UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

ERIKA HELENA SALLES DE BRITO

UMA ABORDAGEM FENOTIPICA E MOLECULAR EM LEVEDURAS DO
GENERO CANDIDA ISOLADAS DE CAES

FORTALEZA-CE
2008



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



ERIKA HELENA SALLES DE BRITO

UMA ABORDAGEM FENOTIPICA E MOLECULAR EM LEVEDURAS DO
GENERO CANDIDA ISOLADAS DE CAES

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduacdo em
Ciéncias Veterinarias da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Estadual do Ceara, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias Veterinarias.

Area de Concentragio: Reprodugdo e Sanidade
Animal.

Linha de Pesquisa: Reproducdo e sanidade de
carnivoros, onivoros, herbivoros e aves.

Orientador: Prof. Dr. Marcos Fabio Gadelha Rocha

FORTALEZA-CE
2008



ERIKA HELENA SALLES DE BRITO

UMA ABORDAGEM FENOTIPICA E MOLECULAR EM LEVEDURAS DO
GENERO CANDIDA ISOLADAS DE CAES

Tese apresentada ao Programa de Pds-Graduagdo em
Ciéncias Veterinarias da Faculdade de Veterinaria da
Universidade Estadual do Ceard, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de Doutor em
Ciéncias Veterinarias.

Aprovada em: / /

Banca Examinadora

Marcos Fabio Gadelha Rocha, Prof. Dr.
Orientador - UECE

Francisco Marlon Carneiro Feijo, Prof. Dr. Gandhi Radis Baptista, Prof. Dr.
Examinador - UFERSA Examinador — UFC
Luciana Magalhées Melo, Dra. Maria Fatima da Silva Teixeira, Profa. Dra

Examinadora - UECE Examinadora - UECE



Ao meu esposo, Glaumo Mota, o meu maior amor,
companheiro ¢ amigo.

A minha sanchinha, Rosa Helena, sempre presente na
minha vida.

Ao querido Prof. Dr. Marcos Fabio Gadelha Rocha, um
verdadeiro mestre,

Dedico



AGRADECIMENTOS

A Deus, que sempre esteve presente em minha vida, auxiliando e conduzindo os
meus passos para o eterno aprendizado.

Ao meu querido orientador, Prof. Dr. Marcos Fabio Gadelha Rocha, que me
acolheu ainda estudante de graduacao e, ao longo de todos estes anos, contribuiu para minha
formacdo profissional e pessoal, com uma orientagdo maravilhosa, baseada na amizade,
compreensdo, tolerdncia e respeito. Todas as palavras de agradecimento ndo seriam
suficientes para descrever o imenso carinho, admiragéo e gratiddo que sinto.

A Profa. Dra. Raimunda Sdmia Nogueira Brilhante, exemplo de dedicacio e
profissionalismo. Obrigada pelo constante apoio, pelas palavras de conforto ditas em
momentos tao dificeis ao longo do desenvolvimento deste trabalho e pela excelente orientagdo
no decorrer de todos estes anos de convivéncia.

A Profa. Dra. Rossana de Aguiar Cordeiro, por sua orientacdo e dedicacdo na
realizagdo deste trabalho.

Ao Prof. Dr. Jos¢ Julio Costa Sidrim, que, mesmo com todas suas ocupagdes,
esteve sempre disposto a ajudar e colaborar com sua mente brilhante na solugcdo de questdes
ao longo deste trabalho.

A todos os integrantes do Centro Especializado em Micologia Médica, em
especial, a Raquel Fontenelle, Jéssica Medrano, Lydia Pantoja, Silviane Bandeira e Ana
Karoline, companheiras de jornada e amigas fiéis, pelas palavras de carinho e ajuda prestada
em todos os momentos quando precisei. Aos estudantes de iniciagdo cientifica - Erika
Pacheco, Natanael Leitao e Juliane Lira - pela constante ajuda, carinho e respeito.

Aos amigos Terezinha e Daniel pela amizade, obsequiosidade, incentivo e auxilio,
que foram fundamentais para a realizagdo deste trabalho.

As clinicas veterinarias, que gentilmente concordaram em colaborar com a
presente pesquisa, em especial as veterinarias Karine Silva e Erika Kelly Santiago.

Ao Laboratorio de Fisiologia ¢ Controle da Reproducao da Universidade Estadual
do Ceara, em especial a Dra. Luciana Magalhdes Melo, cuja colabora¢do e conhecimentos
cedidos foram essenciais para conclusdo da presente tese, e a estudante Erica Albuquerque,
por sua imensa frestinosidade.

A Coordenagdo do Programa de Pos-Graduagdo em Ciéncias Veterinarias da

Universidade Estadual do Ceard, pela eficiéncia na solugao de questdes burocraticas.



Ao Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq),
pela ajuda financeira ao longo deste doutorado.

Ao meu marido Glaumo Mota, por sua paciéncia diante de meu constante estresse
e auséncia, por entender a importancia deste trabalho em minha vida e por ter estado ao meu
lado sempre. Seu amor e admira¢d@o me incentivam a nunca desistir e ir sempre adiante.

A minha mae, Rosa Helena Salles de Brito, por ter dedicado sua vida a formacao
de seus filhos. Sua dedicagdo, admira¢do e incentivo foram fundamentais para me fazer
acreditar que esta conquista era possivel.

Ao meu pai, Eurico Salvador de Brito, pelo apoio e incentivo, que me ajudaram a
chegar até aqui.

Aos meus melhores amigos: Eurico Junior, Edla e Eveline, meus irmaos amados,
com quem pude e sei que poderei sempre contar.

Aos meus avos, Pedro Salles e Quitéria, ¢ as minhas tias Rosa Maria ¢ Patricia
Salles, pela ajuda, admiracao, carinho e incentivo.

Aos meus amigos Carolina Sidrim, Alex Fontenelle e Maria Tereza Ramos, pela
amizade incondicional, extremamente importante ao longo desta jornada.

A todos os que participaram direta ou indiretamente de mais esta etapa da minha

vida e que contribuiram para a realizag¢do deste trabalho.



RESUMO

O género Candida é composto por leveduras que vivem como comensais na microbiota de
homens e animais. Nos ultimos anos, tem sido observado aumento consideravel de relatos de
enfermidades causadas por estas leveduras acometendo variadas espécies animais. Ha relatos
do surgimento de cepas resistentes a derivados azdlicos, in vitro, mas ainda sdo poucos os
estudos que abordam o perfil de sensibilidade de Candida spp., isoladas de animais, bem
como o perfil genotipico destes isolados. Ademais, o género Malassezia também merece
destaque na Medicina veterindria, especialmente a M. pachydermatis. Com este estudo,
buscou-se conhecer a microbiota fiingica, por leveduras, em caes saudaveis, com &nfase nos
aspectos fenotipicos e genotipicos de Candida spp. Para tanto, foram analisadas 203 amostras
de boca, 110 de mucosa vaginal, 93 do prepticio e 123 da regido perianal de cdes. As espécies
de levedura isoladas foram identificadas por suas caracteristicas fenotipicas, de forma manual
e por sistema automatizado (VITEK 2), bem como pelo padrdo genotipico (polimorfismo de
tamanho dos fragmentos amplificados) das regides ITS1 e ITS2 do DNAr. Foram avaliadas,
também, cinco cepas de C. albicans e 3 C. tropicalis, oriundas da micoteca do CEMM. A
técnica de microdilui¢do em caldo (CLSI; M27-A2, 2002), com modificacdes, foi empregada
para avaliar a sensibilidade de Candida spp. e M. pachydermatis em relagdo ao cetoconazol
(CET), itraconazol (ITC), fluconazol (FLC), anfotericina B (ANB) e caspofungina (CAS). De
acordo com a identificacdo manual, trés espécies de Candida foram encontradas: C.
parapsilosis (n=17), isolada em todos os sitios anatdmicos; C. tropicalis (n=3), na regido
perilabial, perianal e prepucio; e C. albicans (n=2), presente somente na regido perianal.
Foram isoladas 207 cepas de M. pachydermatis, das quais 34,8% foram da regido perianal,
32,4 % da regido perilabial, 22,7% da mucosa vaginal e 10,1% do prepucio. Saccharomyces
cerevisiae (n=1) e Rhodotorula sp. (n=1) também foram encontradas. Os valores de
concentragdo inibitoria minima (CIM) do CET, ITC e FLC, contra as cepas de Candida spp.,
foram 0,03-16 pg/mL; 0,06 a >16 pg/mL; e 0,5-64 pg/mL, respectivamente. Todos os
isolados deste género foram sensiveis a CAS e ANB. As 20 cepas de M. pachydermatis
apresentaram CIM entre <0,03 — 0,25 pg/mL para CET e ITC, CIM = 8 pg/mL para FLC,
CIM > 64 pg/mL para CAS e CIM = 0,25 pg/mL para ANB. A amplificacdo pela reacdo em
cadeia da polimerase seguida de eletroforese em gel de agarose (PCR-AGE) permitiu a
identificacdo de seis espécies diferentes. Percentuais de 96,7 ¢ 86,7 de concordancia foram
encontrados entre PCR-AGE e VITEK versus método fenotipico manual, respectivamente.
Este estudo demonstrou a presenca de Candida spp., M. pachydermatis, S. cerevisiae ¢
Rhodotorula sp. como parte da microbiota de caes saudaveis, ¢ que, isolados de C. albicans e
alguns de C. tropicalis, oriundos destes animais, apresentam resisténcia, in vitro, aos
derivados azolicos testados. O PCR-AGE mostrou maior percentual de concordancia com o
método manual, além de ser mais rapido e sensivel do que os demais métodos analisados,
podendo o seu uso ser indicado para diagnostico de rotina, de cepas de Candida spp. de
origem veterinaria.

Palavras-chave: Leveduras. Candida. Sensibilidade. Caes. PCR.



ABSTRACT

The Candida genus is composed of commensal yeasts that live in the microbiota of humans
and animals. In recent years there has been a considerable increase in reports of diseases
caused by these yeasts in various animal species. There are also reports of the emergence of
strains that are resistant to azolic drugs in vitro, but few studies provide information on the
sensitivity profile of Candida spp. isolated from animals, as well as the genotype profile of
these isolates. The Malassezia genus also deserves attention in veterinary medicine, especially
M. pachydermatis. This study examined the yeasts making up the fungal microbiota in
healthy dogs, with emphasis on the phenotypes, genotypes and antifungal sensitivity of strains
of Candida spp. To do this, 203 samples were analyzed from the mouth, 110 from the vaginal
mucosa, 93 from the prepuce and 123 from the perianal region. The samples were inoculated
in Sabouraud agar, Sabouraud agar with chloramphenicol, Sabouraud agar with
chloramphenicol, and cycloheximide and Dixon’s agar, and incubated at 37° C for 96 hours.
The species were identified by their phenotypic characteristics (manual identification). The
Candida strains were identified as to genotype by analysis of the ITS region of the DNAr. At
this time, 5 strains of C. albicans and 3 of C. tropicalis from the collection of the Specialized
Medical Mycology Center (CEMM) of Ceara State University were also analyzed. The broth
microdilution method, recommended by the Clinical and Laboratory Standards Institute
(M27-A2, 2002), with modifications, was used to evaluate the sensitivity of Candida spp. and
M. pachydermatis to ketoconazole (KTC), fluconazole (FLC), itraconazole (ITC),
amphotericin B (AMB) and caspofungin (CAS). Three Candida species were found: C.
parapsilosis (n=17), isolated from all the anatomical sites sampled; C. tropicalis (n=3), from
the perilabial, perianal and prepuce regions; and C. albicans (n=2), only present in the
perianal region. A total of 207 strains of M. pachydermatis were isolated, of which 34.8%
came from the perianal region, 32.4 % from the perilabial region, 22.7% from the vaginal
mucosa and 10.1% from the prepuce. Saccharomyces cerevisiae (n=1) and Rhodotorula sp.
(n=1) were also found. The minimum inhibition concentration (MIC) values of KTC, ITC and
FLC against the Candida spp. strains were 0.03—16 ug/mL, 0.06 to >16 pg/mL and 0.5-64
pug/mL, respectively. All the isolates of this genus were sensitive to CAS and AMB. The 20
M. pachydermatis strains had a MIC between <0.03 — 0.25 pg/mL for KTC and ITC, MIC = 8
png/mL for FLC, MIC > 64 ng/mL for CAS and MIC = 0.25 ng/mL for AMB. According to
PCR-AGE analysis, six patterns were recognized among the 33 fungal strains. The results
revealed a 96.7 % and 86.7 % concurrent identification between PCR-AGE and VITEK
methods versus the manual method, respectively. This study demonstrated that Candida spp.,
M. pachydermatis, S. cerevisiae and Rhodotorula sp. are present in the microbiota of healthy
dogs and that isolates of C. albicans and some of C. tropicalis from these animals are resistant
in vitro to the azolic derivatives tested. PCR-AGE showed a greater level of concordance with
the traditional method, besides being more rapid and sensitive the other methods examined,
and is therefore indicated for routine diagnostic testing of Candida spp. strains of veterinary
origin.

Keywords: Yeasts. Candida. Susceptibility. Dogs. PCR.
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1 INTRODUCAO

O género Candida é composto por leveduras que vivem como comensais na
microbiota de homens e animais. Em geral, ndo causam nenhum dano aos seus hospedeiros,
entretanto, em virtude dos disturbios nas protecdes fisica, quimica e imunologica, estes
microrganismos podem se tornar patogénicos e causar enfermidades, denominadas
candidiases.

Outros géneros de leveduras também sdo relacionados a microbiota de animais,
tais como: Trichosporon, Rhodotorula, Malassezia entre outros, com especial destaque para
M. pachydermatis, que ¢ a espécie de levedura mais isolada da microbiota animal, bem como
tem importante papel na rotina clinica veterinaria, como agente patogénico de enfermidades
diferentes.

Infec¢des por Candida spp. em animais sdo pouco freqiientes, no entanto, nos
ultimos anos, tem sido observado aumento consideravel de relatos de infecgdes por estas
leveduras, com diferentes manifestagoes clinicas e acometendo variadas espécies animais, e,
mais recentemente, casos de infecgdes por Candida sp. em animas livres de desordens
imunolédgicas foram descritos. Ante este fato, o correto diagnostico clinico-laboratorial se
mostra de enorme importancia, utilizando técnicas fenotipicas convencionais ou até mesmo
métodos moleculares, que, apesar de mais rapidos e precisos, sao pouco estudados e aplicados
na Medicina veterinaria.

De acordo com a literatura, a C. albicans é a espécie mais freqiientemente
envolvida em casos de candidiases em animais. Outras espécies de Candida, no entanto, tais
como C. tropicalis, C. parapsilosis, entre outras, também sdo citadas como agentes de tais
infecgdes.

A identifica¢do destas espécies pode ser feita por meio de andlise fenotipica e ja
existem métodos comerciais disponiveis, no entanto, estas técnicas demandam no minimo 48
horas para liberar o resultado e os bancos de dados dos sistemas automatizados sdo limitados.
Dessa forma, a abordagem molecular apresenta-se mais sensivel e especifica do que
procedimentos convencionais utilizados para detec¢do e identificacdo de fungos. Sua
aplicagdo na Medicina veterindria, no entanto, ¢ escassa, ¢, de forma geral, ainda se faz
necessario o estabelecimento de padrdes para a realizagdo de tais testes na rotina laboratorial.

Diferentes drogas antifiingicas sdo utilizadas para o tratamento de candidiases em
animais, mas a atividade destas drogas vai depender da sensibilidade da cepa, tendo sido

relatados alguns casos de cepas pouco sensiveis ou até resistentes a derivados azolicos.
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Em virtude da escassez de informagdes sobre Candida spp. oriundas de animais,
no que diz respeito as suas caracteristicas moleculares, perfil de sensibilidade as drogas
antifungicas, e considerando-se o potencial patogénico do género e o surgimento de cepas
resistentes a derivados azolicos, in vitro, faz-se necessaria uma abordagem acerca das
caracteristicas fenotipicas, genotipicas e perfil de sensibilidade antifingica de cepas de

Candida spp.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leveduras de Interesse Veterinario

Diferentes espécies de levedura sdo citadas como constituintes da microbiota de
animais saudaveis, estando presentes em diferentes sitios anatomicos, como pele, pavilhdo
auditivo, sistema gastrointestinal, entre outros. Dentre as espécies e géneros descritos, estdo
Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Sacharomices, Malassezia, especialmente Malassezia
pachydermatis, visto que esta ¢ a espécie mais presente na mucosa de caes saudaveis, bem
como ¢ a principal levedura implicada na rotina clinica veterinaria (MILNER et al., 1997;
MELVILLE et al., 2004; CLEFF et al., 2005; NARDONI et al., 2005; GIRAO et al., 2006).

Dentre as leveduras importantes na Medicina veterinaria, o género Candida
merece destaque, visto que ¢ o segundo género de levedura mais implicado em quadros
infecciosos acometendo animais, no entanto, estudos mais aprofundados envolvendo isolados
de animais sdo escassos (OZAWA et al. 2005; CLEFF et al. 2007).

Acreditava-se que apenas a M. pachydermatis colonizava os animais domésticos,
ja tendo sido descrita sua presenca em diferentes sitios anatdmicos de cades saudaveis, sendo
maior incidéncia observada no pavilhdo auditivo, labio inferior e espaco interdigital dorsal
(BOND et al., 1995; KENNIS et al., 1996; CAFARCHIA et al., 2005a, CAFARCHIA et al.,
2005b). Espécies lipodependentes de Malassezia, porém, ja foram isoladas de caes e gatos
saudaveis, como M. furfur, M. sympodialis, e M. globosa, encontradas principalmente em
ouvido, pele e mucosas destes animais (BOND et al., 1997; CAFARCHIA et al., 2005a;
NARDONI et al., 2005).

BOND et al. (1995) verificaram maior incidéncia de M. pachydermatis no ouvido,
seguido de labio inferior e espago interdigital dorsal de cdes saudaveis. A menor incidéncia
foi observada na axila e virilha. Resultados semelhantes foram obtidos por KENNIS et al.
(1996), ao isolarem um menor nimero desta espécie na axila e na virilha e um maior nimero
da regido mentoniana de 19 caes saudaveis. Em 2004, PRADO et al. relataram o isolamento
de M. pachydermatis no saco conjuntival de caes saudaveis.

Comumente leveduras do género Malassezia, principalmente M. pachydermatis,
sdo relatadas como causa de enfermidades em animais domésticos, acometendo diferentes
sitios anatomicos, sendo freqiientemente associadas a quadros de otites externas e, mais
recentemente, a diversas formas de dermatites, que acometem caes ¢ gatos (COUTINHO,

2003; MACHADO et al., 2003; CAFARCHIA et al., 2005a; CAFARCHIA et al., 2005b;
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NARDONI et al., 2007). Em ambas as enfermidades, pode ser o agente primario ou estar
associada com bactérias e outras espécies de Malassezia (CRESPO et al., 2002; NARDONI et
al., 2005). GIRAO et al. (2006) relataram maior isolamento desta levedura em cies
acometidos por otite externa quando comparados com ouvidos sadios, o que pode implicar o
seu papel patogénico nesta enfermidade. Sua manifestagdo patogénica geralmente esta
associada a modificagdes no ecossistema cutaneo ou a disturbios nas barreiras quimica, fisica
e imunologica do hospedeiro (GUILLOT & BOND, 1999).

Apesar de mais freqliente, ndo s6 a M. pachydermatis ¢ agente de infecgdes em
animais. Diversas outras espécies do género ja foram associadas a pelo menos um tipo de
enfermidade. A ocorréncia de M. sympodialis ¢ relatada em dois gatos acometidos de otite
externa e em equino com dermatomicose (SENCZEK et al., 1999; CRESPO et al., 2000). M.
Sfurfur, M. globosa e M. nana também ja foram isoladas de gatos com otite (HIRAI et al.,
2004; NARDONI et al., 2005). CRESPO et al. (2002) descreveram M. furfur, M. obtusa e M.
sympodialis como agentes de otite em cdes e gatos. DUARTE et al. (2002) relataram a
presenca de M. sympodialis, M. globosa, M. furfur e M. slooffiae em bovinos com otite, no
Estado de Minas Gerais (Brasil). NARDONI et al. (2004) isolaram uma cepa de M. furfur
como agente isolado de dermatomicose em um c@o.

Sabe-se que hoje o género Malassezia € composto por 13 espécies: M.
pachydermatis, M. furfur, M. sympodialis, M. globosa, M. obtuse, M. restricta, M. slooffiae,
M. dermatis, M. japénica, M. yamatoensis, M. nana, M. caprae e M. equine (GUEHO et al.,
1996; SIDRIM & ROCHA, 2004; SUGITA et al., 2002; SUGITA et al., 2003; SUGITA et al.,
2004; HIRAI et al., 2004; CABANES et al., 2007). Este género compreende leveduras
lipodependentes, com exce¢do da M. pachydermatis, visto que esta € a Gnica que nao precisa
da presenga de lipidios para seu desenvolvimento,

Quanto a sua morfologia, em um exame direto de material clinico, estruturas
arredondadas ou ovais em brotamento (blastoconidios), de aproximadamente 2-3 pm de
largura e 4-5 pm de comprimento, associadas ou ndo a presenca de hifas e pseudo-hifas,

podem ser observadas (Figura 01) (SIDRIM & ROCHA, 2004; CHEN & HILL, 2005).
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(Fonte: CEMM, 2002)

Figura 01. Blastoconidios de Malassezia pachydermatis, com formato
oval e apresentando colarete.

As colonias de Malassezia spp., em meios apropriados € a uma temperatura de
incubagdo de 35 a 37°C, apresentam textura cremosa, tonalidade de creme a marrom-clara,
topografia convexa, superficie lisa ou levemente rugosa, aspecto seco e com didmetro

variavel, de acordo com o tempo de incubacdo (Figura 02) (SIDRIM & ROCHA, 2004).

(Fonte: CEMM, 2002)

Figura 02. Colonias de M. pachydermatis em éagar Dixon (A) e agar
Sabouraud (B).
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O diagnostico laboratorial deste género fungico ¢ feito com base em dados
morfoldgicos, bioquimicos, nutricionais € moleculares. A identificacdo fenotipica das
espécies ¢ baseada nas suas exigéncias metabolicas, como: lipodependéncia e habilidade de
assimilagdo de ésteres de polioxietileno, como os tweens 20, 40, 60, 80 e chemophor EL, que
se caracteriza por uma de mistura de 6leo de mamona com 6xido de etileno, como também a
producdo das enzimas catalase, B-glicosidase e urease, seguindo chaves de identificacdo
especificas, como, por exemplo, as propostas em HOOG et al. (2000) e SIDRIM & ROCHA
(2004). Estas chaves de identificagdo, no entanto, demandam tempo e muitas vezes sio
incapazes de estabelecar difrengas entre as espécies de Malassezia. Em 2005, MIRHENDI et
al., buscando uma solucdo para este problema, implementaram um método de PCR
(Polymerase chain reaction) e enzimas de restricao para a identificagdo e diferenciacdo de 13
espécies do género. Atualmente, a identificacdo das espécies do género privilegia a realizacao
de provas moleculares, as quais tornam o diagnéstico laboratorial oneroso e inexeqiiivel em
muitos servigos de rotina.

As espécies do género Malassezia se mostram sensiveis, in vitro, aos derivados
azolicos, com valores de concentragdo inibitéria minima (CIM) variando entre < 0,03 — 4,0
pg/ml para fluconazol, cetoconazol e itraconazol. Anfotericina B, porém, apresenta CIMs
mais elevadas para este grupo de microrganismos, em torno de 4,0 pg/ml. Todas as espécies
de Malassezia se apresentam resistentes a caspofungina (CIM > 256 pg/ml) (BRITO et al.,
2007; PRADO et al., 2008).

Avaliar a sensibilidade, in vitro, das espécies de Malassezia nao ¢ tarefa simples,
visto que os métodos de micro e macrodiluicdo em caldo, utilizando o meio RPMI 1640,
padronizados pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), ndo sdo aplicaveis
para este género; um dos motivos ¢ a caracteristica de lipodependencia das espécies de
Malassezia, com excecdo da M. pachyderamtis. Outras dificuldades sdo relatadas, como a
padronizagdo do indculo, tempo de incubagdo e leitura final dos testes para determinacdo da
CIM (PRADO et al., 2008).

Diversos sdo os relatos de varias metodologias utilizadas para o teste de
sensibilidade in vitro para espécies de Malassezia, porém, ainda ndo ha um método padrao
para este género (GUPTA et al., 2000; EICHENBERG et al., 2003; VELEGRAKI et al.,
2004; BRITO et al. 2007). Mais recentemente, PRADO et al. (2008) descreveram o repique
de aliquotas das placas de microdiluicdo, trabalhadas de acordo com metodologia descrita
anteriormente (VELEGRAKI et al., 2004), apds 48 horas de incubagdo, e, fazendo a

contagem de coldnias crescidas em cada concentragdo testada, foi determinada a CIM.
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Rhodotorula ¢ um género de levedura que apresenta colonias com coloragdo rosa
e sdo classificadas como um basidiomiceto pertencente a familia Sporidiobolaceae (Filo
Basidiomycota) (Figura 03). Este género de levedura produz colonias mucoides com produgdo
de pigmentos carotenoides sendo encontrada amplamente distribuida no ambiente. E
considerada um organismo de baixa viruléncia em comparagdo com Candida e Trichosporon,
no entanto sdo leveduras que devem ser consideradas patégenos em potencial quando se trata
de pacientes com imunodepressdo. Em seres vivos, espécies deste género podem estar
presentes na pele, saliva, urina e fezes sdo implicados como uma causa frequente de infecg¢des
em seres humanos, tais como septicemia, endocardite, meningite e peritonite, acometendo

pacientes imunocomprometidos (LUNARDI et al., 2006; TUON & COSTA, 2008).

(Fonte: CEMM, 2008)
Figura 03. Col6nias de Rhodotorula sp.

Espécies de Rhodotorula estio presentes na flora gastrointestinal normal, e a
utilizagdo de antibioticoterapia pode contribuir para o seu crescimento excessivo. Casos de
fungemia por intermédio de Rhodotorula ocorreram apds utilizagdo profilatica com
fluconazol. Apesar de raras, infeccdes por Rhodotorula sdo importantes, visto que estes
microrganismos apresentam resisténcia intrinseca a fluconazol (LUNARDI et al., 2006).

Na Medicina veterinaria, espécies de Rhodotorula ja foram isoladas de cloaca e
orofaringe de aves (MELVILLE et al., 2004), do meato acustico de gatos (AMARAL et al.,
1998), e causando mastite em bovinos (RUZ-PERES et al., 2004). Também ja foram isoladas
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da traquéia de passaros e as espécies R. minuta, R. mucilaginosa e R. glutinis estdo implicadas
com desordens respiratorias nestes animais (JAND et al., 2003; GARCIA et al., 2007).

As leveduras do género Sacharomices (filo Ascomycota, Subfilo
Saccharomycotina, classe Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales) ja foram isoladas de
humanos, mas associadas a condi¢cdes predisponentes, como imunodepressdo e
antibioticoterapia, mas sdo consideradas ndo patogé€nicas em seres humanos e raramente
associadas com doenga em animais (CANDELLI et al., 2003; MILNER et al., 1997;
BLACKWELL et al., 20006).

A espécie Saccharomyces cerevisiae, pouco associada com infec¢do em humanos
e animais, foi citada como responsavel por um quadro de diarréia cronica em um cdo. Uma
reacdo adversa a alimentos foi havida como a causa mais provavel da diarréia, no entanto a
antibioticoterapia administrada ao animal pode ter favorecido a colonizagdo por S. cerevisiae,
que foi isolada, juntamente com C. famata, de amostras fecais deste cdo acometido de

infeccao intestinal (MILNER et al., 1997).

2.2 Género Candida

O género Candida ¢é constituido por leveduras anamorficas que apresentam
reproducao assexuada, cujos mecanismos da divisdo celular envolvem o brotamento simples,
brotamento fiss@o e divisdo binaria. Apesar de considerados fungos imperfeitos, visto que sua
forma sexuada ndo ¢ conhecida, apresentam caracteristicas que os classificam como
pertencentes ao grupo dos ascomicetos (GUARRO et al., 1999; HOOG et al., 2001). Este
género ¢ classificado da seguinte forma: reino Fungi, divisdo Ascomycota, classe
Saccharomycetes, ordem Saccharomycetales, familia Saccharomycetaceae, género Candida.
Possui distribuigdo universal e cerca de 200 espécies foram descritas (CARVALHO et al.,
2003). Aproximadamente 10% sdo consideradas patogénicas, sendo a maioria isolada como
microbiota normal da pele, trato gastrintestinal, trato geniturinario, trato respiratério, bem
como ambiente, particularmente em superficies inanimadas (EGGIMANN et al., 2003).

As infecgdes produzidas por Candida spp. podem ser: aguda ou cronica,
superficial ou profunda, localizada ou disseminada, sempre de cardter oportunista (SILVA,
2005). A maioria dos individuos saudaveis desenvolve defesas imunoldgicas que impedem a
proliferagdo e progressdo para o desenvolvimento de candidiase (RUIZ et al., 2005). Fatores

predisponentes, entretanto, como antibioticoterapia, patoldgicos, fisicos, mecanicos e



23

iatrogé€nicos modificam a microbiota autéctone e o microrganismo pode proliferar, causando
doenca de alta gravidade em pessoas e animais.

Com relac@o ao historico das candidiases, Langenbeck, em 1839, observou pela
primeira vez a levedura hoje conhecida como Candida albicans em aftas bucais de um
paciente com tifo, tendo erroneamente considerado este microrganismo o agente etiologico da
doenca. Mais tarde, em 1842, David Gruby definiu a candidiase oral e classificou esse
microrganismo no género Sporotrichum. Em 1846, Berg estudou detalhadamente o
microrganismo, estabelecendo, definitivamente, a sua relagdo com a candidiase oral. Alguns
anos mais tarde, em 1853, Charles Robin denominou esse microrganismo de Oidium albicans,
redenominado por Zopf, em 1890, de Monilia albicans. Somente em 1923, Berkhout
transferiu essa espécie para o género Candida e criou a espécie Candida albicans (SIDRIM &
ROCHA, 2004). Atualmente o género ¢ associado a quadros de fungemia em humanos. Além
disto, estudos demonstram elevado nivel de resisténcia a agentes antifingicos azodlicos,
confirmando a importancia do estudo deste género (ANTUNES et al., 2004; MEDRANO et
al., 2006).

As leveduras do género apresentam fatores de patogenicidade e viruléncia tais
como: capacidade do microrganismo em aderir a superficie celular, de formar tubo
germinativo, hifas ou pseudohifas, bem como de produzir toxinas e enzimas extracelulares,
tais como proteinase ¢ fosfolipase, fatores estes que favorecem a colonizagdo ¢ a invasao
tecidual, contribuindo para o progresso da infeccdo (DE BERNARDIS et al., 2001; NAGLIK
et al., 2003; KOGA-ITO et al., 2006; TAMURA et al., 2007). A formacao de biofilme, que ¢
uma comunidade de microrganismos irreversivelmente aderidos a uma superficie com matriz
extracelular, conferindo maior resisténcia aos agentes antimicrobianos, podendo ser formados
por unica espécie de microrganismo ou pela associa¢do de espécies de fungos e/ou bactérias,
tem sido associada como um importante fator relacionado a viruléncia de Candida spp.

(DOUGLAS, 2003; KOGA-ITO et al., 2006).

2.3 Espécies de Candida Presentes em Animais

2.3.1 Como Parte da Microbiota

O isolamento de espécies de Candida da microbiota de animais saudaveis, em

especial os cdes, ¢ pouco relatado. Sabe-se, no entanto, que espécies do género habitam sitios

como tubo digestivo, mucosas e pele de variados animais, incluindo muitos passaros. Dentre
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todas as Candida spp., a C. albicans ¢ a mais presente, podendo ser isolada principalmente
dos sistemas gastrintestinal e respiratorio de animais, além da mucosa genital, tendo
predilecdo pela superficie de mucosas e areas de jungdes mucocutineas de animais de sangue
quente (ELAD et al., 1998; HESELTINE et al., 2003; BRITO et al., 2007; JADHAV & PAL,
2006).

No Brasil, PAIXAO et al. (2001), pesquisando fungos saprobios em cies e gatos,
relataram o isolamento de Candida spp. em 6,8% dos animais analisados. SOUSA &
SIQUEIRA (2003) detectaram a presenga de C. albicans no intestino de bovinos. Segundo
esses autores, a presenga desta levedura como saprobio esta condicionada a varios fatores,
sendo o principal a presenca de certas fontes de nutrientes.

De acordo com CLEFF et al. (2005), espécies de Candida sdo componentes
comuns da microbiota vaginal de fémeas caninas saudaveis e seu isolamento varia de acordo
com a fase do ciclo estral, sendo Candida parapsilosis a espécie mais frequentemente isolada,
seguida por C. guillermondii, C. kefir e C. albicans. SUCHODOLSKI et al. (2008) relatam a
deteccdo de C. parapsilosis em amostras provenientes do intestino de caes saudaveis.

Leveduras do género Candida também sdo encontradas como parte da microbiota
do trato digestivo de aves diversas, como pombos, perus, aves de rapina, aves migratorias,
aves industriais, entre outras (CAFARCHIA et al.,, 2006, FULLERINGER et al., 2006;
CAFARCHIA et al., 2008). De acordo com CARFACHIA et al., (2006) as aves transportam
em sua cloaca leveduras potencialmente patogénicas, sendo capazes de disseminar esses
fungos no ambiente, o que ¢ um problema quando se trata de aves criadas em confinamento
(FULLERINGER et al., 2006), valendo salientar, ainda, que leveduras presentes na
microbiota destes animais aferem maior importancia na Micologia médica ao longo das duas
ultimas décadas, em particular criptococose e candidiase, relatadas com maior frequéncia,
especialmente em pacientes imunocomprometidos (VELASCO, 2000). C. albicans, C.
tropicalis, C. incospicua, C. pelliculosa, C. famata, C. parapsilosis e C. guilliermondii sao
espécies ja isoladas de aves saudaveis (CARFACHIA et al., 2006; GARCIA et al., 2007).

E importante salientar que conhecer os microrganismos que vivem como
saprobios em homens e animais ¢ essencial, visto que, havendo um desequilibrio no binémio
parasita-hospedeiro, eles podem tornar-se agentes responsaveis por infec¢des e, nestes casos,
faz-se necessdria a diferenciacdo entre um ser patogénico ou apenas constituinte da
microbiota, fato que se aplica as espécies de Candida que vivem como comensais (ELAD et

al., 1998; SIDRIM & ROCHA, 2004).
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2.3.2 Como Patégeno

As espécies de Candida que vivem como saprobias apresentam potencial
patogénico que pode se manifestar em decorréncia de um desequilibrio do bindmio parasita-
hospedeiro, resultante de alteragdes nos mecanismos de defesa do portador ou por
comprometimento das barreiras anatomicas de prote¢do (MUELLER et al., 2002; MORETTI
et al., 2004; SIDRIM & ROCHA, 2004; WEIG & BROWN, 2007). Alguns fatores estdo
relacionados com esta caracteristica de patogenicidade, tais como: capacidade de crescer a
37°C; pleomorfismo, cujo papel ¢ importante nos processos iniciais de invasdo tecidual;
producdo de alguns metabdlitos, que podem desencadear manifestagdes alérgicas do tipo
imediato e tardio; producdo de enzimas hidroliticas e adesinas (NAGLIK et al., 2003;
SIDRIM & ROCHA, 2004).

Na Medicina veterindria, sdo fatores predisponentes a infeccdes por Candida:
idade, presenca de doencas autoimunes, uso de corticosteroide, antibioticoterapia, cateterismo
venoso ¢ urindrio e administragdo de nutrigdo parenteral (HESELTINE et al.,, 2003;
MORETTI et al.,, 2004). De acordo com CLEFF et al. (2007) o uso indiscriminado de
farmacos que alterem as barreiras naturais de defesa dos animais, como antibidticos e
corticosteroides, associados ao estresse, podem facilitar a multiplicacdo fungica, propiciando
a instalagdo de micoses oportunistas, como a candidiase.

As candidiases em animais ndo sdo muito descritas e, apesar do aumento na
incidéncia e fatalidade de candidiase humana, os relatos em Medicina veterinaria sao
escassos, sendo encontrados poucos casos na literatura envolvendo animais de companhia
(CLEFF et al., 2007). Os sitios anatdomicos descritos na literatura como os mais acometidos
sdo: pele, unhas, ouvido, trato urinario e sistema gastrintestinal (HESELTINE et al., 2003;
MORETTI et al., 2004; JIN & LIN, 2005; MORETTI et al., 2006). Em casos de quadros
cutaneos, este fato se justifica porque as lesdes, na maioria das vezes, ndo sdo atribuidas a
leveduras e sim a fungos filamentosos, bactérias e parasitas (RAPOSO et al., 1996). Por isso,
MORETTI et al. (2004) chamam a atencdo para a necessidade da realizagdo do diagnostico
diferencial, associando o diagnostico clinico ao laboratorial. Relatos de candidiase em animais
sdo descritos em diferentes partes do mundo, como Estados Unidos da América, Australia,
Japdo, Africa, Inglaterra, Espanha e Brasil, acometendo diversas espécies e com quadros
clinicos variados (MILNER et al., 1997; OCHIAI et al.,, 2000; DUARTE et al., 2001;
MUELLER et al., 2002; PRESSLER et al., 2003; LINEK et al., 2004).
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Enfermidades provocadas por Candidas geralmente acometem apenas animais
imunocomprometidos, como observado por PRESSLER et al. (2003) e HESELTINE et al.
(2003), que isolaram espécies do género apenas em animais portadores de outros processos
infecciosos e com sistema imune comprometido. MORETTI et al. (2006) relataram um caso
de infeccdo simultanea por Leishmania infantum e C. tropicalis em um cdo com lesdes
cutaneas. De acordo com os autores a alteragdo no sistema imunologico e as lesdes na pele
causadas por L. infantum, desempenharam papel direto no estabelecimento da infecc¢do por C.
tropicalis.

O primeiro relato de candidiase, em caes, data de 1949, e se tratou de um caso de
dermatomicose por C. albicans (REICH & NECHTOW, 1949). No Brasil, ha relatos da
presenca de espécies do género, causando quadros de otite (DUARTE et al., 2001) e infec¢do
intestinal em bovinos (SOUZA & SIQUEIRA, 2003) e dermatomicose em cdes (RAPOSO et
al., 1996). PAIXAO et al. (2001), na cidade de Fortaleza — Cear4, isolaram Candida spp., em
cdes com micoses superficiais, no entanto, seu papel patogénico nao foi conclusivo.

Candidiases sao frequentemente associadas a morbidade e mortalidade de aves.
Estas enfermidades tém como fatores predisponentes estresse, idade, antibioticoterapia
prolongada e status imune do animal (BALASUBRAMANIAM e SUKUMAR, 2007). A
flora normal do trato gastrintestinal das aves tem efeito inibitdrio sobre o crescimento de
Candida spp. Assim, qualquer desequilibrio da microbiota digestiva, pelo uso incorreto de
antibidticos por exemplo, ou por mudancas no pH gastrintestinal, pode resultar na
proliferagdo de fungos (GARCIA et al., 2007). Dessa forma, as Candidas sao frequentemente
associadas a problemas gastrointestinais, principalmente em aves jovens, isso em razao de o
sistema imune estar imaturo ¢ em decorréncia do desenvolvimento incompleto das defesas
gastrointestinais. Infec¢des sistémicas, apesar de pouco freqiientes, também podem acontecer
(VELASCO et al., 2000; BALASUBRAMANIAM e SUKUMAR, 2007; GARCIA et al,,
2007; SCULLION e SCULLION, 2007).

O principal agente envolvido na candidiases em aves ¢ a Candida albicans. O
desequilibrio populacional dessas leveduras leva ao aparecimento da doenga, principalmente
no sistema digestivo, podendo acometer o sistema reprodutivo e os olhos e a patologia tornar-
se sisttmica (VELASCO et al., 2000; BALASUBRAMANIAM ¢ SUKUMAR, 2007;
GARCIA etal., 2007).

A inflamag¢ao da glandula mamaria ¢ o mais importante problema sanitario em
rebanhos bovinos leiteiros. A incidéncia de mastite decorrente de Candida spp. € geralmente

muito baixa em vacas leiteiras, no entanto KIVARIA & NOORDHUIZEN (2007) relatam
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que, ao longo de 31 anos, as mastites causadas por C. albicans aumentaram sua ocorréncia de
<1% para >17%, valendo salientar, ainda, que esta enfermidade apresenta impacto econémico
negativo sobre a rentabilidade da pecudria mundial, tanto pela redu¢do da produtividade
quanto pelo aumento nos custos dos tratamentos.

De acordo com SANTOS & MARIN (2005), as Candidas constituem a terceira
maior causa infecciosa de mastites no Brasil e varias podem ser as fontes de contaminagdo,
como: pele e secrecdo das tetas, maos de ordenhadores, maquinas de ordenha, instrumentos de
tratamento, condi¢des higiénicas do ambiente, alimentos, entre outras (KIVARIA &
NOORDHUIZEN, 2007). MOTA et al. (1999a) identificaram o ordenhador como a fonte de
infeccdo de casos de mastite por Candida spp. em bovinos. De acordo com a literatura, a
antibioticoterapia e a infusdo intramamaria de antibidticos, muitas vezes aplicadas sem analise
microbioldgica do leite, também sdo fatores predisponentes importantes para esta enfermidade
(KRUKOWSKI et al., 2000; SANTOS & MARIN, 2005).

Diferentes espécies do género ja foram relatadas, causando enfermidades em
animais, tais como: C. guilliermondii, responsavel por quadros de dermatomicoses em caes
(MUELLER et al., 2002); C. famata, envolvida em infec¢ao intestinal em caes (MILNER et
al., 1997); C. tropicalis, C. glabrata, e C. krusei, causando quadros diarréicos em bezerros
(ELAD et al., 1998) e C. parapsilosis, agente de dermatomicose em cdes (DALE, 1972) e
também responsavel por lesdes na mucosa oral de um galo (KANO et al., 2001). As espécies
C krusei, C. rugosa, C. albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C. zeulanoide, C. famata,
C. kefyr, C. ciferrii, C. humicola, C. rugosa, Candida pelliculosis e C. tropicalis ja foram
identificadas como agentes de mastite clinica e subclinica em bovinos (KRUKOWSKI et al.,
2000; SANTOS & MARIN, 2005; KIVARIA & NOORDHUIZEN, 2007).

PRESSLER et al. (2003) isolaram espécies de Candida, causando infeccdo
urinaria em treze cades e sete gatos, entre as quais estavam: C. albicans, C. tropicalis, C.
rugosa, C. krusei, C. parapsilosis e C. glabrata. KOZAK et al. (2003) isolaram cepas de
Candida spp., em especial C. krusei, em lesdes superficiais na pele, em 5% de 100 caes
analisados e, mais recentemente, OZAWA et al. (2005) isolaram C. tropicalis como agente de
um quadro de cistite em um cao.

De acordo com a literatura, a C. albicans € a espécie mais comum em casos de
candidiases em animais, sendo responsavel por diversos quadros clinicos como otite
(DUARTE et al., 2001), infec¢ao intestinal (OCHIALI et al., 2000), septicemia (HESELTINE
et al., 2003), dermatomicose, entre outros (RAPOSO et al., 1996; KOZAK et al., 2003;
MORETTI et al., 2004). JIN & LIN (2005), analisando a urina de 23 cdes e sete gatos,



28

portadores de infecg@o urinaria, identificaram a C. albicans como a principal espécie fungica
isolada, bem como PRESLLER et al. (2003) observaram que, mesmo com a ocorréncia de
outras espécies, a C. albicans ¢ a levedura mais isolada em cdes e gatos também portadores de
infec¢do urinaria.

Casos de endoftalmite causados por C. albicans sdo ocasionalmente relatados em
animais domésticos, e resultam da difusdo hematogénica ou sdo secundarios a uma
inflamagdo primaria da cérnea pela levedura, com inoculagdo diretamente dentro do olho
(GERDING et al., 1994; LINEK et al., 2004).

Apesar de serem tidas como oportunistas, KOZAK et al. (2003) isolaram espécies
de Candida causando dermatomicose em animais jovens, livres de desordens imunoldgicas,
destacando-se C. albicans e C. krusei dentre as espécies observadas. Ademais, BROWN et al.
(2005) descreveram a presenca de candidiase sist€émica em um cdo sem nenhuma deficiéncia
imunoldgica aparente.

Com relagdo ao aspecto clinico das candidiases em pequenos animais, em caes e
gatos acometidos por infec¢do urinaria causadas por Candida spp., € possivel observar
quadros de disuria, hematuria, aumento da freqiiéncia de micgdo, anorexia, depressdo e
pirexia, sendo este tltimo o principal sintoma (JIN & LIN, 2005).

JADHAV et al, (2006) relataram casos de estomatite causada por C. albicans em
caes. De acordo com os autores, os animais apresentavam halitose, salivagdo excessiva,
mucosa oral eritrematosa, friavel, ulcerada, necrética, com proliferagdo ou cobertas por placas
esbranquicadas

As lesdes classicas em casos dermatomicoses por Candida spp. apresentam
contorno irregular e sdo levemente edemaciadas, com vesiculas, preferencialmente localizadas
em areas com dobras cutaneas, como: espacos interdigitais, preptcio e regido perianal. Pode
haver, no entanto, a ocorréncia de lesdes com alopecia, crostas, tlceras e edema (MORETTI
et al., 2004). CLEFF et al., (2007) ao relatarem um quadro de infec¢@o cutdnea em um cdo por
C. albicans, descrevem lesdes inicialmente imidas e eritematosas com formagdo de crostas e
extensas areas alopécicas. Os autores relatam ainda que os primeiros sinais clinicos
observados no animal foram apatia e depressdo, seguidos da dificuldade na alimentagdo,
evoluindo posteriormente para um quadro de dermatopatia cronica. Outros trabalhos associam
manifestagdes clinicas, como apatia, mucosas palidas e linfonodos aumentados, com a maior

probabilidade de isolamento de C. albicans (FERREIRO et al., 2002).
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As otites por Candida apresentam a mesma sintomatologia daquelas causadas por
outros microrganismos, como bactérias, ou seja, € possivel observar a presenca de inflamacao,
prurido, dor, descamacdo e edema (MOTA et al., 1999b).

A candidiase em aves caracteriza-se pelo aparecimento de placas esbranquigadas,
localizadas em geral no interior da cavidade bucal e, especialmente, no papo, pela formacao
de placas pseudomembranosas necroticas na cavidade oral e trato digestivo, presenca de
material caseoso, que dificultam a degluticdo e a respiracdo. Penas arrepiadas, dificuldades de
ingestdo de alimentos, diarréia, dispnéia, anorexia, prostragdo, regurgitacdo, vomito, perda de
peso, esofagite e espessamento da parede do es6fago sdo sintomas visiveis. Casos graves
podem provocar deformidades no bico. Em casos de infecgdes sistémicas, sdo observados
sinais no sistema nervoso central, bem como lesdes tipicas de candidiase gastrointestinal

(VELASCO et al., 2000; BALASUBRAMANIAM & SUKUMAR, 2007).

2.4 Diagnostico Laboratorial

As espécies de Candida apresentam diferencas do ponto de vista terapéutico e
epidemioldgico. Estas peculiaridades justificam a necessidade de identificar as leveduras ao
nivel de espécie quando tais microrganismos estdo associados a doencas, principalmente
sist€émicas, sendo este procedimento fundamental para permitir a escolha de melhor
abordagem terapéutica a ser instituida no paciente infectado (KRCMERY e BARNES, 2002).
Dessa forma, diferentes técnicas sdo utilizadas para identificar espécies do género, desde
diagnoéstico microbiolégico baseado em morfologia, limitagdes nutricionais e caracteristicas
bioquimicas, bem como utilizacdo de kits industrializados, testes imunologicos e técnicas
moleculares.

O diagnostico laboratorial das espécies do género Candida consiste, inicialmente,
da confeccdo de laminas com base na amostra clinica, com hidréxido de potassio (exame
direto), que permite melhor visualizacdo de estruturas fungicas, bem como de posterior
repique da mesma amostra em meios de cultura cldssicos: agar Sabouraud, agar Sabouraud
com cloranfenicol e agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e cicloheximida. Apds o
crescimento do fungo nos meios de cultura, sdo realizadas provas bioquimicas, nutricionais ¢
morfologicas, adequadas para identificacdo das espécies do género (SIDRIM & ROCHA,
2004).

As caracteristicas morfoldgicas primarias sdo importantes para o diagndstico, no

entanto, todas as espécies do género Candida sdo semelhantes, ou seja, a principio todas se
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apresentam microscopicamente na forma de blastoconidios, brotantes ou nao (Figura 04), e na
macroscopia sdo observadas colonias brancas ou cremes, glabrosas, imidas, sem pigmento e
sem relevo (Figura 05). Dessa forma, para diferenciacdo entre espécies, técnicas que
permitam melhor visualizacdo da disposicdo das estruturas fungicas a microscopia Optica
(microcultivo), bem como critérios bioquimicos e nutricionais, sdo fundamentais, pois estes
sdo espécie-especificos (KOEHLER et al., 1999; SIDRIM & ROCHA, 2004; OLIVEIRA, et
al., 2000) .

(Fonte: CEMM, 2005) (Fonte: CEMM, 2005)
Figura 04. Colénias de Candida spp. Figura 0S. Blastoconidios de levedura.

Quando cultivadas, in vitro, em meios de cultura adequados, as Candidas crescem
bem dentro de 48 horas, entre temperaturas de 25 e 37 °C (KOEHLER et al., 1999;
OLIVEIRA, et al., 2006). Com relagdo a microscopia, se laminas forem preparadas
diretamente com um fragmento da colonia ou amostras clinicas positivas, apenas o0s
blastoconidios serdo visualizados.

Microcultivos em placa de Petri com CornMeal, acrescido de Tween 80 (Figura
06), sdo realizados com o intuito de permitir melhor visualiza¢do da disposi¢do das estruturas
flngicas tipicas de cada espécie, sendo estes, na maioria das vezes, suficientes para identificar
0 microrganismo, por exemplo, cepas da espécie C. albicans, apresentam, no microcultivo,
pseudo-hifas, hifas verdadeiras, blastoconidios formando cachos, bem como clamidoconidios
terminais, caracteristicas estas peculiares a espécie (Figura 07) (RAPOSO et al., 1996;

KOEHLER et al., 1999; OLIVEIRA, et al., 2006).
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(Fonte: CEMM, 2005)

Figura 06. Microcultivo de levedura em placa de Petri.
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(Fonte: CEMM, 2005)

Figura 07. Micromorfologia Candida albicans: A. Blastoconidios dispostos em cachos; B/C.
Clamidoconidios terminais.

Ja a espécie C. tropicalis apresenta a microscopia, apo6s microcultivo,
pseudomicélio com blastoconidios distribuidos em cadeias simples ou ramificadas (Figura
08). A presenca de células gigantes e pseudo-hifas curtas e finas caracteriza a microscopia de

C. parapsilosis (Figura 09).
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(Fonte: CEMM, 2005)

Figura 08. Micromorfologia de Candida tropicalis: pseudomicélio com
blastoconidios distribuidos em cadeias simples ou ramificadas.

(Fonte: CEMM, 2007)

Figura 09. Micromorfologia Candida parapsilosis: presenca de células gigantes.

Em muitos casos, apenas o microcultivo ndo ¢ suficiente para fechar o
diagnostico; ¢ quando se constata a importancia das diferencas bioquimicas entre as espécies
do género. Dessa forma, a unido entre morfologia e caracteristicas bioquimicas €, muitas
vezes, imprescindivel para melhor identificacdo e caracterizagdo do microrganismo.

Na rotina laboratorial, testes de predilegdes nutricionais e caracteristicas
bioquimicas sdo utilizados para diferenciar as espécies de Candida. Estas provas sdo
assimilagdo de carboidratos e de nitrogénio, fermentagdo de carboidratos, prova da uréia

(Figura 10) e teste do tubo germinativo (Figura 11) (SIDRIM & ROCHA, 2004).
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(Fonte: CEMM, 2005)

Figura 10. Teste da uréia positivo (A) e negativo (B).

(Fonte: www.doctorfungus.org)

Figura 11. Teste de tubo germinativo positivo para C.
albicans.

O auxonograma consiste na capacidade que uma levedura apresenta de crescer
aerobiamente na presenca de determinado carboidrato, fornecido como tnica fonte de
carbono. O teste ¢ realizado em meio sdlido acrescido da suspensdo do microrganismo a ser
testado. Os seguintes carboidratos sdo fornecidos ao meio: inulina, ramnose, L-arabinose,
celobiose, dextrose, sacarose, rafinose, dulcitol, melibiose, trealose, galactose, maltose, xilose,

inositol e lactose (Figura 12) (OLIVEIRA et al., 2006).
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(Fonte: CEMM, 2005)

Figura 12. Modelo para teste de assimilagdo de carboidratos (Auxonograma).

As espécies do género Candida apresentam um perfil de assimilacdo de
carboidratos diferente e a leitura ¢é feita, durante 24 a 96 horas, mediante visualizacdo de halos
de crescimento que se formam em volta do carboidrato assimilado. Dessa forma, cepas de C.
albicans apresentam resultado positivo para glicose, galactose, xilose, trealose e maltose e
resultado varidvel para L-arabinose e sacarose. A C. tropicalis ¢ capaz de assimilar glicose,
galactose, xilose, trealose e maltose, podendo assimilar ou ndo sacarose. Quanto a C.
parapsilosis, esta assimila glicose, galactose, sacarose, maltose, trealose, xilose, arabinose e
rafinose, sendo esta ultima variavel (HOOG et al., 2000; SIDRIM & ROCHA, 2004).

No zimograma, ¢ avaliada a capacidade da levedura de fermentar determinado
agucar em baixas tensdes de oxigénio. Uma suspensdo da levedura é posta em um tudo de
ensaio contendo meio de cultura liquido e um tubo de Durhan invertido. A positividade ¢ dada
pela producdo de géas carbonico, que fica contido no interior do tubo de Durhan, formando

bolhas visiveis (Figura 13) (OLIVEIRA, et al., 2006).
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(Fonte: CEMM, 2005)

Figura 13. A. Teste de fermentagao positiva para glicose (Gli),
maltose (Mal) e galactose (Gal); B. Bolha de gas carbonico no
interior do tubo de Durhan.

Geralmente, os carboidratos utilizados neste teste sdo dextrose, maltose, sacarose,
galactose, lactose e trealose, mas outros podem ser empregados. Sabe-se que, de forma geral,
a espécie C. albicans ¢ capaz de fermentar glicose e maltose, e apresenta resultado variavel
para galactose e trealose; j4 cepas de C. tropicalis sdo positivas para glicose, galactose,
trealose e maltose, podendo fermentar ou ndo sacarose. C. parapsilosis fermenta glicose e a
galactose ¢ variavel (HOOG et al.,, 2000; SIDRIM & ROCHA, 2004). De acordo com
trabalhos realizados no Centro Especializado em Micologia Médica da Universidade Federal
do Ceara, com espécimes de origem animal, as espécies mais encontradas sdo C. albicans, C.
tropicalis e C. parapsilosis, razdo por que foram descritos seus principais aspectos
fisiologicos.

Existem também métodos automatizados para identificagdo das principais
espécies do género, os quais sdo de realizagdo e interpretacdo faceis, além de oferecer o
resultado em tempo menor. Sao kits tais como API 20C Aux e API 32C, e aparelhos como o
VITEK (Figura 14), que se baseiam na capacidade assimilativa de substratos bioquimicos e
enzimaticos pelas leveduras (KOEHLER et al., 1999; SILVA & CANDIDO, 2005;
OLIVEIRA et al., 2006).
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.l_rl
(Fonte: Brito, 0)
Figura 14. Aparelho VITEK 2.

O VITEK utiliza cartdes para identificagdo de bactérias Gram-positivas, Gram
negativas, bactérias capazes de fermentar ou nao glicose, bactérias anaerdbias, Neisseria spp.,
Haemophilus spp. e leveduras, incluindo Candida spp. (Figura 15). Estes cartdes de acrilico
sdo dotados de varios sitios contendo testes bioquimicos e sdo inoculados com suspensdes de
microrganismos. No passo seguinte, ¢ realizada uma leitura informatizada de acordo com a
sequéncia colorimétrica, de forma que os resultados ficam disponiveis entre quatro €18 horas,
ou entre 24 e 48 horas, no caso de leveduras. Ocasionalmente, os resultados tendem a ser
complementados com métodos manuais adicionais, tais como avaliagdo de micromorfologia e
testes bioquimicos. Outras desvantagens do método sao o alto custo do aparelho e dos cartdes,
o fato de possuir um banco de dados limitado e por vezes insuficiente para identificacdo de
algumas espécies e a ndo-deteccdo de amostras mistas ou contaminagao, fatos que prejudicam
a correta identificagdo da levedura por este método automatizado (OLIVEIRA et al., 2006).

OLIVEIRA et al. (2006), comparando o método tradicional de identificacdo de
Candida spp., baseado em testes morfologicos e nutricionais manuais, com os resultados
obtidos pelo VITEK, observaram 58% de concordancia entre os métodos na identificagdo de
cepas de Candida oriundas de animais e 51% para cepas isoladas como agente de infeccdes

em seres humanos.
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(Fonte: Brito, 2008)

Figura 15. Cartdo para identifica¢ao de leveduras pelo
sistema VITEK 2.

Um novo método automatizado para identificagdo de Candida foi desenvolvido -
Micronaut-Candida® (Merlin Diagnostika GmbH, Bornheim,Germany), que ¢ um sistema
com quatro testes em placa tnica. Sua base de dados contém 31 espécies de seis géneros.
Apenas um teste contém 21 reacdes bioquimicas e trés controles, oito substratos
cromogénicos, teste de assimilacdo com 14 carboidratos e teste da urease como controle.
Apo0s 24 horas, os resultados sdo lidos e interpretados automaticamente utilizando-se software
proprio. Em comparacdo com outros métodos automatizados, como API ID32C, testes
fenotipicos e moleculares, este teste se mostrou eficiente para identificagdo de espécies de
Candida comumente isoladas, bem como C. kefyr, C. guilliermondii, e C. lusitaniae, isso em
apenas 24 horas (SZABO et al., 2008).

Sistemas automatizados para cultura de sangue, tais como o BacT/ALERT 3D
(bioMerieux) ou o0 BACTEC 9240 (Becton Dickinson Microbiology Systems, Sparks, Md.),
associados aos meios de cultura cromogénicos para Candida, tais como o CHROMagar
Candida e agar Candida 1D2, facilitam bastante o diagnostico de infec¢des por Candida spp.,
principalmente em casos de candidiases sistémicas (WEIG & BROWN, 2007).

CHROMagar Candida ¢ um meio cromogénico que pode ser usado para detectar

espécies de Candida, principalmente Candida albicans, Candida krusei e Candida tropicalis,
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que diferem no tom do pigmento produzido no meio. De acordo com OKULICZ et al. (2008),
este meio pode ser usado como método primario para a detecgdo de espécies de Candida, pois
possibilita o diagndstico precoce, permitindo ao clinico escolher agentes antifingicos mais
adequados, e reduzir, potencialmente, a morbidade e a mortalidade de pacientes. Cepas de C.
albicans apresentam-se verdes, C. tropicalis ficam azuis e as colonias de C. kusei exibem-se
na tonalidade rosada, enquanto as coloragdes apresentadas pelas demais espécies do género

variam do branco ao lilas (Figura 16).

(Fonte: CEMM, 2007)

Figura 16. Candida spp. semeadas em CHROMagar: A. Cepas de C. albicans em verde
e C. tropicalis em azul; B. Cepas de C. tropicalis em azul e C. parapsilosis em lilaz.

2.5 Sensibilidade aos Antifungicos in vitro e in vivo

Por muito tempo, apenas estudos de sensibilidade a antibacterianos foram
desenvolvidos e nenhuma atengdo era voltada para a resisténcia a antifingicos, entretanto, nos
ultimos anos, aumenta o interesse pela busca do perfil de sensibilidade in vitro de cepas
fungicas (PEREA et al., 2001).

Com esse intuito, em 1997, o Clinical and Laboratory Standards Institut (CLSI)
(antigo National Committee for Clinical Laboratory Standards) aprovou os testes de micro
(Figura 17) e macrodiluigdo em caldo para testar a sensibilidade in vitro de fungos

leveduriformes, por meio do documento M27-A, sendo este revisto em 2002 (M27-A2). Desta
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forma, parametros foram determinados para variaveis como tamanho do inoculo, temperatura,

duragdo de incubagdo, meio de cultura e critério de leitura.

(Fonte: CEMM, 2005)

Figura 17. Placa de 96 micropocos utilizada para teste de
microdilui¢ao em caldo.

Existe também um método comercial para testar a sensibilidade de cepas fungicas,
¢ o E-test”, que consiste em uma fita plastica contendo fA&rmaco em diferentes concentragdes,
expressas no reverso da tira. Este teste retine a vantagem da simplicidade de métodos
baseados na difusdo em agar, ja que este ¢ seu principio, com as informagdes quantitativas
fornecidas pelos métodos da diluigdo. Dessa forma, o E-test” poderia ser a alternativa para a
triagem de casos de rotina pela sua simplicidade, no entanto, padronizagdes ainda precisam
ser estabelecidas para que este possa se tornar a alternativa para a metodologia preconizada
pelo CLSI (KOGA-ITO et al., 2008).

Dentre as desvantagens do E-test”, estio: o fato de que nem todas as drogas
antifungicas sdo avaliadas por este teste, dificuldades na interpretacdo do endpoint (em razio
do crescimento de colonias na zona de inibi¢do), baixa reprodutibilidade inter e
intralaboratorial, baixa correlagdo com os resultados obtidos por meio de metodologias
preconizadas pelo CLSI, e esta correlagdo varia de acordo com o antifiingico testado

(COLOMBO et al., 1995; KOGA-ITO et al., 2008).
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Com relacdo ao método da difusdo em disco, este teste ¢ muito utilizado para
bactérias e apresenta boa reprodutibilidade e eficadcia para determinar a sensibilidade de
leveduras (Figura 18) (MEIS et al., 2000; REX et al., 2001). E um método de baixo custo e de
facil execucdo, porém, somente classifica as leveduras em sensivel, sensivel dose-dependente
e resistente, ndo sendo possivel determinar com precisdio a CIM (SONI et al., 1999).
JADHAV et al. (2006) utilizaram esta metodologia para avaliar a sensibilidade de quatro
cepas de C. albicans responsaveis por quadros de estomatite em cdes. Todas as cepas foram
sensiveis a fluconazol, clotrimazol e anfotericina B, no entanto, mostraram-se resistentes a

nistatina.

g

(Fonte: Brito, 2008)
Figura 18. Método de difusio em Agar.

Apesar da metodologia ja estabelecida e padronizada pelo CLSI, poucos sdo os
trabalhos que testam a sensibilidade, in vitro, de cepas de Candida spp. isoladas de animais.
OZAWA et al. (2005) utilizaram a técnica de microdiluicdo em caldo para testar a
sensibilidade, in vitro, de uma cepa de C. tropicalis, isolada da urina de um cdo com cistite, a
drogas como itraconazol e fluconazol, tendo sido a cepa sensivel ao itraconazol, no entanto,
apresentou valores elevados de sensibilidade para fluconazol.

BRITO et al. (2007) realizaram testes de sensibilidade, in vitro, com cepas de

Candida spp. isoladas de caes e identificaram presenga de resisténcia aos derivados azdlicos:
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cetoconazol, itraconazol e fluconazol. Os valores de concentracdo inibitoria minima (CIM)
encontrados foram os seguintes: para itraconazol e cetoconazol, foi maior do que 16 pg/mL
para todas as cepas de C. albicans e 66,7% das C. tropicalis; o fluconazol apresentou CIM >
64 pg/mL para 80% das cepas de C. albicans e 66,7% das cepas de C. tropicalis.

A padronizag¢do de métodos de testes de sensibilidade in vitro se faz cada vez mais
necessaria, o que podera tornar a escolha da terapéutica sempre mais adequada e eficiente.
Além disso, ¢ uma importante ferramenta para vigilancia e monitoramento de cepas
resistentes (BRITO et al., 2007).

Mesmo com escassez de dados acerca da sensibilidade de cepas de Candida spp.,
oriundas de animais, in vitro, diferentes terapéuticas sdo descritas na literatura para as
diversas manifestacdes clinicas das candidiases na Medicina veterinaria, de forma que
diferentes drogas antifingicas sdo indicadas para o tratamento de infec¢des causadas por
Candida spp., nao existindo, no entanto, uma terapéutica padronizada (NOBRE et al., 2002).
Ultimamente, os triazolicos recebem maior destaque, sobretudo o fluconazol e o itraconazol,
ambos com largo espectro de agdo e efeitos toxicos bastante reduzidos, no entanto, em virtude
de sua frequente utilizagdo, observa-se resisténcia entre os fungos, principalmente por
espécies de Candida (NOBRE et al., 2002). De acordo com OZAWA et al. (2005) a atividade
destas drogas vai depender da sensibilidade da cepa em foco.

Em casos de infeccdo sist€émica por leveduras do género, acometendo diferentes
espécies animais, a anfotericina B demonstra ser bastante eficiente. Estudos demonstraram
boa atividade da droga, in vitro, contra cepas de Candida spp. isoladas de bovinos com
mastite, no entanto, este ¢ um farmaco pouco utilizado na rotina, em virtude do custo elevado
e dos severos efeitos colaterais (ROCHETTE et al., 2003; OZAWA et al., 2005). Outros
farmacos indicados para o tratamento de vacas acometidas de mastite sdo o miconazol e
clotrimazol, utilizados via intramamadria, como também aplicagdo tdpica de natamicina
(NOBRE et al., 2002).

No que concerne a aplicagdo dos derivados azodlicos, em casos de candidiase
superficial, um dos tratamentos indicados ¢ o uso de cetoconazol duas vezes ao dia, associado
com a utilizacdo de xampu contendo clorexidina e miconazol, por um periodo de até seis
semanas (MUELLER et al.,, 2002). CLEFF et al. (2007) descrevem a utilizagao de
cetoconazol via oral, na dose de 10mg/kg a cada 12 horas, associado a banhos semanais com
xampu de cetoconazol, por um periodo de 30 dias. Apos este periodo de tratamento, foi

observada melhora gradativa das lesdes.
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O cetoconazol apresenta espectro de atividade amplo, que engloba varias espécies
de Candida e dermatofitos, no entanto, estudos relatam sua pouca eficiéncia, in vitro, contra
cepas de C. tropicalis e C. albicans (ROCHETTE et al., 2003; BRITO et al., 2007). Quando
usado, tal farmaco pode resultar em uma série de efeitos colaterais, como inapeténcia,
diarréia, depressdo e alopecia, além de ser hepatotoxico. Estes efeitos sdo observados
principalmente em animais jovens (ROCHETTE et al., 2003; OZAWA et al., 2005; BRITO et
al., 2007). Apesar dos relatos de resisténcia com o uso dos azdis e dos novos antifungicos
disponiveis para o tratamento da candidiase, o cetoconazol ¢ um dos farmacos mais
freqiientemente utilizado em clinica de pequenos animais, representando alternativa
economicamente viavel e com varias apresentagdes para uso veterinario, além de ser indicado
para terapia de micoses cronicas em diversas espécies (FARIAS & GIUFFRIDA, 2002).

Entre os derivados azdlicos, utilizados para o tratamento da candidiases em
pequenos animais, estd também o fluconazol. De acordo com LINEK et al. (2004), este
farmaco pode ser utilizado em cées para o tratamento de endoftalmites por Candida, devendo
ser a primeira dose administrada por via oral e a segunda 24 horas depois. Apesar de bastante
utilizado e apresentando bons resultados no tratamento contra candidiases, o fluconazol
semostra impotente contra algumas espécies como: C. krusei e C. glabrata (VANDEN
BOSSCHE et al., 2003; POSTERARO et al., 2006).

Em casos de infec¢do urindria causada por Candida, o itraconazol ¢ um derivado
azolico que pode ser utilizado, sendo administrado por via oral, uma vez ao dia, por até quatro
semanas. Apos este periodo, KANO et al. (2002) relataram que ndo mais observaram a
presenca de leveduras na urina de um cao com tal enfermidade. Esta droga ¢ bastante eficiente
também em casos de candidiases sistémicas e superficiais (ROCHETTE et al., 2003;
OZAWA et al., 2005).

Uma preparagdo otoldgica contendo clotrimazol, que ¢ um derivado imidazdlico,
¢ indicada para o tratamento de otites externas agudas e cronicas de caes causadas por fungos,
incluindo Candida spp., sendo a utilizagdo topica de uma solucdo de clotrimazol a 1% eficaz
para o tratamento de otite externa por C. albicans, apresentando bons resultados, tanto clinica
como laboratorialmente (MOTA et al., 1999b).

Para as aves acometidas de candidiases, ¢ indicado tratamento com nistatina,
valendo salientar que, por ndo ser absorvida no sistema gastrintestinal, este farmaco precisa
agir por contato direto com as lesdes. Em casos de candidisase refrataria, recomenda-se a
utilizacdo de antifingicos sistémicos, como itraconazol, fluconazol ou anfotericina B

(VELASCO et al., 2000; BALASUBRAMANIAM & SUKUMAR, 2007).
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2.5.1 Resisténcia Antifliingica

A resisténcia aos antifingicos pode ser classificada de duas formas: resisténcia in
vitro e resisténcia in vivo. A resisténcia in vitro pode ser subdividida ainda em resisténcia in
vitro primaria, chamada também de intrinseca ou inata, que se apresenta naturalmente no
microrganismo; ¢ resisténcia in vitro secundaria, que aparece quando o microrganismo
inicialmente sensivel se faz resistente (BALKIS et al., 2002; SANGLARD & ODSS, 2002;
VANDEPUTTE et al., 2005).

A resisténcia in vivo aparece como resultado de falha do tratamento antifungico e
ndo se associa com a diminuicdo da sensibilidade in vitro. Esse tipo de resisténcia ocorre em
virtude de fatores diferentes, como: farmacocinética da droga antifiingica, fatores dependentes
do hospedeiro (estado imune, doengas de base, entre outros) e fatores relacionados ao
microrganismo, como viruléncia e resisténcia (VIUDES et al., 2002; BRION et al., 2007).

Estudos in vivo demonstraram que ha intensa correlacdo entre a produgdo de
exoenzimas e a sensibilidade aos agentes antifiingicos, tendo sido observada maior producao
de proteinase e fosfolipase em cepas mutantes ¢ resistentes ao fluconazol, quando comparadas
as cepas parenterais, sensiveis a este antifungico (GHANNOUM, 1992; OLLERT et al., 1995;
WU et al., 2000; FEKETE-FORGACS et al., 2000).

Diversos sdo os relatos de cepas de Candida, isoladas de humanos, resistentes, in
vivo e in vitro, a farmacos antifungicos, principalmente a derivados azodlicos, e dentre estes, ao
fluconazol, sendo as espécies C. albicans, C. krusei e C. glabrata as mais citadas
(SANGLARD & ODSS, 2002; POSTERARO et al., 2006; KALKANCI et al., 2007).
Recentemente, cepas de C. albicans e C. tropicalis, oriundas de animais, apresentaram
resisténcia, in vitro, a fluconazol, cetoconazol e itraconazol (OZAWA et al., 2005; BRITO et
al., 2007).

Diversas s@o as causas descritas para o fendmeno da resisténcia apresentada por
cepas de Candida spp., tais como: pontos de mutacdo em genes, reducdo da permeabilidade
da membrana, exposi¢do continua a antifungicos, entre outras (PEREA et al.,, 2001;
SANGLARD & ODSS, 2002; CHONG et al., 2007). Com relagao a resisténcia que certas
cepas de Candida apresentam aos derivados azolicos, as principais causas citadas sdo pontos
de mutacdo no gene ERGI11, responsavel pela producdo da enzima 14a-demethylase

(VANDEPUTTE et al., 2005), modificagdes no gene CDR, que codifica bombas de efluxo,
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bem como reducdo da permeabilidade da membrana a tal grupo de farmacos (PEREA et al.,
2001).

O desenvolvimento de resisténcia aos derivados azolicos pode também decorrer
da exposicao prolongada da cepa fingica a este grupo de drogas, fato ja observado em cepas
de C. albicans e comum em pacientes portadores de HIV. Comumente tais pacientes
apresentam candidiase orofaringeal e sdo tratados com fluconazol oral, que, apesar de
eficiente e pouco toxico, acarreta aumento da incidéncia de resisténcia clinica, levando a
infecgdo por cepas resistentes a este farmaco (MARTINEZ et al., 2002). A resisténcia clinica
pode ocorrer por variados mecanismos, tais como: infec¢do por microrganismo que apresenta
resisténcia intrinseca; selecdo de cepas resistentes, oriundas da pressdo exercida pelo
antiflingico; e desenvolvimento de resisténcia no microrganismo anteriormente sensivel.

A falha no acimulo de antifingicos azdlicos no interior da célula, alteracdes nas
bombas de efluxo e mutagdes no gen ERG11 té€m sido identificadas como as principais causas
de resisténcia de Candida spp. pouco sensivel a tais drogas (VANDEPUTTE et al. 2005).
Modificacdes na interacdo da droga com a enzima-alvo também sdo citadas como causa de
resisténcia. Mutacdes desse gé€nero sdo descritas em cepas de C. albicans resistentes a
fluconazol (KAKEYA et al., 2000). ASAI et al. (1999) demonstram com seus resultados que
este tipo de mutagdo acarreta nao-perturbagdo da atividade da 14a-demetilase pelo
antifungico, permitindo a mutantes a capacidade de produzir ergosterol normalmente, de
acordo com VANDEN BOSSCHE et al. (2003), uma eficiente estratégia de resisténcia.

A presenca de resisténcia em cepas de Candida geralmente esta associada ndo
apenas a um, mas a varios fatores que atuam ao mesmo tempo, resultando na expressdo da
caracteristica de resisténcia. PEREA et al. (2001), investigando cepas de C. albicans
resistentes a fluconazol, constataram uma natureza multifatorial na resisténcia a tal farmaco,
com predominancia de mecanismos como a “superexpressdao” de genes (CDR e MDRI) que
codificam bombas de efluxo, associada a “superexpressdao”, bem como, mutagdes no gene
ERGI1. Multiplos mecanismos combinados foram detectados em 75% dos isolados
resistentes. Esses autores observaram ainda que cepas resistentes a fluconazol ndo
obrigatoriamente se apresentam resistentes as demais drogas antifiingicas, no entanto, ¢
notéria a diminui¢ao da sensibilidade de cepas resistentes a fluconazol, em relagdo a outros
derivados azoblicos, tais como itraconazol, voriconazol € posaconazol.

A ocorréncia de multirresisténcia a derivados azolicos em cepas de Candida pode
ser associada, principalmente, a modificacdes no gene CDR, mas pode ser também atribuida a

presenga de mutagdes especificas no gene ERGII. Vale salientar que alteragdes no gene
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MDRI, também responsavel por codificar bombas de efluxo, estdo associadas,
exclusivamente, a resisténcia a fluconazol.

Outro fator que pode interferir na sensibilidade antifingica ¢ a estocagem do
microrganismo a baixas temperaturas, que pode levar a uma diminuicdo na eficiéncia da
produgdo de proteinas, baixa fluidez da membrana celular, estabilizagdo da dupla hélice ou da
estrutura secundaria da molécula de DNA ou RNA, lento arranjo estrutural das proteinas e
decréscimo da atividade enzimatica (GRAUMMANN & MARAHIEL,1996; PANOFF et al.,
1998). E pouco provavel, no entanto, que tal forma de estocagem resulte na resisténcia de
espécies fungicas a azolicos, visto que cepas de Candida ATCC, existentes ha anos, ja foram
estocadas das mais diversas formas, sem, no entanto, serem alvo de qualquer alteragdo em
suas caracteristicas fenotipicas e morfoldgicas, incluindo valores de sensibilidade antifingica

(BRITO et al., 2007).

2.6 Biologia Molecular no Estudo das Candidiases

As infeccdes fungicas, incluindo as candidiases, muitas vezes ndo apresentam
manifestagdes clinicas patognomonicas, fato que aliado a falta de um método diagnostico
mais rapido e sensivel, torna dificil a ado¢ao de medidas terap&uticas mais adequadas diante
do quadro infeccioso. Métodos classicos baseados no crescimento do microrganismo em
meios de cultura demandam tempo, visto que precisam de, pelo menos, 48 horas para
identificacdo. Assim, o desenvolvimento de métodos diagnoésticos eficientes, rapidos e
sensiveis possibilita a prescricdo de um tratamento antifingico precoce, favorecendo melhor
prognostico. Vale salientar que a maioria dos quadros de candidiases tem origem endogena,
ou seja, sdo causados pela levedura ja presente no organismo (GARCIA-RUIZ et al., 2004).
Dessa forma, ¢ interessante também o desenvolvimento de métodos que permitam a
diferenciagdo entre microbiota e infecgao.

Avangos obtidos na area da Biologia Molecular permitiram o desenvolvimento de
métodos moleculares, consideravelmente eficientes, para identificacdo de espécies e
subespécies do género Candida, bem como para o monitoramento da emergéncia de cepas
resistentes a antifungicos, ja que a avaliacdo genética ¢ uma prova util para detectar
mecanismos de adaptacdo da célula fiingica a presenca de antifingicos (CIRAK et al., 2003),
além do que métodos de identificacdo de leveduras, rapidos e sensiveis, estdo se tornando

cada vez mais importantes € necessarios, visto que os agentes antifungicos diferem com
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relacdo a sua atividade na dependéncia da cepa fungica, bem como espécies de Candida
diferem em suas caracteristicas de viruléncia.

A andlise molecular pode contribuir para melhor entendimento da patogenicidade
deste grupo de microrganismos, bem como a tipificagdo de cepas pode fornecer informacgdes
sobre a origem e mecanismos de transmissdo, estabelecer relagdo entre isolados e suas
propriedades de viruléncia (WEIG et al., 2007). As técnicas moleculares também podem ser
empregadas na determinagdo de resisténcia antimicrobiana, no monitoramento de doengas por
meio da deteccdo de infecgdes e em estudos epidemiologicos (MOLINA & TOBO, 2004).

A abordagem molecular ¢ bem sensivel e especifica quando comparada a
procedimentos convencionais utilizados para deteccdo e identificacdo de fungos. O PCR foi
uma das primeiras técnicas descritas para tais aplicagdes, sendo muito eficiente na distingdo
de espécies de Candida, além de ser muito mais sensivel e especifico do que procedimentos
convencionais utilizados para detec¢do e identificacdo de fungos em culturas in vitro ou
mesmo de amostras clinicas. Outras técnicas, porém, surgiram com o objetivo de potencializar
a eficiéncia do PCR na identificacdo de microrganismos, como nested PCR, multiplex PCR,
RAPD (Random amplified polymorphic DNA), AP-PCR (arbitrarily primed PCR), RFLP
(Restriction Fragment length polymorphism), ARDRA (Amplified ribosomal DNA restriction
analysis), entre outras. Todas sdo utilizadas de forma eficiente na identificacdo de espécies do
género Candida (CIRAK et al., 2003; BOCKELMANN et al., 2008).

Com relacdo a alvos moleculares que podem ser utilizados para diagnodstico de
fungos, as regides codificantes 18S, 5.8S, e 28S do RNAr evoluem lentamente, sendo
relativamente conservadas e por isso fornecem uma base molecular que pode estabelecer
relacoes filogenéticas entre microrganismos. Entre as regides codificantes, existem regides
internas ndo transcritas (internal transcribed spacer 1 e 2 -ITS1 e ITS2, respectivamente), que
evoluem mais rapidamente e podem, portanto, variar entre diferentes espécies dentro de um
mesmo género. A regido ITS ¢ localizada entre os genes 18S e 28S do RNAr e estd
subdividida em regido ITS1, entre as regides 18S e 5.8S, e regido ITS2, que esta entre as
regioes 5.8S e 28S. Diferencas entre espécies obtidas por fragmentos de tamanhos distintos ou
sequéncia das regides ITS1 e ITS2 sdo usadas para detectar e identificar fungos, bem como
ambas as regides podem ser empregadas para identificar espécies fungicas na cultura in vitro
(FUJITA etal., 2001; BOCKELMANN et al., 2008).

Diversos estudos sdo descritos na literatura utilizando as regides ITS1 e ITS2
como alvo molecular para a identificagdo de espécies de Candida, visto que estas regides

evoluem mais rapidamente e podem, portanto, variar entre diferentes espécies dentro de um
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género (MASSONET et al., 2004). SUCHODOLSKI et al. (2008) utilizaram as regides ITS1
e ITS2 como alvo molecular para a deteccdo de espécies fungicas de amostras provenientes
do intestino de cdes saudaveis e doentes. Os autores detectaram a presenca de géneros
fungicos diferentes, e dentre estes, Candida spp., sendo o isolamento das espécies C.
albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, mais frequente em caes acometidos de enteropatias.
A padronizacdo da extragdo e purificacdo de DNA, bem como dos produtos da PCR, ndo esta
ainda bem estabelecida e a aplicagdo de adventos moleculares na Medicina veterindria ¢ muito
escassa, sendo poucos os relatos da utilizagdo de tais técnicas para estudos epidemioldgicos,
de identificagdo e caracterizacdo de espécies de Candida, isoladas de animais.

Trabalhos como de KANO et al. (2002) e MORETTI et al. (2004) chamam
atencdo para este fato. Os autores aplicaram técnicas moleculares distintas para identificacdo
de cepas de Candida, agentes de infec¢des em animais. KANO et al. (2002) identificaram
uma cepa de C. albicans e uma de C. parapsilosis, provenientes da urina de cdes com
infeccdo urinaria, pela analise do DNA ribossomal por PCR. Ja MORETTI et al. (2004)
optaram por uma reacdo de PCR-REA (Restriction Enzyme Analysis), mediante a qual
identificaram uma cepa de C. albicans responsavel por um quadro de dermatomicose em um
cdo. Vale salientar que EDELMANN et al. (2005), em uma analise filogenética, concluiram
que isolados de C. albicans oriundos de humanos e de animais ndo apresentaram nenhuma
distincdo e que os animais podem ser considerados possiveis vetores destes microrganismos
para seres humanos, principalmente imunocomprometidos. JACOBSEN et al. (2008), no
entanto, fazendo uma comparacao entre cepas de C.albicans isoladas de humanos ¢ animais,
mas com origens geograficas distintas, afirmam que existe separa¢do genética entre cepas de
animais e cepas que colonizam e infectam seres humanos, mas mantendo alguns tragcos
comuns.

MORRETT et al. (2006) utilizaram a técnica de PCR-reverse hybridization assay
para confirmar o diagnostico micoldgico convencional, baseado em testes morfologicos e
nutricionais, de uma C. tropicalis, agente de lesdes cutdneas em um cao, estando associada
com L. infantum. Os autores extrairam DNA proveniente de blocos de parafina contendo
material biopsiado diretamente da pele afetada e obtiveram resultados satisfatorios.

Diversos autores incentivam o diagndstico, por Biologia Molecular, de infecgdes
invasivas causadas por Candida, diretamente da amostra clinica, tais como sangue, soro,
plasma, frascos de cultura de sangue, liquidos corporais ¢ amostras de tecido (KLINGSPOR
& JALAL, 2006), bem como métodos baseados em PCR mostram claramente maior

sensibilidade do que a cultura e com eficacia comparavel. Varios protocolos de PCR sdo
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capazes de detectar e identificar espécies de Candida em menos de 24 h (SHIN et al, 1997;
CHANG et al, 2001).

Apesar de tantas vantagens, existem fatores limitantes ao estabelecimento do PCR
como técnica para diagndstico de rotina, visto que o método € sensivel para reacdes cruzadas
com os contaminantes, resultando em falso-positivos. Outros problemas metodologicos
incluem a presenca de um baixo niimero de leveduras circulantes durante infec¢ao sistémica e
Candidas provenientes da microbiota que podem contaminar a amostra clinica, bem como a
rigida parede celular deste grupo de microrganismos e¢ a necessidade de padroniza¢do da
extracdo e purificacdo de DNA e dos produtos da PCR, ndo ainda bem estabelecidos. Estes
fatores, juntamente com a auséncia de padronizagdo para selecionar e manipular amostras
clinicas e detectar o DNA-alvo, conduzem a resultados divergentes. Como consequéncia, 0s
resultados moleculares ndo sdo reconhecidos ¢ ndo hd consenso no que diz respeito aos
critérios para diagnostico (WEIG et al., 2007).

De acordo com a literatura, a parede celular presente nas células de Candida
dificulta a obtengcdo de DNA de qualidade, de forma que diferentes técnicas utilizadas para
rompimento celular, realizadas por meio de expedientes mecanicos ou enzimaticos, sdo
relatadas. Mais recentemente, LIM et al. (2008), descreveram um método alternativo para
extracdo de DNA de Candida, utilizando sorbitol e glass beads, de acordo com os autores
uma metodologia simples, economicamente mais viavel e eficaz, que, utilizada em conjunto
com kits comerciais para extragdo de RNA e DNA, obtém produtos com qualidade
relativamente melhor do que outras técnicas de ruptura celular, tais como as que utilizam a
enzima lyticase. Além do mais, esta metodologia evita a utilizagdo de produtos como
fenolcloroféormio e B-mercaptoetanol.

A grande vantagem da PCR ¢ o seu algcado poder de predicdo negativa, o que
permite determinar antecipadamente a inexisténcia de infecg¢des fingicas, reduzindo o uso
empirico de antifingicos (HEBART et al 2000; WILLIAMSON et al, 2000), no entanto, para
a aplicagdo rotineira de métodos moleculares, alguns aspectos técnicos que tém de ser
melhorados, como, por exemplo, controles para evitar falso-positivos em decorréncia da
contaminagdo por fungos ambientais. Outro aspecto a considerar ¢ a grande sensibilidade dos
métodos moleculares, que poderia gerar dificuldade na hora de interpretar os resultados.

A analise por microssatélites ¢ baseada na amplificacdo, por meio de PCR, de
fragmentos utilizando primers complementares a sequéncias singulares, repetitivas, presentes
no DNA-alvo. Estas sequéncias repetitivas sdo chamadas microssatélites. Esta técnica difere

do RAPD na utilizacdo de uma temperatura de anelamento mais elevada, 55 °C, em vez de 37
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°C, como ¢ no RAPD. A aplicagdo de uma temperatura de anelamento mais alta ensefa
produtos mais especificos, o que, consequentemente, garante maior reprodutibilidade
(BOTTEREL et al, 2001; STEPHAN et al, 2002; DALLE et al, 2003).

SAMPAIO et al. (2001) descreveram um novo locus de microssatélite (CAI)
localizado em uma regido nao codificante do genoma de C. albicans, e avaliaram com rigor a
sua aplicabilidade para diferenciar cepas. Os primers utilizados para este locus sdo especificos
para C. albicans, ndo ocorrendo a amplificagdo em outras espécies de levedura, incluindo C.
dubliniensis. Os microssatélites podem ocorrer em varios milhares de exemplares dispersos
por todo o genoma e exibir elevado polimorfismo. Assim, a tipagem de DNA por
microssatélites pode fornecer importantes correlagdes entre gendtipos e origem de infecgdes
grau de viruléncia e sensibilidade a drogas. Essas correlagdes sdo importantes para estudos
epidemioldgicos. BARADA et al. (2008), analisando 116 cepas de C. albicans utilizando este
mesmo locus, observou a ocorréncia de 44 tipos diferentes de alelos e 75 gendtipos distintos,

e notaram que cepas com gendtipos iguais causando infec¢des e presentes no ambiente



3 JUSTIFICATIVA

Considerando-se o potencial patogénico do género Candida, os relatos de
resisténcia aos derivados azolicos em cepas oriundas de cdes, bem como a escassez de
informagdes acerca das cepas de origem veterinaria, fazem-se necessarios estudos sobre as
caracteristicas fenotipicas e genotipicas destas leveduras no campo da Medicina veterinaria.
Adicionalmente, tais investigagdes podem contribuir para o aprimoramento de métodos e

terapéuticas em clinica veterindria aplicada a pequenos animais.



4 HIPOTESES CIENTIFICAS

1 - Diferentes espécies do género Candida, bem como outros géneros de levedura, fazem
parte da microbiota de cades, vivendo como comensais em sitios anatdmicos dotados de

elevada umidade.

2 - Ha fendmeno de resisténcia antifingica em cepas de Candida spp. isoladas da microbiota

de cdes.

3 - Cepas de Candida spp., oriundas de cdes, apresentam genotipos distintos com base nas
regides ITS do DNAr, de forma que sua analise permite a identificacao das espécies diferentes

deste género de levedura.

4 - Primers universais desenhados para regides conservadas do DNAr de cepas fungicas de
origem humana amplificam as regides ITS1 e ITS2 do DNAr de cepas de Candida spp.

oriundas de cies.



5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Conhecer a microbiota fingica, por levedura, em caes saudaveis, com énfase em

aspectos fenotipicas, genotipicos e de sensibilidade antifingica de cepas de Candida spp.

5.2 Objetivos Especificos

1 - Realizar o isolamento de leveduras em diferentes sitios anatdomicos de cies

saudaveis;

2 - Determinar o perfil de sensibilidade antifingica, in vitro, das cepas de

Candida spp. e M. pachydermatis, isoladas da microbiota de caes higidos;

3 - Identificar as espécies de Candida isoladas, mediante o perfil fenotipico,

utilizando métodos manual e automatizado;

4 - Identificar espécies de levedura, isoladas de caes saudaveis e enfermos, por

intermédio do perfil genotipico das regides ITS1 e ITS2 do DNAr;

5 - Validar o método de PCR-AGE para identificacdo de cepas de Candida

oriundas de caes, utilizando primers universais desenhados para cepas de origem humana.
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Identificacdo e Sensibilidade Antifungica de Espécies de Leveduras Isoladas de Caes
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Resumo

O objetivo deste trabalho foi identificar as espécies de leveduras presentes em diferentes sitios
anatomicos de caes saudaveis e determinar sua sensibilidade antifungica, in vitro, utilizando o
teste de microdiluicdo em caldo. As amostras foram coletadas a partir do prepticio, mucosa
vaginal, oral e perianal. Os isolados foram identificados de acordo com suas caracteristicas
morfologicas e perfil bioquimico. Malassezia pachydermatis foi a levedura mais comumente
isolada, seguido por Candida parapsilosis, Candida tropicalis, Candida albicans,
Saccharomyces cerevisiae € Rhodotorula spp. A Concentracdo inibitéria minima para os
derivados azdlicos cetoconazol, itraconazol e fluconazol, contra as cepas de Candida spp.,
foram 0,03-16 pg/mL; 0,06 a >16 ug/mL; e 0,5-64 ug/mL, respectivamente, sendo os
isolados de Candida spp. sensiveis a caspofungina e anfotericina B. Todos os isolados de M.
pachydermatis foram sensiveis ao itraconazol, fluconazol, cetoconazol e anfotericina B, no
entanto verificou-se que as cepas desta espécie sdo resistentes a caspofungina. Em resumo,
este estudo mostrou que Candida spp., M. pachydermatis, S. cerevisiae € Rhodotorula spp.
podem ser encontradas como parte da microbiota de cdes saudaveis e que alguns destes

microrganismos apresentam resisténcia, in vitro, a antifingicos comumente utlizados.
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Abstract

The aim of this work was to identify the predominant yeast species present at different
anatomical sites in healthy dogs and to determine their in vitro antimicrobial susceptibility
using a broth microdilution assay. Samples were collected from prepuce, vaginal, oral and
perianal mucosas and the isolates cultured were identified according to their morphological
characteristics and biochemical profile. Malassezia pachydermatis (M. pachydermatis) was
the most commonly isolated yeast, followed by Candida parapsilosis (C. parapsilosis), C.
tropicalis, C. albicans, Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) and Rhodotorula spp..
Minimum inhibitory concentrations of the azole derivatives ketoconazole, itraconazole and
fluconazole against Candida spp. were 0.03 to > 16 pg/mL, 0.06 to >16 pg/mL and 0.5 to >
64 ng/mL respectively and Candida isolates were sensitive to caspofungin and amphotericin
B. Although all isolates of M. pachydermatis were sensitive to itraconazole, fluconazole,
ketoconazole and amphotericin B, they were found to be resistant to caspofungin. In summary
this study has highlighted that Candida spp., M. pachydermatis, S. cerevisiae and
Rhodotorula spp. are part of the normal canine surface microbiota and some of these

organisms exhibit in vitro resistance to commonly used antimicrobials.

Keywords: Dog; Yeast flora; Candida spp.; Malassezia pachydermatis; Antimicrobial

susceptibility
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Introduction

Yeasts are common components of the surface microbiota of humans and animals.
They inhabit external and internal moist surfaces, such as the skin, ear canal, conjunctival sac,
mouth, digestive tract and perianal region (Heseltine et al., 2003; Moretti et al., 2004; Prado et
al., 2004; Cafarchia et al. 2005b; Nardoni et al., 2005). Although Malassezia pachydermatis
(M. pachydermatis) is the species most commonly isolated from dogs (Cafarchia et al.;
2005b; Girdo et al., 2006; Nardoni et al., 2005), species of the genus Candida, and in
particular Candida albicans (C. albicans) are also considered important, although their
isolation has not been widely reported (Paixdo et al., 2001; Heseltine et al., 2003; Moretti et
al., 2004). Studies in Brazil indicate that C. albicans is the species most frequently implicated
in human infection (Antunes et al., 2004) along with C. tropicalis and C. parapsilosis,
important causes of onychomycosis and candidaemia respectively (Brilhante et al., 2005;
Medrano et al., 2006).

Yeasts are associated with disease following disturbances to the physical,
chemical or immunological defense mechanisms of the host (Cafarchia and Otranto, 2004;
Coutinho, 2005). For example M. pachydermatis is commonly associated with otitis externa
in dogs and with several forms of dermatitis in both dogs and cats (Cafarchia et al., 2005a;
Cafarchia et al., 2005b; Girdo et al., 2006). Candida spp. are important pathogens in small
animals, and are associated with urinary tract infections (Ozawa et al., 2005), endophthalmitis
(Linek, 2004), cutaneous lesions (Moretti et al., 2004) and systemic infections (Brown et al.,
2005).

Given the pathogenic potential of these organisms, this work set out to establish
the identity the predominant yeast species present at different anatomical sites in healthy dogs
and to determine their in vitro antimicrobial susceptibility. The findings could prove useful in

the future treatment of disease caused by these organisms.

Material and methods
Sample collection

Samples were collected over a nine month period, between June 2006 and March
2007, from the oral mucosa ( n = 203), vaginal mucosa ( n = 110), prepuce ( n = 93) and
perianal region ( #n = 123) of 203 clinically normal, intact male ( # = 94) and female ( » = 109)
dogs of various age and breed that had not received antifungal drugs in the previous six

months ( Table 1). Five veterinary clinics located in the city of Fortaleza, Ceara, Brazil
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facilitated specimen collection and samples were obtained using sterile cotton swabs

moistened with sterile 0.9% saline solution ( Cafarchia et al., 2005b).

Laboratory methods

Following sample collection, the swabs were dispatched to the Medical Mycology
Centre at The School of Medicine of The Federal University of Ceara. The samples were
inoculated onto Petri dishes with 2% Sabouraud dextrose agar (SGA, Difco Laboratories),
with or without chloramphenicol, and onto modified Dixon agar. The cultures were incubated
at between 32 and 35 °C and were examined daily for up to seven days. M. pachydermatis
was identified as previously described (Guého et al., 1996; De Hoog et al., 2000) based on
both its macroscopic and microscopic features and on its capacity to grow in Sabouraud
medium.

Candida spp. were identified according to their morphological characteristics,
biochemical profile and growth in CHROMagar-Candida. To facilitate the identification of
Candida micromorphology, chlamydospore, hyphae and pseudohyphae production was
promoted by streaking and stabbing plates containing cornmeal-Tween 80 agar (Difco
Laboratories) with a 48 h old yeast colony and incubating for 3 to 5 days at 25 °C.
Biochemical tests were performed using the assimilation method on a yeast nitrogen base
(Difco Laboratories) containing 2% agar, using disks impregnated with various
carbohydrates. Noticeable growth around the disks, after 48 h of incubation at 37° C,
indicated assimilation of the respective carbohydrate sources. Fermentation of sugars was
performed by inoculating 200 pL of 48 h culture suspensions into tubes of fermentation broth,
containing 2% solutions of each sugar. A positive result was indicated by the production of
acid and gas after 14 days (Gautret et al., 2000). The identification of Rhodotorula and
Saccharomyces was based on their morphological characteristics and biochemical profile, as

described by De Hoog et al. (2000).

Susceptibility testing — Malassezia pachydermatis

For susceptibility testing, twenty random isolates of M. pachydermatis were used:
five from the oral mucosa; five from the vaginal mucosa; five from the prepuce; and five from
the perianal region.

The microdilution assay for susceptibility testing of M. pachydermatis was as
previously described by Velegraki et al. (2004), with some modifications. After 48 h

incubation of the microdilution plates, the isolates to be tested were sub-cultured on Petri
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dishes with potato dextrose agar to determine the minimal inhibitory concentration ( MIC).
Susceptibility testing was performed using RPMI 1640 medium, with L-glutamine, without
sodium bicarbonate (Sigma Chemical Co.), buffered at pH 7.0 with 0.165 M
morpholinepropanesulfonic acid (MOPS) ( Sigma Chemical Co.), supplemented with 20 g of
glucose, 4 g of ox bile (Oxoid Ltd.), I mL of glycerol (Sigma Chemical Co.) and 0.4 ml of
Tween 20 ( Sigma Chemical Co.) per L.

The test inoculum was obtained from cultures grown for four days at 35 °C on
modified Dixon agar, using 3 mL of sterile saline, was standardised spectrophotometrically at
530nm and then adjusted to a final concentration of 2.0 — 3.5 x 10° CFU/mL.

Suspensions of itraconazole, ketoconazole (Janssen Research Foundation),
fluconazole ( Pfizer) and amphotericin B (Sigma Chemical Co.) were prepared as described
by Velegraki et al. ( 2004). Caspofungin ( Merck, Sharp and Dohme) was used as described
by Barchiesi et al. ( 2006). Ketoconazole, itraconazole and amphotericin B were prepared in
100% dimethyl sulfoxide ( Merck). Fluconazole and caspofungin were prepared in distilled
water. Final concentrations were obtained by serial dilution, with intervals tested ranging
from 0.015 — 16 pg/mL for caspofungin, itraconazole, ketoconazole, and amphotericin B and
from 0.03 — 64 pg/mL for fluconazole.

The microdilution assay for M. pachydermatis was performed in 96-well plates.
Growth and sterile control wells were included for each isolate. Following incubation of the
microplates at 32 °C for 48 h, 1 pL aliquots from each well containing M. pachydermatis plus
different concentrations of drugs, and the positive control, were subcultured in Petri dishes
with potato dextrose agar to determine the MIC. These subcultures were incubated for 2 to 5
days at 32 °C until visible colonies could be counted. Colony numbers with the different drug
concentrations were compared with those found in the positive control. For azole derivatives
and caspofungine, the MIC was defined as the lowest antifungal concentration with the lowest
number of isolates with a colony count similar to the drug-free control. The MIC for
amphothericin B was defined as the lowest concentration of drug that completely inhibited

fungal growth.

Susceptibility testing — Candida spp.

All Candida spp. isolated were evaluated in addition to one isolate of C. tropicalis
isolated from the ear canal of a dog with otitis externa which was used as a measure of
microbial resistance to azole derivatives. The MIC for Candida spp. was determined by a

broth microdilution method as described by The Clinical and Laboratory Standards Institute (
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CLSI) ( 2002) and Brito et al. ( 2007). Isolates of C. parapsilosis ATCC 22019 and C. krusei
ATCC 6258 were included as quality controls. Sensitivity and resistance criteria were
established according to CLSI ( 2002).

A standardised inoculum was prepared by turbidimetry. Stock inocula were
prepared from two day-old cultures grown on potato dextrose agar at 28 °C. Sterile 0.9%
saline was added to the agar slant, and cultures were gently swabbed to dislodge developing
blastoconidia. This blastoconidia suspension was transferred to a sterile tube, and the volume
adjusted to 4 mL with sterile normal saline. The resulting suspension was allowed to settle for
5 min at 28 °C, and its density read at 530nm and adjusted to 95% transmittance. The
suspensions were then diluted 1:100, and then 1:20 with RPMI 1640 medium with added L-
glutamine, without sodium bicarbonate ( Sigma Chemical Co.), and buffered to pH 7.0 with
0.165 M morpholinepropanesulfonic acid (MOPS) ( Sigma Chemical Co.) to obtain an
inoculum concentration of approximately 2.5 — 5 x 10° CFU/mL.

The final concentrations of the drugs tested (caspofungin, itraconazole,
ketoconazole, amphotericin B and fluconazole) were prepared as described by CLSI (2002)
and Pfaller et al. (2006). Caspofungin, itraconazole, ketoconazole and amphotericin B were
diluted as described, resuspended in RPMI 1640 (Sigma Chemical Co.), and tested in the
concentration range 0.01-16 pg/mL. Fluconazole was tested in the range 0.06 — 64 pg/mL.

The microdilution assay for Candida spp. Susceptibility testing was performed in
96-well microdilution plates. Growth and sterile control wells were included for each isolate.
The microplates were incubated at 37 °C and were assessed after two days. All isolates were
run in duplicate and the procedure was repeated at least twice. For azoles, the MIC was
defined as the lowest drug concentration inhibiting 80% of fungal growth. For amphotericin
B, the MIC was the lowest concentration of drug at which there was no fungal growth, as

defined by CLSI ( 2002).

Statistical analysis

Study data was analysed using descriptive variable analysis. The Fisher and
Pearson Chi-Square tests were used to analyse the associations of the categorised variables.
The Mann—Whitney non—parametric test was used for the comparison analysis between

discrete data. The smallest significance level was P < 0.05.



61

Results

Of the total of 529 samples analysed, yeasts were isolated from 223 ( 42.2%). The
greatest number were isolated from the perianal region (76 animals) ( Fig.1) and this site also
had the greatest species variability. At this anatomical location M. pachydermatis was most
commonly isolated ( n = 67, P < 0.05), followed by C. parapsilosis ( n =2), C. albicans (n =
1) and C. tropicalis (n = 1) (Table 2). In a small number of dogs more than one yeast species
was isolated from the same site: M. pachydermatis and C. parapsilosis from the perianal
region of three animals; M. pachydermatis and C. albicans from one animal;, and M.
pachydermatis and Rodotorula spp. from a further dog.

The site with the second greatest number of yeasts isolated was the oral mucosa,
with (73 animals) ( Fig. 1). Of these, 69 isolates were M. pachydermatis (P < 0.05), four were
C. parapsilosis, and one each of C. tropicalis and Saccharomyces cerevisiae (Table 2). Yeasts
were isolated from the vagina of 51 animals (Fig. 1). M. pachydermatis was most frequently
isolated ( n = 45) with seven isolates of C. parapsilosis also identified ( Table 2). The prepuce
was the region with the lowest number of organisms isolated (23 animals) (Fig. 1). At this
location there were 21 isolates of M. pachydermatis (P < 0.05), and one of C. parapsilosis and
C. tropicalis repectively (Table 2).

M. pachydermatis was isolated from one or more sites in 207 (92.8%) of the 223
animals from which yeasts were recovered. In particular this organism was commonly
isolated from the perianal region where it was found in 58.5% of samples. The vaginal
mucosa was the anatomical site with the second highest number of isolates (41.3% of
samples), followed by the oral mucosa (34%) and prepuce (22.3%).

Of the breeds sampled, M. pachydermatis was most frequently isolated from
Poodles and from their oral mucosa in particular. The Poodle and English Cocker Spaniel
were the breeds from which M. pachydermatis was most commonly isolated from the vaginal
mucosa (P < 0.05). The frequency of Candida spp. isolates was also higher in the Poodle (10
isolates) than in the other breeds studied. However the number and variety of Candida spp.
isolated meant statistical analysis was not feasible.

Of the 109 samples from females, M. pachydermatis was isolated from 36
samples from the oral mucosa, from 44 from the vaginal mucosa, and from 41 from the
perianal region. Of the 94 samples from males, M. pachydermatis was isolated from 32
samples from the oral mucosa, from 21 from the prepuce and from 26 from the perianal
region. Overall, there was no significant difference in the incidence of M. pachydermatis

isolated from males and females.
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Of the 22 Candida isolates, 77.3% were C. parapsilosis ( n=17, P < 0.05), 13.6%
were C. tropicalis and 9.1% were C. albicans (Table 2). The greatest number and variability
of Candida isolates were from the perianal region. Candida spp. were cultured from 5.5%,
3% and 2.2% of vaginal, oral and preputial samples respectively. One isolate of a
Rhodotorula spp. was recovered from the perianal region of a male Poodle and S. cerevisiae
was isolated from the oral mucosa of a male English Cocker Spaniel. Candida spp. were more
frequently isolated from females with the isolation of C. parapsilosis, C. albicans and C.
tropicalis from the vaginal ( » = 7) and oral ( » = 4) mucosa and from the perianal region ( n =
5). In males, two species, C. parasilosis and C. tropicalis, were isolated from preputial
samples, one species, C. parapsilosis, was isolated from the oral mucosa, and C. parapsilosis
and C. tropicalis were isolated from three samples from perianal region.

When age was considered as a factor, M. pachydermatis, was more commonly
isolated from the oral mucosa of animals greater than five years old ( P < 0.05) and was less
commonly found on the vaginal mucosa of dogs less than one year old ( P < 0.05). There was
no significant age-related difference in the isolation of this organism from the perianal or
preputial regions. Candida spp. were most commonly isolated from dogs between the ages of
1 and 5 years ( 50% of cases), followed by dogs older than 5 years ( 31.8% of cases).
Statistical analysis of this data was not appropriate given the small number of isolates.

In terms of in vitro antimicrobial susceptibility testing, the MIC values for the M.
pachydermatis and Candida isolates are detailed in Table 3. Caspofungin had a MIC of > 16
pg/mL for all 20 isolates of M. pachydermatis. Ketoconazole was the drug with the lowest
MIC of < 0.03 pg/ml, followed by itraconazole (MIC < 0.03 and MIC = 0.25 pg/ml). The
microdilution susceptibility test indicated MICs for fluconazole and amphotericin B of 8.0
and 0.25 pg/ml respectively.

Of the Candida spp. isolated, the MIC of caspofungin for C. parapsilosis varied
between 0.5 and 2 ug/mL and for C. tropicalis and C. albicans was < 0.03 pug/mL. The MIC
for Amphotericin B was between 0.125 and 1 pg/mL for all the Candida isolates tested. MICs
of > 64 ng/mL for fluconazole and > 4 pug/mL for both ketoconazole and itraconazole were
determined for three isolates of C. tropicalis. Fluconazole had a MIC of > 32 pg/mL, and
ketoconazole and itraconazole MICs of > 16 pg/mL against the two isolates of C. albicans
evaluated. For the 17 isolates of C. parapsilosis tested, the MICs for fluconazole,
ketoconazole and itraconazole were between 0.5 and 16 pg/mL, 0.03 and 2 pg/mL and 0.06

and 0.5 pg/mL respectively.
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Table 1: The breeds, ages and sexes of the clinically normal dogs sampled in the study.

Age Sex
Breed n
<1 year | % | 1-5 years | % |> Syears| % IFemalel % | Male I %

Poodle 104 22 2115 49 4712 33 31.73 58 5577 46 44.23
Mixed Breed 41 12 2927 17 4146 12 2927 21 5122 20 48.78
gng“?h Cocker 5 1 6.67 12 80 2 1333 9 60 6 40

paniel
‘T{"“?Sh“ 16 5 3125 8 50 3 1875 10 625 6 375

cIrier
I]?.Oberma“ 5 2 40 1 20 2 40 3 60 2 40

inscher
Other 22 8 36.4 10 45.4 4 182 9 409 13 59.1
Total 203 50 97 56 110 93

Table 2: The numbers and percentages of the various yeast species isolated from the various

anatomical locations in the 203 clinically normal dogs.

Anatomical Total | M. pachydermatis  C. parapsilosis  C. tropicalis  C. albicans = Rhodotorula sp. S. cerevisae
location " % " % p 7 " p
Oralmucosa 203 69 33.3 4 235 1 0 0 1
Vaginal mucosa 110 45 21.7 7 41.2 0 0 0 0
Prepuce 9% 2 10.2 1 5.9 1 0 0 0
Perianal region 123 7 34.8 5 294 1 2 1 0
Total 529 207 100 17 100 3 2 1 1
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Table 3: The minimal inhibitory concentrations (MIC) of ketoconazole, itraconazole,

fluconazole, caspofungin and amphotericin B effective in vitro against 22 isolates of Candida

spp. and 20 isolates M. pachydermatis isolated from various anatomical sites of clinically

normal dogs.

Candida spp. - MIC (pg/mL) —
Caspofungin Ketoconazole Itraconazole Fluconazole Amphotericin B
C. parapsilosis 17 0.5(2)*° 0.03 (1) 0.06 (7) 0.5 (1) 0.125 (2)
1(7) 0.06 (1) 0.25 (6) 1(5) 0.25 (6)
2(8) 0.125 (6) 054 2(1 0.5 (6)
0.25 (3) 43 13
0.5(4) 8(5)
2(2) 16 (2)
C. tropicalis 3 <0.03 (3) 0.25 (1) 0.5(D) 0.5 (1) 0.25 (1)
8 (1) 4(1) > 64 (2) 0.5(1)
>16 (1) >16 (1) 1(1)
C. albicans 2 <0.03 (2) 16 (2) >16 (2) 32(1) 0.25 (1)
64 (1) (1)
M. pachydermatis 20 > 16 (20) <0.03(20) <0.03(19) 8 (20) 0.25 (20)
0.25 (1)
C. tropicalis® 1 <0.03(3) >16 (1) >16 (1) > 64 0.25
C. krusei ATCC 1 0.03 0,5 0.5 32 2
C. parapsilosis ATCC 1 0.06 0.06 0.06 2 1

* Represents the number of isolates for the MIC indicated.

® C. tropicalis isolated from the ear of a dog with otitis externa. Used as a parameter of

resistance to azole derivatives.
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Figure 1: The percentage of samples from which various species of yeast were isolated from
various anatomical sites in 203 dogs: oral mucosa ( n = 203); vaginal mucosa ( n = 110);

prepuce ( #n = 93); and perianal region ( n = 123).

Prepuce

Vaginal mucosa (10.3%)
(22.9%)

Oral mucosa
(32.7%)

Perianal region
(34.1%)

Discussion

Although typically considered commensals, the capacity of yeasts to cause disease
when physicochemical or immunological host barriers are breached ( Cafarchia and Otranto,
2004; Coutinho, 2005) has led to increased interest in these microorganisms, in both human
and veterinary medicine ( Brown et al., 2005; Nardoni et al., 2005; Ozawa et al., 2005; Girao
et al., 2006). They constitute part of the microbiota of the skin, oral, conjunctival and vaginal
mucosa, and of the perianal region of animals ( Guillot and Bond, 1999; Prado et al., 2004)
with M. pachydermatis reported most commonly in dogs (Guillot and Bond, 1999; Crespo et
al., 2002) and less commonly, Candida spp. in both dogs and cats (Paixdo et al., 2001;
Boutilier and Carr, 2005).

In this work, we found four genera of yeast: Malassezia; Candida;
Saccharomyces; and Rhodotorula, associated with particular anatomical sites in the dog. M.
pachydermatis was found to be the most frequently isolated species of yeast in the current
study, a finding supported by a previous study that found this organism in 60% of samples
from oral mucosa and from 36.5% of samples from the perianal region of dogs (Cafarchia et
al., 2005b). Furthermore, in line with the findings of Cafarchia et al. (2005b), M.
pachydermatis was most frequently isolated from the perianal region, followed by the vaginal
mucosa, oral mucosa and prepuce. M. pachydermatis is the species most adapted to animals

and is considered a component of the microbiota of the haired skin and external ear canal of
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dogs, cats and other animals (Cafarchia et al., 2005a; Nardoni et al., 2005; Girao et al., 2006).
This organism is commonly isolated from the ear canal of healthy dogs (Crespo et al., 2002;
Kumar et al., 2002) and it has also been found in the normal canine conjunctival sac (Prado et
al., 2004).

Given that M. pachydermatis is considered the most pathogenic yeast (Cafarchia
et al., 2005a; Nardoni et al., 2005; Girdo et al., 2006) and that this organism is also potentially
zoonotic (Morris et al., 2005), the frequent finding of this organism at many sites in the dog
should raise awareness to the disease—causing potential of this organism, particularly in
immunocompromised patients.

Factors such as breed, age, season and inter—current disease can influence the
frequency of isolation of these organisms from dogs (Duarte et al., 2001; Kumar et al., 2002;
Machado et al., 2003). Various studies have indicated that yeasts are particularly associated
with the: Basset Hound; Dachshund; English Cocker Spaniel; West Highland Terrier;
Australian Silky Terrier; and Poodle (Cafarchia et al., 2005a; Girdo et al., 2006; Prado et al.,
2004). In the current study M. pachydermatis was most commonly isolated from Poodles and
English Cocker Spaniels.

Although Candida spp. have been regarded as part of the surface microbiota of
healthy animals ( Hormansdorfer and Bauer, 2000; Paixao et al., 2001; Boutilier and Carr,
2005), the particular species involved, where, and how commonly they occur remain
unknown. The present study supports the suggestion that these species are commensals of the
oral and vaginal mucosa, and of the preputial and perianal regions. While C. albicans has
previously been considered the most common Candida spp. associated with the surface
microbiota of animals (Greene and Chandler, 1998; Paixao et al., 2001; Kano et al., 2002;
Pressler et al., 2003; Sousa and Siqueira, 2003; Moretti et al., 2004), only two C. albicans
isolates were found in the current study and both were from the perianal region. In contrast to
previous findings, C. parapsilosis and C. tropicalis were frequently isolated from a wide
range of anatomical sites in this study.

Previous reports of Candida infections in animals have illustrated their pathogenic
potential (Heseltine et al., 2003; Moretti et al., 2004; Brown et al., 2005). Edelmann et al.
(2005) suggested animals should be considered potential sources of Candida infection of
particularly immunocompromised human patients. C. parapsilosis, identified in this study, is
particularly associated with systemic infection of humans ( Medrano et al., 2006) and exhibits
resistance to azole derivative antimicrobials, as observed in the current study ( Brito et al.,

2007). All the Candida isolates tested were sensitive to amphotericin B and caspofungin,
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findings similar to those of Barchiesi et al. (2006) who assessed isolates from human patients.
The MIC we found for caspofungin for C. tropicalis was similar to the findings of Pffaler et
al. (20006).

The MIC values for M. pachydermatis for azole derivatives and for amphotericin
B are similar to those previously reported (Velegraki et al., 2004), a finding that demonstrates
the reproducibility of the data when using a modification of the recommended broth
microdilution technique (CLSI, 2002). M. pachydermatis was found not to be particularly

sensitive to caspofungin in this study.

Conclusions

This study has highlighted that Candida spp., M. pachydermatis, S. cerevisiae and
Rhodotorula spp. are part of the normal canine microbiota at multiple anatomical sites and
some of these organisms exhibit in vitro resistance to commonly used antimicrobials such as

azole derivatives and caspofungin.
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RESUMO

O género Candida é composto por leveduras que vivem como comensais na microbiota de
homens e animais. Em geral, ndo causam nenhum dano aos seus hospedeiros, entretanto, em
virtude de desequilibrios nas defesas quimica, fisica e imunoldgica, estes microrganismos
podem se tornar patogénicos. Infeccdes por Candida spp. sdo pouco freqiientes na Medicina
Veterinaria, no entanto, nos ultimos anos, tem sido observado aumento consideravel de relatos
de enfermidades causadas por estas leveduras, acometendo diferentes animais. Varias
espécies do género sdo implicadas em quadros infecciosos, sendo a C. albicans a principal
delas, seguida por C. tropicalis e C. parapsilosis. Considerando-se o potencial patogénico do
género Candida, aliado ao surgimento de cepas resistentes a derivados azdlicos, in vitro, o
presente trabalho se propds realizar detalhada revisdo de literatura, abordando os aspectos

clinico-laboratoriais, etiologicos e terapéuticos da candidose na Medicina Veterinaria.
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ABSTRACT

The Candida genus is composed by yeasts that live as commmensal on human
and animals’ microbiota. In general, they do not cause any damage to their hosts. However,
due instability on chemical, physical and immunological defenses, these microorganisms can
become pathogens. Candida spp. infections are rare on Veterinary Medicine. However, on
the last years, a considerable raise of illness caused by these yeasts has been related on varied
animal species. Several species of this genus has been mentioned as responsible for infectious
diseases in animals, being C. albicans the main of them, followed by C. tropicalis and C.
parapsilosis. Considering the pathogenic role of the genus Candida, allied to the emerging of
resistant strains to the azole derivatives, in vitro, the present work proposed to perform a
detailed review, approaching clinic-laboratorial, etiologic and therapeutic aspects of the

candidosis on Veterinary medicine.

Key words: Candida, candidiasis, veterinary, azoles and resistance

INTRODUCAO

O género Candida é composto por leveduras que vivem como comensais na
microbiota de homens e animais. Em geral, ndo causam nenhum dano aos seus hospedeiros,
entretanto, em virtude de disturbios nas protecdes fisica, quimica e imunoldgica, estes
microrganismos podem se tornar patogénicos e causar enfermidades, denominadas candidoses
(MUELLER et al., 2002; MORETTI et al., 2004; SIDRIM & ROCHA, 2004; GARCIA et al.,
2007).

Infecgdes por Candida spp. em animais sdo pouco freqilientes, no entanto, nos
ultimos anos, tem sido observado um aumento consideravel de relatos de infec¢des por estas
leveduras, com diferentes manifestacdes clinicas e acometendo variadas espécies animais
(DUARTE et al., 2001; PRESSLER et al., 2003; LINEK, 2004; MORETTI et al., 2004;
KUWAMURA et al., 2006; FULLERINGER et al., 2006; KIVARIA & NOORDHUIZEN,
2007).

De acordo com a literatura, a C. albicans ¢ a espécie mais freqiientemente
envolvida em casos de candidoses em animais (VELASCO, 2000; MORETTI et al., 2004;
JIN & LIN, 2005; JADHAV & PAL, 2006; KIVARIA & NOORDHUIZEN, 2007). Outras

espécies de Candida, no entanto, tais como C. tropicalis, C. parapsilosis, entre outras,
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também sdo citadas como agentes de tais infeccdes (MUELLER et al., 2002; PRESSLER et
al., 2003; OZAWA et al., 2005; KIVARIA & NOORDHUIZEN, 2007).

Diferentes drogas antifiingicas sdo utilizadas para o tratamento de candidoses em
animais, mas a atividade destas drogas vai depender da sensibilidade da cepa, tendo sido
relatados alguns casos de cepas pouco sensiveis ou até resistentes a derivados azolicos
(ROCHETTE et al., 2003; OZAWA et al., 2005; VANDEPUTTE et al., 2005; BRITO et al.,
2007; LASSA & MALINOWSKI, 2007).

Em virtude da escassez de informacdes sobre as caracteristicas fenotipicas,
moleculares, bem como do perfil de sensibilidade a drogas antifungicas, de cepas de Candida
spp. oriundas de animais, e levando-se em consideragdo o potencial patogénico do género
Candida e o surgimento de cepas resistentes a derivados azoélicos, in vitro, o presente trabalho
se propds realizar detalhada revisdo de literatura, abordando os aspectos clinico-laboratoriais,

etiologicos e terapéuticos da candidose na Medicina Veterinaria.

Importancia de Candida spp. na Medicina Veterinaria
- Como Parte da Microbiota Animal

O isolamento de espécies de Candida a partir da microbiota de animais saudaveis,
em especial os cdes, ¢ pouco relatado. Sabe-se, no entanto, que espécies do género habitam
sitios como tubo digestivo, mucosas e pele de variados animais, incluindo muitos passaros
(CAFARCHIA et al., 2006). Dentre todas as Candida spp., a C. albicans ¢ a mais presente,
podendo ser isolada principalmente dos sistemas gastrintestinal, respiratorio e genital, tendo
predilegdo pela superficie de mucosas e dreas de jungdes mucocutineas de animais de sangue
quente (ELAD et al., 1998; FERREIRO et al., 2002; BRITO et al., 2007, JADHAV & PAL,
2006; GARCIA et al., 2007).

No Brasil, PAIXAO et al. (2001), pesquisando fungos saprobios em cdes e gatos,
relataram o isolamento de Candida spp. em 6,8% dos animais analisados. SOUSA &
SIQUEIRA (2003) detectaram a presenga de C. albicans no intestino de bovinos. Segundo
esses autores, a presenca desta levedura como saprobio estd condicionada a varios fatores,
sendo o principal a presenga de certas fontes de nutrientes.

Leveduras do género Candida também sao encontradas como parte da microbiota
do trato digestivo de diversas aves, tais como pombos, perus, aves de rapina, aves migratorias,
aves industriais, entre outras (CAFARCHIA et al.,, 2006, FULLERINGER et al., 2006;
CAFARCHIA et al., 2008). De acordo com CARFACHIA et al., (2006) as aves transportam

em sua cloaca leveduras potencialmente patogénicas sendo capazes de disseminar esses
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fungos no ambiente, o que € um problema quando se trata de aves criadas em confinamento
(FULLERINGER et al., 2006), vale salientar ainda que leveduras presentes na microbiota
destes animais tem ganhando maior importancia na micologia médica ao longo das duas
ultimas décadas, em particular a criptococose e candidose, relatadas com maior freqiiéncia,
especialmente em pacientes imunocomprometidos (VELASCO, 2000). C. albicans, C.
tropicalis, C. incospicua, C. pelliculosa, C. famata, C. parapsilosis e C. guilliermondii sao
espécies ja isoladas a partir de aves saudaveis (CARFACHIA et al., 2006; GARCIA et al.,
2007).

E importante salientar que conhecer os microrganismos que vivem como
saprobios em homens e animais ¢ essencial, visto que, havendo um desequilibrio no binémio
parasita-hospedeiro, eles podem tornar-se agentes responsaveis por infeccdes e, nestes casos,
faz-se necessaria a diferenciagdo entre um ser patogénico ou apenas constituinte da
microbiota, e isto inclui as espécies de Candida que vivem como comensais (ELAD et al.,

1998; SIDRIM & ROCHA, 2004).

- Como Patogeno

As espécies de Candida que vivem como saprobias apresentam potencial
patogénico que pode se manifestar em decorréncia de um desequilibrio do bindmio parasita-
hospedeiro, resultante de alteragdes nos mecanismos de defesa do portador ou por
comprometimento das barreiras anatomicas de protegcdo (MUELLER et al., 2002; MORETTI
et al., 2004; SIDRIM & ROCHA, 2004; WEIG & BROWN, 2007). Alguns fatores estdo
relacionados com esta caracteristica de patogenicidade, tais como: capacidade de crescer a
37°C; pleomorfismo, cujo papel ¢ importante nos processos iniciais de invasdo tecidual;
producdo de alguns metabdlitos, que podem desencadear manifestagdes alérgicas do tipo
imediato e tardio; produ¢do de adesinas e de enzimas hidroliticas, tais como proteinases e
fosfolipases, consideradas fatores importantes de viruléncia do género, sendo produzidas
pelas mais variadas espécies de Candida (SIDRIM & ROCHA, 2004; KUMAR et al., 2006;
CAFARCHIA et al., 2008).

Na Medicina Veterinaria, sdo fatores predisponentes a infec¢des por Candida:
idade, presenca de doencas auto-imunes, Diabetes mellitus, uso de corticosteroide,
antibioticoterapia, cateterismo venoso € urinario ¢ administragdo de nutricdo parenteral
(VELASCO, 2000; HESELTINE et al.,, 2003; MORETTI et al., 2004, KIVARIA &
NOORDHUIZEN, 2007). Os sitios anatdmicos mais acometidos sdo: pele, unhas, ouvido,
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trato urinario, sistema gastrintestinal e reprodutor (HESELTINE et al., 2003; MORETTI et
al., 2004; JIN & LIN, 2005; GARCIA et al., 2007; KIVARIA & NOORDHUIZEN, 2007).

Enfermidades provocadas por Candidas geralmente acometem apenas animais
imunocomprometidos (PRESSLER et al., 2003; HESELTINE et al., 2003) e em pequenos
animais, como cdes e gatos, ndo sdo muito descritas. Em casos de quadros cutaneos, este fato
se justifica porque as lesdes, na maioria das vezes, ndo sdo atribuidas a leveduras e sim a
fungos filamentosos, bactérias e parasitas (RAPOSO et al., 1996). Por isso, MORETTI et al.
(2004) chamam a atencdo para a necessidade da realizacdo de diagndstico diferencial,
associando o diagnostico clinico ao laboratorial. Relatos de candidose em animais sdo
descritos em diferentes partes do mundo, acometendo diversas espécies e com quadros
clinicos variados (OCHIAI et al., 2000, DUARTE et al., 2001; MUELLER et al., 2002;
PRESSLER et al., 2003; LINEK et al., 2004).

O primeiro relato de candidose, em caes, data de 1949, e se tratou de um caso de
dermatomicose por C. albicans (REICH & NECHTOW, 1949). No Brasil, ha relatos da
presenca de espécies do género, causando quadros de otite (DUARTE et al., 2001), infeccdo
intestinal em bovinos (SOUZA & SIQUEIRA, 2003) e dermatomicose em cades (RAPOSO et
al., 1996).

Candidoses sao freqlientemente associadas com morbidade e mortalidade de aves,
estas enfermidades tém como fatores predisponentes stress, idade, antibidticoterapia
prolongada e status imune do animal (BALASUBRAMANIAM e SUKUMAR, 2007). A flora
normal do trato gastrintestinal das aves tem efeito inibitorio sobre o crescimento de Candida
spp. assim, qualquer desequilibrio da microbiota digestiva, pelo uso incorreto de antibidticos
por exemplo, ou por mudangas no pH gastrintestinal pode resultar na proliferagdo de fungos
(GARCIA et al., 2007). Dessa forma as Candidas sdo freqiientemente associadas com
problemas gastrointestinais, principalmente em aves jovens, isso devido o sistema imune estar
imaturo ou ao desenvolvimento incompleto das defesas gastrointestinais. Infeccdes
sistémicas, apesar de pouco freqiientes, também podem acontecer (VELASCO et al., 2000;
BALASUBRAMANIAM e¢ SUKUMAR, 2007; GARCIA et al.,, 2007; SCULLION e
SCULLION, 2007).

O principal agente envolvido na candidose em aves € a Candida albicans. O
desequilibrio populacional dessas leveduras leva ao aparecimento da doenga, principalmente
no sistema digestivo, podendo acometer o sistema reprodutivo, olhos ¢ tornar-se sist€émica
(VELASCO et al., 2000; BALASUBRAMANIAM ¢ SUKUMAR, 2007; GARCIA et al,,
2007).
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A inflamacdo da glandula mamaria ¢ o mais importante problema sanitario em
rebanhos bovinos leiteiros. A incidéncia de mastite devido a Candida spp. ¢ geralmente muito
baixa em vacas leiteiras, no entanto KIVARIA & NOORDHUIZEN (2007) relatam que ao
longo de 31 anos as mastites casadas por C. albicans aumentaram sua ocorréncia de <1% para
>17%, vale salientar ainda que esta enfermidade apresenta impacto econdmico negativo sobre
a rentabilidade da pecuaria mundial, tanto pela redugdo da produtividade quanto pelo aumento
nos custos dos tratamentos.

De acordo com SANTOS & MARIN (2005) as Candidas constituem a terceira
maior causa infecciosa de mastites no Brasil e varias podem ser as fontes de contaminagéo,
tais como: pele e secrecdo das tetas, maos de ordenhadores, maquinas de ordenha,
instrumentos de tratamento, condi¢cdes higiénicas do ambiente, alimentos, entre outras
(KIVARIA & NOORDHUIZEN, 2007). MOTA et al. (1999) identificaram o ordenhador
como a fonte de infecgdo de casos de mastite por Candida spp. em bovinos. De acordo com a
literatura, a antibioticoterapia e infusdo intramamaria de antibidticos, muitas vezes aplicada
sem analise microbioldgica do leite, também sdo fatores predisponentes importantes para esta
enfermidade (KRUKOWSKI et al., 2000; SANTOS & MARIN, 2005).

Diferentes espécies do género ja foram relatadas, causando enfermidades em
animais, tais como: C. guilliermondii, responsaveis por quadros de dermatomicoses em caes
(MUELLER et al., 2002); C. tropicalis, C. glabrata, e C. krusei, causando quadros diarréicos
em bezerros (ELAD et al., 1998) e C. parapsilosis, agente de dermatomicose em cdes (DALE,
1972). As espécies C krusei, C. rugosa, C. albicans, C. guilliermondii, C. parapsilosis, C.
zeulanoide, C. famata, C. kefyr, C. ciferrii, C. humicola, C. rugosa, Candida pelliculosis e C.
tropicalis ja foram identificadas como agentes de mastite clinica e subclinica em bovinos
(KRUKOWSKI et al., 2000; SANTOS & MARIN, 2005; KIVARIA & NOORDHUIZEN,
2007).

PRESSLER et al. (2003) isolaram espécies de Candida, causando infeccdo
urinaria em treze cdes e sete gatos, entre as quais estavam: C. albicans, C. tropicalis, C.
rugosa, C. krusei, C. parapsilosis e C. glabrata. KOZAK et al. (2003) isolaram cepas de
Candida spp., em especial C. krusei, em lesdes superficiais na pele, em 5% de 100 caes
analisados e, mais recentemente, OZAWA et al. (2005) isolaram C. tropicalis como agente de
um quadro de cistite em um cao.

De acordo com a literatura, a C. albicans € a espécie mais comum em casos de
candidoses em animais, sendo responsavel por diversos quadros clinicos como otite

(DUARTE et al., 2001), infec¢ao intestinal (OCHIALI et al., 2000), septicemia (HESELTINE
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et al., 2003), dermatomicose, infec¢ao urinaria, entre outros (RAPOSO et al., 1996; KOZAK
et al., 2003; PRESLLER et al., 2003; MORETTI et al., 2004; JIN & LIN, 2005).

Casos de endoftalmite causados por C. albicans sdo ocasionalmente relatados em
animais domésticos, e resultam da difusdo hematogénica ou sdo secundarios a uma
inflamagdo primaria da cornea pela levedura, com inocula¢do diretamente dentro do olho
(GERDING et al., 1994; LINEK et al., 2004).

Apesar de serem tidas como oportunistas, KOZAK et al. (2003) isolaram espécies
de Candida causando dermatomicose em animais jovens, livres de desordens imunoldgicas,
destacando-se C. albicans e C. krusei dentre as espécies observadas. Ademais, BROWN et al.
(2005) descreveram a presenga de candidose sistémica em um c@o sem nenhuma deficiéncia
imunoldgica aparente.

Com relagdo ao aspecto clinico das candidoses em pequenos animais, em caes ¢
gatos acometidos por infec¢do urinaria causadas por Candida spp., € possivel observar
quadros de disuria, hematuria, aumento da freqiiéncia de mic¢ao, anorexia, depressdo ¢
pirexia, sendo este tltimo o principal sintoma (JIN & LIN, 2005).

As lesdes classicas em casos dermatomicoses por Candida spp. apresentam
contorno irregular e sdo levemente edemaciadas, com vesiculas, preferencialmente localizadas
em areas com dobras cutaneas, como: espagos interdigitais, prepucio e regido perianal. Pode
haver, no entanto, a ocorréncia de lesdes com alopecia, crostas, Ulceras e edema (MORETTI
et al., 2004).

As otites por Candida apresentam a mesma sintomatologia daquelas causadas por
outros microrganismos, como bactérias, ou seja, € possivel observar a presenga de inflamacio,
prurido, dor, descamacao ¢ edema (MOTA et al., 1999).

A candidose em aves caracteriza-se pelo aparecimento de placas esbranquigadas,
localizadas em geral no interior da cavidade bucal e, especialmente, no papo, pela formacao
de placas pseudomembranosas necroticas na cavidade oral e trato digestivo, presenca de
material caseoso que dificultam a degluticdo e respiragdo. Penas arrepiadas, dificuldades de
ingestdo de alimentos, diarréia, dispnéia, anorexia, prostragdo, regurgitacao, vomito, perda de
peso, esofagite e espessamento da parede do esdfago sdo sintomas visiveis. Casos graves
podem provocar deformidades no bico. Em casos de infec¢des sistémicas, sdo observados
sinais no sistema nervoso central, bem como lesdes tipicas de candidose gastrointestinal

(VELASCO et al., 2000; BALASUBRAMANIAM & SUKUMAR, 2007).
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Diagndstico

O diagnostico laboratorial das espécies do género Candida consiste, inicialmente,
da confeccdo de laminas com base na amostra clinica, com hidréxido de potassio (exame
direto), que permite melhor visualizacdo de estruturas fungicas, ou através da coloragcdo de
Gram, bem como de posterior repique da mesma amostra em meios de cultura classicos: agar
Sabouraud, agar Sabouraud com cloranfenicol e agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e
cicloheximida. Apo6s o crescimento do fungo nos meios de cultura, sdo realizadas provas
bioquimicas, nutricionais e morfoldgicas, adequadas para identificagdo das espécies do género
(SIDRIM & ROCHA, 2004).

Quando cultivadas, in vitro, em meios de cultura adequados, as Candidas crescem
bem dentro de 48 horas, entre temperaturas de 25 e 37 °C (KOEHLER et al., 1999). Com
relagdo a microscopia, se laminas forem preparadas diretamente com um fragmento da
coldnia ou amostras clinicas positivas, apenas os blastoconidios serdo visualizados.

Microcultivos em placa de Petri com CornMeal, acrescido de Tween 80, sdo
realizados com o intuito de permitir melhor visualizacdo da disposicdo das estruturas fingicas
tipicas de cada espécie, sendo estes, na maioria das vezes, suficientes para identificar o
microrganismo, por exemplo, cepas da espécie C. albicans, apresentam, no microcultivo,
pseudo-hifas, hifas verdadeiras, blastoconidios formando cachos, bem como clamidoconidios
terminais, caracteristicas estas peculiares a espécie (RAPOSO et al., 1996; KOEHLER et al.,
1999).

Na rotina laboratorial, diferentes testes sdo utilizados para diferenciar
bioquimicamente as espécies de Candida, tais como: assimilagdo de nitrogénio e de
carboidratos (auxonograma), fermentacdo de carboidratos (zimograma), prova da uréia e teste
do tubo germinativo (SIDRIM & ROCHA, 2004).

O auxonograma consiste na capacidade que uma levedura apresenta de crescer
aerobiamente na presenca de determinado carboidrato, fornecido como tnica fonte de
carbono. Os seguintes carboidratos s3o utilizados: inulina, ramnose, L-arabinose, celobiose,
dextrose, sacarose, rafinose, dulcitol, melibiose, trealose, galactose, maltose, xilose, inositol e
lactose.

As espécies do género Candida apresentam um perfil de assimilagdo de
carboidratos diferente e a leitura ¢é feita, durante 24 a 96 horas, mediante visualizacdo de halos
de crescimento que se formam em volta do carboidrato assimilado. Dessa forma, cepas de C.
albicans apresentam resultado positivo para glicose, galactose, xilose, trealose ¢ maltose e

resultado variavel para L-arabinose e sacarose. A C. tropicalis ¢ capaz de assimilar glicose,
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galactose, xilose, trealose e maltose, podendo assimilar ou ndo sacarose. Quanto a C.
parapsilosis, esta assimila glicose, galactose, sacarose, maltose, trealose, xilose, arabinose e
rafinose, sendo esta tltima variavel (HOOG et al., 2000; SIDRIM & ROCHA, 2004).

No zimograma ¢ avaliada a capacidade da levedura de fermentar determinado
agucar em baixas tensdes de oxigénio. Uma suspensdo da levedura ¢ colocada em um tudo de
ensaio contendo meio de cultura liquido e um tubo de Durhan invertido. A positividade ¢ dada
pela producdo de gas carbdnico, que fica contido no interior do tubo de Durhan, formando
bolhas visiveis. Geralmente, os carboidratos utilizados neste teste sdo dextrose, maltose,
sacarose, galactose, lactose e trealose, mas outros podem ser empregados. Sabe-se que, de
forma geral, a espécie C. albicans ¢ capaz de fermentar glicose e maltose, e apresenta
resultado variavel para galactose e trealose; ja cepas de C. tropicalis sdo positivas para
glicose, galactose, trealose e maltose, podendo fermentar ou ndo sacarose. C. parapsilosis
fermenta glicose e a galactose ¢ variavel (HOOG et al., 2000; SIDRIM & ROCHA, 2004).
Nossa experiéncia em trabalhos realizados no Centro Especializado em Micologia Médica,
com espécimes de origem animal, mostra que as espécies mais encontradas sdo C. albicans,
C. tropicalis ¢ C. parapsilosis, por este motivo foram descritos os principais aspectos
fisiologicos das mesmas. Entretanto, para uma melhor compreensdo do diagndstico
laboratorial de leveduras sugerimos uma leitura da obra “The Yeasts: a taxonomic study
(1998)”, cujos autores sio KURTZMAN & FELL.

Existem também métodos automatizados para identificagdo das principais
espécies do género, os quais sdo de realizagdo e interpretacdo faceis, além de oferecer o
resultado em tempo menor. Sao kits tais como API 20C Aux (bioMerieux-Vitek) e API 32C,
que se baseiam na capacidade assimilativa de substratos bioquimicos e enzimaticos pelas
leveduras (KOEHLER et al., 1999).

Meios de cultura cromogénicos para Candida, tais como o BBL™ CHROMagar
Candida™ (Becton Dickinson) e agar Candida ID2 (bioMérieux), facilitam bastante o
diagnostico de infecgdes por Candida spp., principalmente quando sao candidoses sistémicas

(WEIG & BROWN, 2007).

Estratégias de Tratamento

Diferentes drogas antifingicas sdo indicadas para o tratamento de infecgdes
causadas por Candida spp., nao existindo, no entanto, uma terapéutica padronizada (NOBRE
et al.,, 2002). Recentemente os triazdlicos t€m recebido maior destaque, sobretudo o

fluconazol e o itraconazol, ambos com largo espectro de agdo e efeitos toxicos bastante
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reduzidos, no entanto, devido sua freqiiente utilizacdo, tem-se observado resisténcia entre os
fungos, principalmente por espécies de Candida (NOBRE et al., 2002). De acordo com
OZAWA et al. (2005) a atividade destas drogas vai depender da sensibilidade da cepa em
foco.

Em casos de infecc¢do sist€émica por leveduras do género, acometendo diferentes
espécies animais, a anfotericina B demonstra ser bastante eficiente. Estudos demonstraram
boa atividade da droga, in vitro, contra cepas de Candida spp. isoladas de bovinos com
mastite, no entanto, este € um farmaco pouco utilizado na rotina, em virtude do custo elevado
e dos severos efeitos colaterais (ROCHETTE et al., 2003; OZAWA et al., 2005). Outros
farmacos indicados para o tratamento de vacas acometidas de mastite sdo o miconazol e
clotrimazol, utilizados via intramamaria, como também aplicagdo topica de natamicina
(NOBRE et al., 2002).

No que concerne a aplicagao dos derivados azoélicos, em casos de candidose
superficial, um dos tratamentos indicados ¢ o uso de cetoconazol duas vezes ao dia, associado
com a utilizagdo de xampu contendo clorexidina e miconazol, por um periodo de até seis
semanas (MUELLER et al., 2002).

O cetoconazol apresenta espectro de atividade amplo, que engloba varias espécies
de Candida e dermatofitos, no entanto, estudos relatam sua pouca eficiéncia, in vitro, contra
cepas de C. tropicalis e C. albicans (ROCHETTE et al., 2003; BRITO et al., 2007). Quando
usado, tal farmaco pode resultar em uma série de efeitos colaterais, como: inapeténcia,
diarréia, depressdo e alopecia, além de ser hepatotdxico. Estes efeitos sao observados
principalmente em animais jovens (ROCHETTE et al., 2003; OZAWA et al., 2005; BRITO et
al., 2007).

Entre os derivados azolicos, utilizados para o tratamento de candidoses em
pequenos animais, estd também o fluconazol. De acordo com LINEK et al. (2004), este
farmaco pode ser utilizado em cdes para o tratamento de endoftalmites por Candida, devendo
ser a primeira dose administrada por via oral e a segunda 24 horas depois. Apesar de bastante
utilizado e apresentando bons resultados no tratamento contra candidoses, o fluconazol
mostra-se impotente contra algumas espécies como: C. krusei e C. glabrata (VANDEN
BOSSCHE et al., 2003; POSTERARO et al., 20006).

Em casos de infeccdo urindria causada por Candida, o itraconazol ¢ um derivado
azolico que pode ser utilizado, sendo administrado por via oral, uma vez ao dia, por até quatro
semanas. Apos este periodo, KANO et al. (2002) relataram que ndo mais observaram a

presenca de leveduras na urina de um co com tal enfermidade. Esta droga ¢ bastante eficiente
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também em casos de candidoses sist€émicas e superficiais (ROCHETTE et al., 2003; OZAWA
et al., 2005).

Uma preparagdo otoldgica contendo clotrimazol, que ¢ um derivado imidazolico,
¢ indicada para o tratamento de otites externas agudas e cronicas, em cdes, causadas por
fungos, incluindo Candida spp., sendo a utilizagdo topica de uma solucdo a 1% eficaz para o
tratamento de otite externa por C. albicans (MOTA et al., 1999).

Para as aves acometidas de candidose é indicado tratamento com nistatina, vale
salientar que por ndo ser absorvida no sistema gastrintestinal, este fArmaco precisa agir por
contato direto com as lesdes. Em casos de candidose refrataria recomenda-se a utilizacdo de
antifiingicos sist€émicos, tais como: itraconazol, fluconazol ou anfotericina B (VELASCO et

al., 2000; BALASUBRAMANIAM & SUKUMAR, 2007).

Teste de Sensibilidade a Antifingicos

Por muito tempo apenas estudos de sensibilidade a antibacterianos foram
desenvolvidos e nenhuma atencao era voltada para a resisténcia a antifingicos, entretanto, nos
ultimos anos, aumenta o interesse pela busca do perfil de sensibilidade in vitro de cepas
fungicas (PEREA et al., 2001).

Com esse intuito, em 1997, o Clinical and Laboratory Standards Institut (CLSI)
(antigo National Committee for Clinical Laboratory Standards) aprovou os testes de micro e
macrodilui¢do em caldo para testar a sensibilidade in vitro de fungos leveduriformes, por
meio do documento M27-A, sendo este revisto em 2002 (M27-A2). Desta forma, pardmetros
foram determinados para varidveis como: tamanho do inoculo, temperatura, duracdo de
incubagdo, meio de cultura e critério de leitura.

Existe também um método comercial para testar a sensibilidade de cepas fingicas,
¢ o E-test”, que consistem em uma fita plastica contendo farmaco em diferentes
concentragdes, expressas no reverso da tira. Este teste retine a vantagem da simplicidade de
métodos baseados na difusdo em 4gar, j4 que este ¢ seu principio, com as informacdes
quantitativas fornecidas pelos métodos da diluicdo, dessa forma o E-test” poderia ser uma
alternativa para a triagem de casos de rotina pela sua simplicidade, no entanto, padronizacdes
ainda precisam ser estabelecidas para que este possa se tornar uma alternativa para a
metodologia preconizada pelo CLSI (KOGA-ITO et al., 2008).

Apesar da metodologia ja estabelecida, poucos sdo os trabalhos que testam a
sensibilidade, in vitro, de cepas de Candida spp. isoladas de animais. OZAWA et al. (2005)

utilizaram a técnica de microdiluigdo em caldo para testar a sensibilidade, in vitro, de uma
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cepa de C. tropicalis, isolada da urina de um cdo com cistite, a drogas como itraconazol e
fluconazol, tendo sido a cepa sensivel ao itraconazol, no entanto, apresentou valores elevados
de sensibilidade para fluconazol.

BRITO et al. (2007) realizaram testes de sensibilidade, in vitro, com cepas de
Candida spp. isoladas de caes e identificaram presenga de resisténcia aos derivados azdlicos:
cetoconazol, itraconazol e fluconazol. Os valores de concentragdo inibitoria minima (CIM)
encontrados foram os seguintes: para itraconazol e cetoconazol foi maior que 16 pg/mL para
todas as cepas de C. albicans e 66,7% das C. tropicalis; o fluconazol apresentou CIM > 64
pug/mL para 80% das cepas de C. albicans e 66,7% das cepas de C. tropicalis.

A padronizag¢@o de métodos de testes de sensibilidade in vitro se faz cada vez mais
necessaria, o que podera tornar a escolha da terapéutica sempre mais adequada e eficiente.
Além disso, ¢ uma importante ferramenta para vigilancia e monitoramento de cepas

resistentes (BRITO et al., 2007).

Resisténcia Antifingica

A resisténcia aos antifungicos pode ser classificada de duas formas: resisténcia in
vitro e resisténcia in vivo. A resisténcia in vitro pode ser subdividida ainda em resisténcia in
vitro primaria, chamada também de intrinseca ou inata, que se apresenta naturalmente no
microrganismo; e resisténcia in vitro secunddria, que aparece quando o microrganismo
inicialmente sensivel se faz resistente (BALKIS et al., 2002; SANGLARD & ODSS, 2002;
VANDEPUTTE et al., 2005). A resisténcia in vivo ocorre em virtude de fatores diferentes,
como: farmacocinética da droga antifingica, fatores dependentes do hospedeiro (estado
imune, doengas de base, entre outros) e fatores relacionados ao microrganismo, como

viruléncia e resisténcia (BALKIS et al., 2002).

Diversos sdo os relatos de cepas de Candida, isoladas de humanos, resistentes, in
vivo e in vitro, a farmacos antifungicos, principalmente a derivados azolicos, sendo as
espécies C. albicans, C. krusei e C. glabrata as mais citadas (PEREA et al., 2001;
SANGLARD & ODSS, 2002; POSTERARO et al., 2006). Recentemente, cepas de C.
albicans ¢ C. tropicalis, oriundas de animais, apresentaram resisténcia, in vitro, a fluconazol,
cetoconazol e itraconazol (OZAWA et al., 2005; BRITO et al., 2007).

Diferentes mecanismos sdo citados como responsaveis pela resisténcia que certas
cepas de Candida apresentam aos derivados azolicos, tais como: pontos de mutacdo no gen

ERG11, responsavel pela producdo da enzima 14a-demethylase (VANDEPUTTE et al.,
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2005), bem como reducdo da permeabilidade da membrana a tal grupo de farmacos (PEREA
et al., 2001).

Pontos de mutacdo no gen FRG11 e falha no acimulo de antifiingicos azolicos
tém sido identificados como as principais causas de resisténcia em isolados fingicos pouco
sensiveis a tais drogas. VANDEPUTTE et al. (2005) detectaram a superexpressdo de gens
responsaveis pelas bombas de efluxo em cepas de C. tropicalis, e, segundo os autores, a
resisténcia nesta espécie pode ser induzida facilmente.

Modificacgdes na interagdo da droga com a enzima-alvo também sdo citadas como
causa de resisténcia em cepas fungicas. Mutagdes desse género sdo descritas em cepas de C.
albicans resistentes ao fluconazol. ASAI et al. (1999) demonstram com seus resultados que
este tipo de mutacdo acarreta em uma nao-perturbacdo da atividade da 14a-demetilase pelo

antifingico, permitindo a mutantes a capacidade de produzir ergosterol normalmente.

PEREA et al. (2001) investigaram mecanismos moleculares, que resultam na
resisténcia a azolicos, em cepas de C. albicans resistentes a fluconazol. Sua anélise confirmou
uma natureza multifatorial na resisténcia a tal farmaco, com a predominancia de mecanismos
como a “superexpressdo” de gens que codificam as bombas de efluxo, detectada em 85% das
cepas resistentes analisadas. Muta¢des como a substituicdo do aminoacido funcional e a
superexpressao do gen, que codifica a enzima-alvo da droga, foram detectadas em 65 e 35%
dos isolados, respectivamente. Em 75% dos isolados havia multiplos mecanismos

combinados.

Biologia Molecular no Estudo das Candidoses

Avancos obtidos na area da Biologia Molecular permitiram o desenvolvimento de
métodos moleculares, extremamente eficientes, para identificacdo de espécies e subespécies
do género Candida, bem como para o monitoramento da emergéncia de cepas resistentes a
antifungicos, ja que a avaliagdo genética ¢ uma prova util para definir os efeitos das drogas
antifiingicas na célula fingica e mecanismos de adaptacdo destas aos antifingicos (CIRAK et
al., 2003).

A analise molecular pode contribuir para melhor entendimento da patogénicidade
deste grupo de microrganismos, bem como a tipificagdo de cepas pode fornecer informagdes
sobre a origem e mecanismos de transmissdo, estabelecer relagdo entre isolados e suas

propriedades de viruléncia (WEIG & BROWN, 2007).
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O PCR (Polymerase chain reaction) foi uma das primeiras técnicas descritas para
tais aplicacdes, sendo muito eficiente na distingdo de espécies de Candida. Outras técnicas,
porém, surgiram com objetivo de potencializar a eficiéncia do PCR na identificagdo de
microrganismos, como 0 RAPD (Random amplified polymorphic DNA), AP-PCR (arbitrarily
primed PCR), RFLP (Restriction Fragment length polymorphism), entre outras. Todas sdo
utilizadas de forma eficiente na identificacdo de espécies do género Candida (CIRAK et al.,
2003).

A aplicacdo de adventos moleculares para a Medicina Veterinaria ¢ muito escassa,
e poucos sdo os relatos da utilizacdo de tais técnicas para estudos epidemioldgicos,
identificacdo e caracterizacdo de espécies de Candida, isoladas de animais. Trabalhos como
de KANO et al. (2002) e MORETTI et al. (2004) chamam ateng@o para este fato, os autores
aplicaram técnicas moleculares distintas para identificacdo de cepas de Candida, agentes de
infecgdes em animais. KANO et al. (2002) identificaram uma cepa de C. albicans ¢ uma de C.
parapsilosis, provenientes da urina de cdes com infec¢do urinaria, pela analise do DNA
ribossomal por PCR. Ja MORETTI et al. (2004) optaram por uma reacdo de PCR-REA
(Restriction Enzyme Analysis), mediante a qual identificaram uma cepa de C. albicans
responsavel por um quadro de dermatomicose em um cdo. Vale salientar que EDELMANN et
al. (2005), em uma analise filogenética, concluiram que isolados de C. albicans oriundos de
humanos e de animais ndo apresentaram nenhuma distincdo e que os animais podem ser
considerados possiveis vetores destes microrganismos para seres humanos, principalmente
imunocomprometidos.

Diversos autores incentivam o diagnostico, por Biologia Molecular, de infec¢des
invasivas por Candida, diretamente da amostra clinica, tais como sangue, soro, plasma,
frascos de cultura de sangue, liquidos corporais e amostras de tecido (KLINGSPOR &
JALAL, 2006). O método de PCR, entretanto, ¢ sensivel para reagdes cruzadas com
contaminantes, resultando em falso-positivos. Outros problemas metodoldgicos incluem a
rigida parede celular de Candida spp., a presenga de um baixo niimero de leveduras
circulantes durante infec¢do sistémica e Candidas provenientes da microbiota que podem
estar contaminando a amostra clinica. Estes fatores, juntamente com a auséncia de
padronizacdo para selecdo ¢ manipulagdo de amostras clinicas, extracdo de DNA e detecgdo
do DNA-alvo, conduzem a resultados divergentes. Como conseqiiéncia, os resultados

moleculares ndo sdo reconhecidos € nao hd consenso no que diz respeito aos critérios para

diagnostico (WEIG & BROWN, 2007).
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CONCLUSOES

Com base no crescente aumento da casuistica de candidose na Medicina
Veterinaria, em especial na clinica de cdes e gatos, e sabendo-se que os isolados de Candida
spp. oriundos de humanos e de animais ndo apresentam distin¢cdo genotipica, e ainda
considerando-se que algumas cepas de Candida spp., isoladas de cdes, tém se mostrado
resistentes aos derivados azolicos, faz-se necessaria maior vigilancia epidemiologica, visando
a manuten¢do da satde animal, bem como o bem estar de seres humanos, uma vez que os

animais podem ser considerados vetores em potencial destes microrganismos para o homem.
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Resumo

O aumento na incidéncia de candidiases tem chamado a ateng@o de ciéntistas e clinicos
para a necessidade de métodos diagndstico mais rapidos e eficientes. No presente estudo, o
método de PCR seguido por eletroforese em gel de agarose (PCR-AGE), bem como técnicas
de identificagdo manual e automatizada (VITEK 2), foram utilizadas para identificar um total
de 30 cepas flngicas oriundas de cdes. As amostras foram obtidas a partir de casos de
dermatomicoses e otite externa, bem como de ouvido saudavel, mucosas oral e vaginal,
prepucio e regido perianal. Apos identificagdo pelo método manual tradicional, as cepas
foram reidentificadas utilizando o VITEK e PCR-AGE. Isolados de C. parapsilosis ATCC
22019, C. krusei ATCC 6258 e¢ C. albicans ATCC 10231 foram utilizados como controle. Os
primers universais ITS1, ITS3 and ITS4 foram utilizados. Dos 30 isolados de levedura
avaliados, 3 (10%) foram incompletamente ou ndo identificados pelo método fenotipico
manual, no entanto, foram identificados pelo PCR-AGE e VITEK (1 como Saccharomyces
cerevisiae, 1 como C. rugosa, e 1 como C. parapsilosis). Os resultados revelaram 96,7 % e
86,7 % de concordancia entre PCR-AGE e VITEK versus método fenotipico manual,
respectivamente. O método de PCR-AGE mostrou um grande percentual de concordancia
com o método fenotipico manual, bem como, apresentou maior rapidez e sensibilidade
quando comparado aos demais métodos, podendo, portanto, ser indicado para testes de rotina

para diagnéstico de cepas de Candida spp. de origem veterinaria.

Palavras-chave: Candida, identificacdo, VITEK, PCR-AGE, ITS, caes.
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Abstract

The increasing incidence of candidiasis has drawn the attention of scientists and
clinicians attempting to improve methods of studying Candida yeasts. PCR amplification
followed by agarose gel electrophoresis (PCR-AGE) and the manual and VITEK 2 automated
methods were used to test a total of 30 fungal strains from dog sources. The strains were
obtained from cases of dermatitis, otitis externa and from ears, oral mucosa, vaginal mucosa,
prepuce and perianal region of clinically normal dogs. After identification as Candida yeasts
by the traditional manual method, the strains were recharacterized using the VITEK method
and PCR-AGE. Isolates of C. parapsilosis ATCC 22019, C. krusei ATCC 6258 and C.
albicans ATCC 10231 were included as controls. The universal primers ITS1, ITS3 and ITS4
were used. Of 30 yeast isolates, 3 isolates (10.0%. 1 isolate as Saccharomyces cerevisiae, 1 as
C. rugosa and 1 as C. parapsilosis) that were incompletely identified by the traditional
phenotypic method were identified with the PCR-AGE and VITEK methods. The results
revealed a 96.7 % and 86.7 % concurrent identification between PCR-AGE and VITEK
methods versus the manual method, respectively. PCR-AGE showed a greater level of
concordance with the traditional method, besides being more rapid and sensitive the other
methods examined, and is therefore indicated for routine diagnostic testing of Candida spp.

strains of veterinary origin.

Keywords: Candida, identification, VITEK method, PCR-AGE, ITS, dog.
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1. Introduction

Candida spp. are common components of the surface microbiota of humans and
animals. They inhabit external and internal moist surfaces, such as the skin, ear canal,
conjunctival sac, mouth, digestive tract, perianal region, and genital and oral mucosa (Cleff et
al., 2005; Jadhav & Pal, 2006; Brito et al., 2007; Suchodolski et al., 2008). In humans,
Brazilian studies have reported that Candida albicans is the main species implicated in
infections (Antunes et al., 2004). Among the non-albicans species, Candida tropicalis is
considered an important pathogen of onychomycosis in the fingernails, and Candida
parapsilosis is the main isolated agent in candidemia episodes (Brilhante et al., 2005;
Medrano et al., 2006).

Some reports have shown that Candida spp., mainly C. albicans, are important
pathogens in small animals (Brito et al., 2007), being associated with urinary infections
(Ozawa et al., 2005), endophthalmitis (Linek, 2004), cutaneous lesions (Cleff et al., 2007) and
systemic infections (Brown et al., 2005).

Early detection of infection has a great impact on the clinical outcome of many
infectious diseases. Morphological features and biochemical tests useful for identifying
isolated fungi may take days to weeks to develop in culture, and the evaluation of these test
results requires expertise in mycology (Oliveira et al., 2006). Two commercial methods used
to identify yeasts, the API and VITEK systems, require 2 to 3 days before biochemical
reactions can be interpreted. However, their databases are limited (Silva & Candido, 2005;
Oliveira et al., 2006). The speed and sensitivity of PCR make it an ideal choice for a rapid
differentiation system (Massonet et al., 2004). A more broadly applicable approach is based
on PCR with universal fungal primers (directed towards conserved regions in the ribosomal

region) and followed by either restriction analysis (Moretti et al., 2004), sequencing
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(Massonet et al., 2004) or size determination of the amplified fragment(s) (Fujita et al., 2001;
Bockelmann et al., 2008)

The goal of this study was to use a comparative approach to evaluating manual,
automated and PCR-based methods in the identification of Candida strains from veterinary

sources.

2. Material and Methods
2.1 Yeast strains

A total of 30 yeast strains obtained from cases of dermatitis, otitis externa and from ears,
oral mucosa, vaginal mucosa, prepuce and perianal region of clinically normal dogs, were
used in this study. The isolates were obtained from primary cultures, and one colony of each
different manual phenotype was selected. This survey phase was performed at the Specialized
Medical Mycology Center, Federal University of Ceard, Brazil. American Type Culture
Collection (ATCC) strains of C. parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 6258) and C.

albicans (ATCC 10231) were also included as quality controls.

2.2. Manual and automated phenotypic analysis

The yeast strains were identified according to their morphological characteristics,
biochemical profile and growth in CHROMagar-Candida® (Paris, France). To determine the
micromorphology, plates containing cornmeal-Tween 80 agar (Difco Laboratories, Detroit,
USA) were streaked and stabbed with a 48-h-old yeast colony and then incubated at room
temperature (25 °C) for 3 to 5 days to promote the production of chlamydospores, hyphae and
pseudohyphae. Biochemical tests were performed by the assimilation method on a yeast
nitrogen base (Difco Laboratories, Detroit, USA) containing 2% agar, using disks

impregnated with various carbohydrates. Noticeable growth around the disks, after 48 h of
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incubation at 37 °C, indicated assimilation of the respective carbohydrate sources.
Fermentation of sugars was performed by adding 200 pl of 48-h culture suspensions to tubes
of fermentation broth, containing 2% solutions of each sugar. A positive result was indicated
by the production of acid and gas after 14 days (Gautret et al., 2000; De Hoog et al., 2000).
Strains identified as Candida spp., as well as incompletely identified or unidentified strains,
were submitted to the VITEK 2 automated system (BioMérieux Vitek, Hazelwood, France)

and PCR-AGE analysis.

2.3. DNA extraction

Prior to DNA isolation, yeast organisms were grown on potato dextrose agar plates
(Difco Laboratories, Detroit, USA) for 24-48 h at 37°C. The cells were suspended in 500 pl
of sterile water and quantified using a Biophotometer (Eppendorf, Hamburg, Germany). A
total of 2 x 10" cells were recovered by centrifugation at 4,500 g for 2 min and resuspended in
200 pl of buffer 1 (2% Triton X 100, 1% SDS, 10 mM Tris/HCI (pH 8), 1 mM EDTA, 100
mM NaCl). Finally, 200 ul phenol-chloroform-isoamylalcohol (25:24:1) and 300 pg glass
beads were added. After shaking samples for 4 min, 200 pul of buffer 2 were added (10 mM
Tris/HCI (pH 8), 1 mM EDTA). Samples were centrifuged (13,000 g) for 5 min, and the
extracted DNA in the supernatant was precipitated by the addition of ethanol (I ml) and
centrifuged at 13,000 g for 2 min. The pellet was resuspended in 400 ul of buffer 2, and RNA
was removed by the addition of 30 pul RNAse (I mg/ml) and incubation for 5 min at 37 °C.
The reaction was stopped with 10 pl ammonium acetate (4 M) and the DNA again
precipitated as above. The pellet was air-dried and dissolved in 50 ul of buffer 2. The yield of

DNA was determined spectrophotometrically using a Biophotometer (Eppendorf, Hamburg,

Germany) (Ausubel et al., 2002).
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2.4. PCR-AGE procedure

The primer sequences used for universal fungal amplification were described by Fujita
et al. (2001). Primers (Invitrogen, Carlsbad, CA) ITS1 (5’-TCCGTAGGTGAACCTGCG-3),
ITS3 (5’-GCATCGATGAAGAACGCAGC-3’), and ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’), targeting the conserved regions of 18S, 5.8S, and 28S
rDNAs, respectively, were used for amplification. The ITS1-ITS4 primer pair was used to
amplify the intervening 5.8S rDNA and the adjacent ITS1 and ITS2 regions, and the ITS3-
ITS4 primer pair was used to amplify a large portion of 5.8S rDNA and the adjacent ITS2
region. PCR amplification was performed with a volume of 10 pul. One microliter of each
sample was added to the PCR master mixture, which consisted of 1 pl of 10 x PCR buffer, 0.4
pl of 50 mM MgCl,, 0.2 pl of a deoxynucleoside triphosphate mixture (10 mM of each
dNTP), 1 ul of 2 uM of each primer, and 0.1 pl of 5 U/ul Taq DNA polymerase (Invitrogen,
Carlsbad, CA), with the remaining volume consisting of distilled water. Amplification
consisted of an initial denaturation at 94°C for 4 min; 30 cycles of denaturation at 94°C for 30
s, annealing at 55°C for 30 s, and extension at 72°C for 1 min; and a final extension at 72°C
for 6 min. PCR was performed in a Mastercycler Epgradient S thermal cycler (Eppendorf,
Hamburg, Germany). Negative control reactions without any template DNA were carried out
simultaneously.

Gel electrophoresis with 1.5% agarose gels was conducted with 1X TBE buffer (0.1 M
Tris, 0.09 M boric acid, | mM EDTA) at 5 V/cm for 2 h. A 100-bp DNA ladder (Invitrogen,
Carlsbad, CA) was run concurrently with amplicons for sizing of the bands. Gels were stained
with ethidium bromide-TBE solution for 10 min and then photographed. The computer
program ImageQuant TL (Amersham Biosciences Corp) was used to calculate molecular

sizes. Fragment sizes were measured three times for each strain on different gels.
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3. Results

Complete fungal identification by manual morphologic and metabolic characteristics
took about 14 days. On the other hand, for automated VITEK identification, 24 to 48 h were
required. In comparison, the PCR-AGE method involved 1.5 h for DNA isolation, 1.2 h for
PCR amplification, 2.3 h for AGE, and 30 min for staining and fragment analysis. Therefore,
the time required for yeast identifications by PCR-AGE was about 5.5 h.

Table 1 summarizes the results of the manual, VITEK and PCR-AGE strain
identifications. Table 2 shows the sensitivity of the three methods used to identify yeasts. In
brief, the best results were observed with the PCR-AGE (96.96%) and manual (90.9%)
methods.

According to PCR-AGE analysis, six patterns were recognized among the 33 fungal
strains on the basis of differences in the lengths of one or two fragments of amplicons (Figure
1). Amplification of all yeasts tested with ITS1 and ITS4 primers yielded fragments ranging
from 415 to 838 bp, while ITS3 and ITS4 primers yielded fragments of 271 to 420 bp. The
standard deviations (SDs) of the calculated molecular sizes ranged from 2.20 to 3.50 with the
ITS1-1TS4 primers and from 2.11 to 2.43 with the ITS3-ITS4 primers, and are shown in Table

3.
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Table 1. Comparison of the manual, automated VITEK 2 and PCR-AGE methods in the identification of Candida spp.

from dogs.
Registration Origin Manual VITEK 2 PCR-AGE
number

CEMM 13068 otitis externa C. albicans C. albicans C. albicans
CEMM 13069 ear C. albicans C. albicans C. albicans
CEMM 13074 ear C. albicans C. albicans C. albicans
CEMM 13075 ear C. albicans C. albicans C. albicans
CEMM 13077 ear C. albicans C. albicans C. albicans
CEMM 32023 oral mucosa C. parapsilosis (?)" C. rugosa C. rugosa
CEMM 32024 oral mucosa C. parapsilosis (?)* C. parapsilosis / C. famata C. parapsilosis
CEMM 32025  perianal region C. albicans C. albicans C. albicans
CEMM 32030  vaginal mucosa C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 32031 prepuce C. parapsilosis C. parapsilosis / C. neoformans  C. parapsilosis
CEMM 32032  perianal region C. parapsilosis C. parapsilosis / C. famata C. parapsilosis
CEMM 32033  perianal region C. albicans C. albicans C. albicans
CEMM 32035  vaginal mucosa C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 32044  vaginal mucosa C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 32045  perianal region C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 32051 oral mucosa C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 32052  perianal region C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 32053  perianal region C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 32054  perianal region C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 12078 otitis externa C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
CEMM 12081 otitis externa C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
CEMM 32026  vaginal mucosa C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 32027 oral mucosa Unidentified S. cerevisae S. cerevisae
CEMM 32029  vaginal mucosa C. parapsilosis C. parapsilosis / C. famata Unidentified
CEMM 32034 otitis externa C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
CEMM 32047 oral mucosa C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
CEMM 32048 prepuce C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
CEMM 32049  perianal region C. tropicalis C. tropicalis C. tropicalis
CEMM 32050  vaginal mucosa C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
CEMM 12063 dermatitis C. tropicalis C. tropicalis / C. neoformans C. tropicalis
ATCC 22019 - C. parapsilosis C. parapsilosis C. parapsilosis
ATCC 6258 - C. krusei C. krusei C. krusei
ATCC 10231 - C. albicans C. albicans C. albicans

*unexpected biochemical profile



Table 2. Sensitivity of manual, VITEK 2 and PCR-AGE methods used to yeast
identifications.

Complete Non-conclusive

-
Method identification (%) Identification (%)  omdentified (%)
Manual 90.9 (30/33) 6.06 (2/33) 3.03 (1/33)

VITEK 2 84.84 (28/33) 15.15 (5/33) i

PCR-AGE 96.96 (32/33) ; 3.03 (1/33)

* Yeast with atypical biochemical profile.

Table 3. PCR-AGE fragment lengths of Candida species from dogs.

Mean of fragment size (= SD), in bp, found by PCR-AGE
Organism
with the following primer pairs:
(n®. of strains)

ITS1-ITS4 ITS3-1TS4
C. albicans (8) 536 +3.36 337 +2.11
C. tropicalis (7) 522 +£2.20 331 +2.11
C. parapsilosis (14) 519 £3.50 312+2.43

104

C. rugosa, C. krusei and S. cerevisiae were not included because only one strain of each was

found.
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Figure 1. Gels showing amplification by PCR-AGE and length variation in the ITS
regions of Candida isolates from dogs. Lane 1: 100-bp DNA ladder; lane 2: C. albicans; lane
3: C. rugosa; lane 4: C. parapsilosis; lane 5: C. krusei; Lane 6: S. cerevisiae; lane 7: C.

tropicalis. A. ITS1-1TS4. B. ITS3-1TS4.
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4. Discussion

Despite the importance of Candida infections in small animals, few studies provide
information about their phenotypic and molecular features (Edelmann et al., 2005). Brito et al.
(2007) conducted phenotypic studies and established the phenotypic characteristics and drug
sensitivity profiles of Candida spp. strains isolated from dogs. This study showed evidence of
the presence of some strains resistant to azole derivatives. With respect to genotypic analysis
of Candidas of veterinary origin, in general, this is limited to isolated cases (Kano et al.,
2002; Moretti et al., 2004; Moretti et al., 2006; Suchodolski et al., 2008). Edelmann et al.
(2005) reported that C. albicans originating from humans and animal are genetically similar.
More recently, a research, based on strain typing by DNA fingerprinting, showed that C.
albicans from animals show a trend towards genetic separation from isolates that colonize and
infect humans, while still maintaining some common traits (Jacobsen et al., 2008).

The clinical impact of infections by yeast species such as Candida spp. has increased,
especially in immunocompromised patients (Antunes et al., 2004; Brown et al., 2005). Poor
vitamin intake has also been considered responsible for decreased human and animal
immunological responses, as has the use of antibiotics in animal feed, which increases the
occurrence of candidiasis in large and small animals (Garcia & Blanco, 2000) . Several non-
albicans Candida spp. are inherently less susceptible to commonly used antifungal drugs, and
their early identification is essential for rapid initiation of empirical treatment (Oliveira et al.,
2006; Brito et al., 2007; Kalkanci et al., 2007). Other yeasts, such as S. cerevisiae, have
emerged as opportunistic pathogens, and clinicians are increasingly in need of a method that
is capable of the rapid identification of a wide variety of fungi (Posteraro et al., 2000).

The diagnosis of candidiasis is mainly carried out by manual phenotyping. However,

the delay in the identification of Candida spp. by biochemical and culture procedures has led
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to a search for more rapid differentiation techniques. Other methods for the diagnostic
identification of Candida spp. include automated methods such as VITEK and techniques
based on PCR (Fujita et al., 2001; Massonet et al., 2004; Oliveira et al., 2006). However,
these techniques are not usually utilized in routine tests in the veterinary laboratory, because
they require specialized instrumentation and extensive validation in clinical studies. On the
other hand, the speed and sensitivity of PCR-based methods makes it an ideal choice for a
rapid differentiation system (Massonet et al., 2004). Therefore, the aim of the present study
was to compare the results obtained by PCR-AGE and the automated method VITEK 2, in the
identification of strains of Candida spp. of veterinary origin, with those obtained from the
manual phenotypic method.

In relation to the time of execution of each method, we found that PCR-AGE is the most
rapid compared to others. In addition, the results for yeast identification obtained by PCR-
AGE showed a high percentage of agreement with those obtained with the traditional
phenotypic method. It is important to emphasize that 3 of 33 strains had non-conclusive
identification or unidentified with the manual phenotypic method. Thus, these strains were not
included in the comparison between the VITEK or the PCR-AGE versus manual method.
Thus, the following results were observed: respective concurrence rates of 86.7% (26/30) and
96.7% (29/30) for VITEK and PCR-AGE identifications relative to the manual method.
Additionally, the concurrence for all three methods was 86.7% (26/30).

The CEMM 32023, CEMM 32024 and CEMM 32027 strains had non-conclusive
identification or were regarded as unidentified with the manual phenotypic method. The PCR-
AGE method identified these organisms as C. rugosa, C. parapsilosis and S. cerevisiae,
respectively. The results of this identification method for CEMM 32023 and CEMM 32027
strains, were in agreement with the results of the VITEK-based identification method.

However, the VITEK identification of CEMM 32024, as well CEMM 32031, CEMM 32032,
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CEMM 32039 and CEMM 12063 strains was non-conclusive, and this method could not
distinguish between C. parapsilosis and C. famata or Cryptococcus neoformans.

VITEK 2 identified conclusively 84.84% (28/33) of the strains analyzed in the present
study. Massonet et al., in 2004, utilizing the same system, found a percentage of only 67%
for conclusive identification. According to Chen et al. (2000), automated systems such as
VITEK show difficulty in the identification of some yeast species, often making it necessary
to use manual tests such as micromorphology and CHROMagar, in order to make a definitive
diagnosis (Aubertine et al., 2006, Massonet et al., 2004). Similarly, in the present study,
micromorphologic analysis was essential for differentiating C. parapsilosis from C. famata
and Cryptococcus neoformans, since the latter two species do not form pseudohyphae. In
addition, as previously reported, we obtained 86.7% (26/30) concordance between the
identification results with VITEK and those using the manual analyses. This value is higher
than that reported by Oliveira et al. (2006) who found 58% concordance between these
methods applied to yeasts from animals.

Fugita et al. (2001) reported that the PCR-AGE method could differentiate strains that
show differences of 10 bp or more in the mean lengths of either one or two PCR products.
Thus, differences of less than 10 bp in amplified products with the primers ITS1/ITS4 or
ITS3/ITS4 do not allow distinction between some species when used alone. Such fact can be
stated for the present study, seeing that the complete identification of some strains was only
possible utilizing a combination of two primer pairs for PCR analysis. Thus, two fungal
genera and 6 species were recognized on the basis of differences in the lengths of one or two
fragments of amplicons. The sizes of the PCR products amplified with the ITS1/ITS4 primers
were nearly equal for some species: C. parapsilosis and C. tropicalis, about 520 bp; and C.
parapsilosis and C. krusei, about 507 bp. However, these organisms showed differences in the

sizes of the PCR products amplified with ITS3/ITS4 primers. In contrast, the sizes of the PCR
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products amplified with ITS3/ITS4 primers were nearly equal for: C. albicans and C. krusei,
about 337 bp; C. parapsilosis and C. norvegensis, about 315 bp; S. cerevisiae and C. kefyr,
with 420 bp; and C. tropicalis and C. krusei, with fragments about 331 bp. However, these
organisms showed differences in the sizes of the PCR products amplified with ITS1/ITS4
primers. In the present study, only one strain (CEMM 32029) was unidentified with PCR-
AGE. In this case, the identifications based on the sizes of the two PCR products did not
agree. Similarly, Massonet et al. (2004) obtained discrepant results in the identification of
fungal strains based on the variability of the size of the ITS2 region.

Based on the results of the present study, there were no significant differences among
the methods compared when used to identify strains of veterinary origin. However, PCR-AGE
stands out because of its greater rapidity, sensitivity and degree of concordance with the
traditional phenotypic identification. Thus, the utilization of PCR-AGE, based on DNAr

regions, for routine diagnostic applications in veterinary clinical pathology is a possibility.
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9 CONCLUSOES

1- Candida spp., M. pachydermatis, S. cerevisiae e Rhodotorula sp. fazem parte da
microbiota de cdes saudaveis, estando presentes em sitios anatdmicos, como mucosa oral,

vaginal, prepucio e regido perianal.

2- A espécie M. pachydermatis ¢ a principal levedura constituinte da microbiota da mucosa

oral, vaginal, prepucio e regido perianal de cdes higidos.

3- O género Candida ¢ o segundo mais presente na microbiota de cdes saudaveis, sendo as

espécies C. albicans, C. tropicalis e, especialmente, C. parapsilosis, as mais frequentes.

4- Ha fenomeno de resisténcia aos derivados azolicos entre as cepas de Candida,

particularmente C. albicans e C. tropicalis, isoladas da microbiota de caes.

5- As cepas de M. pachydermatis isoladas da microbiota de cdes sdo resistentes a

caspofungina.

6- O polimorfismo de comprimento das regides ITS1 e ITS2 do DNAr de espécies de
Candida isoladas de caes ¢ suficiente para permitir sua identificagdo no contexto de espécies,

por intermédio do método de PCR-AGE.

7- A identificagdo de Candida spp., oriundas de caes, mediante o perfil genotipico das regides
ITS1 e ITS2 do DNAr, assim como aquela realizada pelo VITEK 2, apresentam elevado grau

de concordancia com o método manual.

8- Ambas as amplificacdes, utilizando os pares de primers ITS1/ITS4 e ITS3/ITS4, para
PCR-AGE das regides ITS1 e ITS2 do DNAr, sdo necessdrias para uma identificacdo

conclusiva de cepas de Candida spp. de origem veterinaria.

9- O método de PCR-AGE das regides ITS apresentou a maior taxa de indentificagdes
conclusivas de Candida spp. oriundas de caes, sendo mais sensivel do que os métodos manual

e automatizado (VITEK 2).



10 PERSPECTIVAS

O presente trabalho intenta contribuir para incrementar os conhecimentos acerca
dos aspectos fenotipicos e genotipicos de cepas de Candida spp. oriundas de cdes, de forma
que abre-se uma perspectiva de novos estudos nessa mesma linha, que podem abordar: outras
espécies de Candida oriundas de cdes; cepas de Candida oriundas de outras espécies animais;
outras regides gendomicas polimorficas, que permitem identificar espécies do género Candida;
mecanismos moleculares envolvendo o fendmeno de resisténcia aos derivados azdlicos em
cepas de Candida spp.; epidemiologia das patologias por Candida spp., utilizando marcadores
moleculares polimorficos. Além do que, o incremento do nimero de estudos utilizando o
método de PCR-AGE para identificacdo de Candida spp. podera direcionar a rapida

implementagdo desta importante ferramenta nos laboratorios de Medicina veterinaria.
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ANEXO 1

Relagdo de leveduras que constam no banco de

identificacdo VITEK 2:

Candida albicans

C. famata

C. glabrata

C. guilliermondii

C kefyr

C. krusei

C. lambica

C. lusitaniae

C. parapsilosis

C. rugosa

C. tropicalis

C. zeylanoides
Cryptococcus albidus
C. humicolus

C. laurentii

C. luteolus

C. neoformans

C. terreus

C. uniguttulatus
Geotrichum candidum
G. capitatum

G. idebohnii

Pichia anomala

Pi. ohmeri
Prototheca wickerhamii
Pr. zopfii
Rhodotorula glutinis
R. mucilaginosa
Saccharomyces cerevisisae
Sporobolomyces salmonicolor
Trichosporon beigelii
T. pullulans

Yarrowia lipolytica
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dados do sistema automatizado de

(Fonte: Manual de utilizacdo do Sistema automatizado VITEK 2, 2007)
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Identificacdo das principais espécies de Candida de interesse clinico com base em testes

fenotipicos realizados manualmente.

ANEXO II
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fraca; F+ = fracamente

inulina; Ram = ramnose; Ara = arabinose; Gli = glicose; Sac = sacarose;

Lac = lactose; Gal = galactose; Raf = rafnose; Ino = inositol; Xil = xilose; Cel = celobiose; Tr

reagao

I; F

.7

(Fonte: Sidrim & Rocha, 2004)
= variave

— = negativo; V

trealose; Rib = ribose; Mal = maltose; Mel = melibiose; Ca = capsula; T = tubo germinativo; U

NT = nao testado; + = positivo;
urease; KNO3 = assimilacao de nitrato.

positivo; T = tardio; Inu
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