crescimento foi em diferentes
temperaturas foi realizado com a utilizacio do meio caldo Sabouraud. Apds a
inoculacdo, os tubos foram incubados em banho-maria nas respectivas temperaturas
testadas por trés dias, sendo a leitura realizada diariamente através do grau de turvagao,

de acordo com a escala de Wickerham (YARROW, 1998; BARNETT et al., 2000).

3.3.3.6 Teste de assimilacao de fontes de Carbono

Este teste foi baseado na capacidade de assimilagdo das leveduras nas
respectivas fontes de carbono: glicose, galactose, maltose, celobiose, trealose, lactose,
melibiose, rafinose, l-arabnose, ramnose, glicerol, glucitol, inositol e N-acetil-
glucosamina. A habilidade ou nédo de assimilar diferentes aguicares permite a separacio
das espécies de acordo com seu padrdo de assimilag@o. Tradicionalmente trés principais
métodos sdo utilizados: o método de Wickerham em tubos com meios liquidos,
auxanograma em placas com agar base nitrogenado e o inoculo e, por fim, o método de

réplica em placas (BARNETT et al., 2000).
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As cepas foram inoculadas, a partir de culturas recentes em Agar Sabouraud,
em tubos de ensaio contendo 2 mL de dgua destilada estéril, por no maximo dois dias
para que esgotassem suas fontes energéticas. A densidade do inoculo nos tubos com
dgua estéril foi medida pelo cartdo de Wickerham (grau 0,5). Apds esse periodo, uma
aliquota de 8uL de cada levedura foi inoculada na placa de petri contendo a fonte de
carbono especifica de acordo com o método de réplica em placas. A propor¢do quimica
de cada meio foi de 0,67% de YNB, 0,5% da respectiva fonte de carbono, com exce¢do
da rafinose cuja proporcao foi de 1% e 2% de agar difco (YARROW, 1998; BARNETT
et al., 2000). Como controle positivo foi utilizado uma placa com meio YNB acrescido
de glicose e agar, e como controle negativo uma placa com meio YNB acrescido
somente de agar. A leitura dos resultados foi realizada uma vez por semana durante trés
semanas consecutivas, comparando o crescimento da levedura na placa de controle

positivo e de controle negativo com o crescimento na fonte de carbono analisada.

3.4 Analise Estatistica

Os dados de freqiiéncia das amostras entre as diferentes idades (20-60 dias e a
acima de 60 dias) foram analisados pelo teste de Qui-quadrado. Foi considerado

significante p<0.05.
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4 RESULTADOS

Das 261 amostras de esfregaco de pele em suinos de 20 a 120 dias de idade
obteve-se o crescimento de 509 culturas, sendo 305 (59,92%) fungos filamentosos e 204
(40,08%) leveduras. Houve isolamento de 15 diferentes géneros, sendo 11 filamentosos

e quatro leveduras, além dos classificados como micélio estéril.

Os resultados dos cultivos variaram desde a negatividade até a presenca de sete
diferentes agentes isolados na mesma amostra, e cujas ocorréncias foram assim
quantificadas: zero (7,66%), um (39,08%), dois (24,14%), trés (13,13%), quatro
(11,49%), cinco (3,83%), seis (0,38%) e sete (0,38%). Na Figura 1 € observada a

variagdo da freqii€ncia da diversidade flingica nos dois grupos analisados.

=3 20 - 60 dias

> 60 dias

NUmero de amostras

0 1 2 3 4 5 6 7
Variedade de colbnias isoladas

Figura 1 — Freqiiéncia da variedade de géneros isolados da pele de suinos
higidos com 20-60 dias (n=94) e com mais de 60 dias de vida (n=167) de
diversos municipios do Rio Grande do Sul no periodo de abril de 2005 a

abril de 2006.
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Dentre as leveduras, o género Candida (14,73%) foi o predominante: C.
albicans (13,56%), C. parapsilopsis (0,59%), C. famata (0,20%) e C. tropicalis
(0,20%).

As figuras 3, 4, 5 e 6 demonstram a freqiiéncia dos agentes em cada um dos
grupos analisados. Os fungos foram divididos nas seguintes classes: Zigomicetos,

Hialohifomicetos, Feohifomicetos e Leveduras.

Figura 3. Freqiiéncia dos zigomicetos isolados da pele de suinos higidos com 20-60
dias (n=94) e com mais de 60 dias de vida (n=167) procedentes de diversos

municipios do Rio Grande do Sul no periodo de abril de 2005 a abril de 2006. *
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Diferenca significante entre grupos através de teste qui-quadrado (P<0,05).

O género Mucor foi o zigomiceto mais isolado, tanto no grupo de animais entre

20-60 dias de idade, quanto no grupo acima de 60 dias. Houve diferenca estatistica entre

os grupos (p<0,05).
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Na Figura 4 € demonstrada a distribuicdo de freqiiéncia dos hialohifomicetos nos

grupos de suinos higidos.
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Figura 4. Freqiiéncia dos hialohifomicetos isolados da pele de suinos higidos com 20-60 dias
(n=94) e com mais de 60 dias de vida (n=167) procedentes de diversos municipios do Rio Grande

do Sul no periodo de abril de 2005 a abril de 2006. * Diferenca significante entre grupos através

de teste qui-quadrado (P<0,05).

Aspergillus flavus e Geotrichum spp. apresentaram diferenca estatistica entre o
isolamento nos dois grupos analisados.

A espécie Scopulariopsis brevicaulis foi isolada em dez amostras no grupo dos
animais entre 20-60 e sete amostras nos animais acima de 60 dias de idade. O grupo 1
possuiu 50% dos casos observados em monocultura, o que ocorreu em apenas 14,29%

no grupo dos animais acima de 60 dias de vida.
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Figura 5. Freqiiéncia de feohifomicetos isolados da pele de suinos higidos com 20-60 dias

(n=94) e com mais de 60 dias de vida (n= 167) criados em diversos municipios do Rio Grande

do Sul no periodo de abril de 2005 a abril de 2006.
Dentre os feohifomicetos (figura 5) foi observada uma grande predominéncia do
género Cladosporium.
Na Figura 6 é demonstrada a distribui¢do da freqii€ncia das leveduras nos dois
grupos analisados.
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Figura 6. Freqiiéncia de leveduras isoladas da pele de suinos higidos com 20-60 dias (n=94) e
com mais de 60 dias de vida (n= 167) criados em diversos municipios do Rio Grande do Sul no
periodo de abril de 2005 a abril de 2006. * Diferenga significante entre grupos através de teste

qui-quadrado (P<0,05).
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A espécie Candida albicans foi a mais observada em ambos os grupos, sendo
seu isolamento, em leitoes de 20-60 dias de idade, realizado em 53 casos (20,31%) e nas
amostras de leitdes acima de 60 dias em 16 casos (6,45%). Também foram isolados

outros trés diferentes géneros (Trichosporon, Rhodotorula e Pichia).

Nos animais de 20-60 dias de idade, C. albicans foi mais freqiiente (20,31%),
enquanto que no grupo com mais de 60 dias de idade, o género Aspergillus (17,34%) foi

o mais isolado, sendo A. flavus (8,87%) a espécie mais prevalente.
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5 DISCUSSAO

Os fungos filamentosos e as leveduras estdo amplamente distribuidos no mundo,
seja no ambiente terrestre, aquatico ou mesmo aéreo. Em geral, quando ocorre falha em
algum segmento da produgdo, por exemplo, elevado indice populacional, cria-se a
oportunidade para o surgimento de doengas. Também contribuem isto, variagdes
bruscas da temperatura e o aumento do teor de umidade ambiental. Essas situacdes,
quando associadas a presenca de agentes imunossupressores, contribuem para a

diminuicdo da resisténcia dos animais predispondo-os a agdo de diversos

microrganismos (PIRES et al., 1989).

Virios trabalhos ja foram publicados identificando a microbiota fungica, tanto
em instalacdes, quanto na alimentacido de suinos (DONHAM et al., 1986; MARTIN et
al., 1996; DILKIN et al., 2000; TANAKA et al., 2001; RODRIGUEZ-AMAYA e
SABINO, 2002). Na microbiota das instalacdes de suinos foram identificados agentes
como Absidia spp., Alternaria spp., Aspergillus flavus, Cladosporium spp., Fusarium
spp., Penicillium spp., Rhizopus spp. e Scopulariopsis spp. (DONHAM et al., 1986;
MARTIN et al., 1996), demonstrando a diversidade dos ambientes avaliados. Essa
diversidade corrobora os resultados obtidos neste trabalho, em que vérios géneros

flngicos foram isolados da pele de suinos.

Diversos agentes filamentosos, observados nos trabalhos anteriores citados,
também foram identificados no presente estudo. Contudo, os gé€neros Alternaria e
Curvularia nao foram descritos por DONHAM et al. (1986) em instalagdes de suinos.
MARTIN et al. (1996) ndo isolaram zigomicetos e Curvularia spp., enquanto que estes

estavam presentes na pele de suinos criados em granjas no Rio Grande do Sul.

O género Mucor € um fungo onipresente, termotolerante, sendo raramente
relacionado as patologias, seja em animais ou humanos. Por isso, a zigomicose é uma
doenca de carater oportunista em que o grau de resisténcia do hospedeiro, a quantidade
de indculo e os fatores de viruléncias do microrganismo, sdo importantes caracteristicas
para o desenvolvimento do quadro clinico. Essa patologia foi descrita em suinos,

eqiiinos, bovinos, ovinos e cdes (SIDRIM e ROCHA, 2004).

O maior nimero de isolamentos do género Mucor na pele dos animais entre 20-

60 dias de idade pode ter sido favorecido por condicdes como: administracdo
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prolongada de medicamentos, alta infec¢do das instalacdes pela auséncia ou ineficaz
limpeza e desinfeccdo, veiculag@o através de alimentos ou reprodutores. Esses fatores
poderiam tornar o ambiente mais propenso a contaminacdo, sobrevivéncia e
disseminagdo do gé€nero pela menor competi¢do com outros fungos ou bactérias menos

resistentes.

Nas pesquisas envolvendo produtos de alimentacdo dos suinos, principalmente o
milho, os agentes mais isolados foram Aspergillus spp., Penicillium spp. e Fusarium
spp. (DILKIN et al., 2000; RODRIGUES-AMAYA e SABINO, 2002) e Alternaria
alternata, Aspergillus spp., Cladosporium herbarum, Fusarium moniliforme,
Penicillium spp. € Rhizopus spp. (TANAKA et al., 2001). Exceto Alternaria spp. e
Fusarium spp., os outros gé€neros foram isolados da pele de um grande ndmero de
suinos no atual trabalho. A contaminacdo de grios utilizados nas ra¢des de suinos pode

ser uma importante via de colonizacdo flingica na pele dos animais.

O Aspergillus € um género com ampla distribuicdo geografica, sendo conhecida
mais de 300 espécies. A espécie A. flavus, em dreas de clima tropical, ¢ uma das de
grande importancia e freqiientemente isolada (SIDRIM e ROCHA, 2004). Cerca de
70% da producdo de graos do Brasil sdo provenientes de regides com essa caracteristica
climatica (Ministério da Agricultura). A contaminagdo desses graos pode ser a principal
via de contaminacdo da pele dos animais, haja vista que a utilizacdo de grios na
alimentagdo de suinos é crescente durante o periodo de producdo. Sendo assim, a
diferenca estatistica dessa espécie flingica entre os grupos pode ter sido principalmente
influenciada pela maior probabilidade de contaminacdo através do alimento, ja que
nesta fase de produ¢do (animais acima de 60 dias) ¢ utilizada tanto maior quantidade de

grdos na ragdo, quanto o volume didrio total também €& acrescido.

A diferenga do nimero de coldnias isoladas por amostra, entre os dois grupos
analisados, pode ser influenciada por vdrios aspectos na suinocultura. O tipo de
instalacdo, o estresse e as variacdes ambientais, sdo importantes no equilibrio da
microbiota, bem como na disseminag¢ao de micoses nos rebanhos (PIRES et al., 1989).
A reduzida variedade de fungos isolados, por amostra, na microbiota dos animais do
grupo 1 (20-60 dias) pode ter sido influenciada pelo menor periodo em que os animais
ficam alojados na mesma instalacdo, permitindo maior freqii€éncia de limpeza e

desinfeccdo das mesmas, menor quantidade de grdos na produgdo da racdo, bem como
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por ndo ocorrer mistura de animais provenientes de diferentes origens (BERTOL,

1999).

A geotricose é uma enfermidade cronica freqiientemente provocada por uma ou
mais espécies de Geotrichum (BURNETT e SCHUSTER, 1982). Segundo levantamento
feito por ISHIKAWA et al. (1996), esse agente ja foi isolado de suinos, bovinos, cdes e
eqiiinos em diversos paises. Estes mesmos autores salientam que, no Brasil, a geotricose
cutanea tem sido assinalada com maior freqii€ncia em eqiiinos. Porém, em animais
higidos, apenas houve observagdo de 3,0%, cifra inferior aos 4,32% encontrados nos
suinos assintomdticos no Rio Grande do Sul. Apesar da diferenga estatistica entre os
grupos a geotricose em suinos é rara sendo diagnosticada em animais de ambas as

idades.

Nos casos estudados sobre Dermatite Pustular Psoriaforme em suinos, alguns
autores apontam uma etiologia especifica, como no trabalho de PURCHIO et al. (1980),
em que o Scopulariopsis brevicaulis € citado como o possivel agente. No presente
estudo, a prevaléncia do Scopulariopsis brevicaulis foi mais elevada no grupo 1
(animais de 20-60 dias), sendo, em grande parte, isolado em monocultura. Esses podem
ser importantes fatores de risco na infec¢do e desencadeamento clinico da Dermatite
Pustular Psoriaforme em suinos, jd que a maior parte dos relatos desta patologia ocorre
nesta faixa etdria (CORCORAN, 1964; PORTUGAL et al., 1982; CAMERON, 1999).
Scopulariopsis brevicaulis também possui o aspecto de algumas cepas apresentarem a
capacidade de dimorfismo, o que € considerado uma das caracteristicas de
patogenicidade fungica (PAULA et al., 1987b). Este também pode ser o agente de

micoses de pele em humanos, como foi argumentado por COX e IRVING (1993).

Em uma avaliagdo da micobiota da crista de frangos adultos na Alemanha
detectou-se uma prevaléncia total de leveduras da ordem de 29,8%, valor um pouco
menor ao encontrado neste estudo. A presenca do género Candida foi de 4,2%, sendo
apenas 0,6% de Candida albicans, além de 3,6% de outras espécies (GRUDER et al.,
2005). Os valores, desse mesmo género, foi o de maior prevaléncia tanto nos animais do
grupo 1, quanto no grupo 2, sendo ambos superiores aos valores do estudo desenvolvido

na Alemanha.

O género Candida é um contaminante muito importante para a medicina humana
e veterindria. Esse género é um comensal do tubo digestivo sendo, para a suinocultura,

trés seus importantes reservatérios de contaminagéo: a - o proprio suino; b — passaros; ¢
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— 0 homem (SIDRIM e ROCHA, 2004). Como, diferentemente da criagdo de frangos,
os suinos sdo criados diretamente em contato com suas fezes, a quantidade de exposicdo

ao fungo e a possibilidade de contaminagdo se torna muito mais freqiiente.

C. albicans foi a espécie de levedura mais isolada em ambos os grupos, sendo
estatisticamente diferente entre eles. O grupo de animais entre 20-60 dias de idade pode
ter sido influenciado pela reduzida competicio entre agentes, grande facilidade de
contaminagdo a partir das matrizes pelo sucessivo contato com as suas fezes, continuo
uso de medicamentos, presenca de varios manejos estressantes (desgastes dentarios,
vacinacdes, caudectomia, dentre outros) que podem permitir a colonizacdo e

estabelecimento facilitado desta espécie na primeira fase de produgao.

Candidose em suinos pode se manifestar quando a defesa do hospedeiro estd
diminuida, e tem sido observada em leitdes alimentados com restos alimentares e
mantidos em precarias condigdes sanitarias, podendo acometer at€¢ 40% do rebanho
(CAMERON, 1999). Virias doengas imunossupressoras sdo observadas em suinos,
sendo algumas presentes também no Brasil, como ocorre com a Sindrome da Dermatite
e Nefropatia Suina e a Sindrome Multissist€émica do Definhamento dos Suinos. Relatos
da doenca no estado do Rio Grande do Sul foram realizados tanto em suinos criados em
sistemas comerciais complexos como em javalis (CORREA et al., 2006; ZLOTOWSKI
et al., 2006). Esses animais, apds serem acometidos por doengas virais, apresentaram
quadros clinicos de candidose, demonstrando a importincia deste agente flingico na

cadeia de producao.

As leveduras denominadas “em andlise” foram as que, mesmo apds a utilizacio
de todas as metodologias propostas, ndo obtiveram a completa identificagdo de seu
género. Sendo assim, outras técnicas estdo sendo aplicadas para que seja possivel a

observagdo de suas caracteristicas e a identificacdo da amostra.
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6 CONCLUSAO

As andlises permitiram a identificag¢@o de 15 diferentes gé€neros flingicos, sendo

11 filamentosos e quatro leveduras.

A alta prevaléncia de géneros como: Candida, Mucor, Penicillium e Aspergillus,
em pele de suinos higidos, podem adquirir importancia patogénica caso os animais

sofram influencia de agentes imunossupressores.
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Anexol: Formulacoes de Meios de Cultivo

Agar Sabouraud:

Composicao:
Dextrose ....ccccceevevveveeeeenn. 10 gramas
Peptona.......ccccceeeeeiiinnnnnee. 5 gramas
AZAT i, 10 gramas
Cloranfenicol ..................... 025 ¢
Agua destilada..................... 500 ml
Modo de Preparo:

Dissolver o agar, peptona, dextrose e cloranfenicol em agua destilada
aquecendo em banho-maria até completar a dissolucdo de todos os componentes.
Autoclavar por 15 minutos a temperatura de 121°C. Distribuir o meio em placas de petri

e deixar solidificar.

Agar Batata:

Composicao:
Batatas .......ccccoeeeviiiieeininnas 250 gramas
Dextrose......coouveeeeeeiennnnnnns 10 gramas
AQAT it 8 gramas
Cloranfenicol ..........ccouuuee... 025¢
Agua destilada.................... 1000 ml.

Modo de Preparo:

Cozinhar 250 g de batata-inglesa (Solanum tuberosum) descascadas em

500 ml de dgua destilada, por uma hora a 60°C. Filtrar a infusdo de batatas através de
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papel de filtro. Restituir o volume inicial de agua destilada (500 ml) e acrescentar 500
ml de 4dgua destilada. Adicionar 8 gramas de Agar, ferver para dissolver o dgar e entdo
adicionar 10 grams de glucose (dextrose). Autoclavar 15 minutos a 121 graus C,

posteriormente distribuir o meio em placas de petri e deixar solidificar.



Anexo2: Tabelas de Freqiiéncias da microbiota fingica.

Tabela 1. Freqiiéncia da microbiota da pele de suinos higidos (n=261) criados em diversos
municipios do Rio Grande do Sul no periodo de abril de 2005 a abril de 2006.

Niumero de Amostras Positivas
Classe / Género

Colonias Isoladas (%)
ZIGOMICETOS
Mucor spp. 21 4,13
Absidia spp. 4 0,79
Nao Classificados 8 1,57
HIALOHIFOMICETOS
Penicillium spp. 52 10,81
Aspergillus flavus 29 5,70
Aspergillus fumigatus 21 4,52
Geotrichum spp. 21 4,32
Scopulariopsis brevicaulis 17 3,34
Aspergillus spp. 8 1,77
Fusarium spp. 6 1,18
Aspergillus niger 2 0,39
Mycelia sterilia 55 11,00
FEOHIFOMICETOS
Cladosporium spp. 46 9,04
Curvularia spp. 3 0,58
Alternaria spp. 3 0,58
Aerobasidium spp. 1 0,20
LEVEDURAS
Candida albicans 69 13,56
Trichosporon spp. 22 4,32
Candida parapsilosis 3 0,58
Rhodotorula spp. 2 0,39
Candida tropicalis 1 0,20
Candida famata 1 0,20
Pichia ohmeri 1 0,20
Em andlise 105 20,63

TOTAL 501 100,00




Tabela 2. Freqiiéncia da microbiota da pele de suinos higidos com 20-60 dias de vida (n=94)
criados em diversos municipios do Rio Grande do Sul no periodo de abril de 2005 a abril de 2006.

Niimero de Amostras Positivas
Classe / Género

Colonias Isoladas (%)
ZIGOMICETOS
Mucor spp. 16 6,13
Absidia spp. 2 0,77
Nao Classificados 7 2,68
HIALOHIFOMICETOS
Penicillium spp. 23 8,81
Aspergillus flavus 7 2,68
Aspergillus fumigatus 8 3,07
Geotrichum spp. 19 7,28
Scopulariopsis brevicaulis 10 3,84
Aspergillus spp. 4 1,54
Fusarium spp. 4 1,54
Aspergillus niger 1 0,38
Mycelia sterilia 17 6,52
FEOHIFOMICETOS
Cladosporium spp. 16 6,13
Curvularia spp. 1 0,38
Alternaria spp. 0 0,00
Aerobasidium spp. 1 0,38
LEVEDURAS
Candida albicans 53 20,31
Trichosporon spp. 8 3,07
Candida parapsilosis 1 0,38
Rhodotorula spp. 1 0,38
Candida tropicalis 1 0,38
Candida famata 1 0,38
Pichia ohmeri 1 0,38
Em andlise 59 22,59

TOTAL 261 100,00




Tabela 3. Freqiiéncia da microbiota da pele de suinos higidos acima de 60 dias de vida (n=167)
criados em diversos municipios do Rio Grande do Sul no periodo de abril de 2005 a abril de 2006.

Niimero de Amostras Positivas
Classe / Género

Colonias Isoladas (%)
ZIGOMICETOS
Mucor spp. 5 2,01
Absidia spp. 2 0,81
N&o Classificados 1 0,40
HIALOHIFOMICETOS
Penicillium spp. 32 12,90
Aspergillus flavus 22 8,87
Aspergillus fumigatus 15 6,05
Geotrichum spp. 3 1,21
Scopulariopsis brevicaulis 7 2,82
Aspergillus spp. 5 2,01
Fusarium spp. 2 0,81
Aspergillus niger 1 0,40
Mycelia sterilia 39 15,73
FEOHIFOMICETOS
Cladosporium spp. 30 12,10
Curvularia spp. 2 0,81
Alternaria spp. 3 1,21
Aerobasidium spp. 0 0,00
LEVEDURAS
Candida albicans 16 6,45
Trichosporon spp. 14 5,65
Candida parapsilosis 2 0,81
Rhodotorula spp. 1 0,40
Candida tropicalis 0 0,00
Candida famata 0 0,00
Pichia ohmeri 0 0,00
Em anélise 46 18,55

TOTAL 248 100,00
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Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao
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Baixar livros de Fisica
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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