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RESUMO

Macrobrachium amazonicum é a espécie nativa de camardo dulcicola que mais atrai interesse
de produtores brasileiros. Até o momento, o registro sobre a microbiota fungica de M.
amazonicum € muito restrito. Com este estudo buscou-se conhecer a microbiota por leveduras
de M. amazonicum, bem como identificar os fungos presentes na agua do cativeiro.
Adicionalmente, buscou-se estabelecer o perfil de sensibilidade antifingica in vitro e avaliar a
producéo de fosfolipase e de protease para os isolados de Candida spp. Para tanto, foram
utilizados camardes de cativeiro da fase larval a adulta, camardes de vida livra e amostras da
agua de cativeiro. As amostras de camardo foram maceradas e suspendidas em solugéo salina
estéril e o sobrenadante foi semeado em placas contendo agar Sabouraud acrescido de
cloranfenicol e agar semente de niger. A identificacdo da espécie fangica foi baseada na
micromorfologia e em caracteristicas bioquimicas. Vinte e quatro isolados de Candida spp.
foram submetidos ao teste de microdiluicdo em caldo, frente a anfotericina B, itraconazol,
fluconazol e caspofungina segundo metodologia padronizada pelo Clinical Laboratory
Standards Institute (documento M27-A2), ao teste de producdo de fosfolipase em &gar gema
de ovo e & avaliacdo da atividade de proteases. Para analise dos dados foram utilizados os
testes de Fisher, de Pearson e T de Student, com nivel de significancia de 5% (P<0,05). Foram
obtidos a partir de camar@es e da agua de cultivo 26 isolados de leveduras, pertencentes a 7
espécies, sendo C. famata (38,5%) a mais prevalente, seguida por C. parapsilosis e C.
guilliermondii (15,14%). Ademais, foram encontrados 28 isolados de fungos filamentosos na
agua de cultivo, pertencentes a cinco géneros, sendo Penicillium (46,42%) o género mais
prevalente. Todas as cepas de Candida foram sensiveis a anfotericina B (CIM=0,03125 a 0,5
pg/mL) e caspofungina (CIM=0,03125 a 1 pg/mL). Para itraconazol e fluconazol as CIMs
foram de 0,03125 a >16 pg/mL ¢ 0,5 a >64 pg/mL, respectivamente. De todos os isolados
testados, 33,33% foram resistentes aos derivados azolicos, sendo dois isolados de C. famata,
um de C. tropicalis, um de C. parapsilosis, um de C. guilliermondii e trés de C. albicans. Das
cepas de Candida spp. 12,5% e 37,5%, respectivamente, produziram fosfolipase e protease.
Por fim, este trabalho representou o primeiro estudo da microbiota por leveduras de M.
amazonicum, comparando populagdes selvagens e de cativeiro. Adicionalmente, M.
amazonicum pode ser destacado como um possivel animal sentinela na detecgéo de leveduras

resistentes a antifingicos no ambiente natural.

Palavras-chave: Macrobrachium amazonicum. Microbiota por leveduras. Candida spp.

Fatores de viruléncia. Sensibilidade a antifingicos.



ABSTRACT
Macrobrachium amazonicum is the most interesting native species of prawn for Brazilian
producers. Until now, reports on fungal microbiota of M. amazonicum is very scarce. This
study aimed at investigating yeast microbiota of M. amazonicum and identifying fungi present
in water from captivity. Additionally, we sought to establish in vitro antifungal susceptibility
profile and evaluate the production of phospholipase and protease of Candida spp. isolates.
For such, we used prawns from captivity from the larval to adult stage, wild prawns and
samples of cultivation water. The prawn’s samples were macerated and suspended in sterile
saline solution and the supernatant was seeded on plates containing Sabouraud agar with
chloramphenicol and birdseed (Guizotia abyssinica) agar. The species identification was
based on micromorphological and biochemical characteristics. Twenty-four Candida spp.
isolates were submitted to antifungal susceptibility test, against amphotericin B, caspofungin,
itraconazole and fluconazole, according to the methodology standardized by the Clinical
Laboratory Standards Institute (document M27-A2). Additionally, these isolates were tested
for phospholipase production, on egg yolk agar, and protease activity. The data were
analysed by Fisher’s exact test, Pearson’s correlation coefficient and Student’s T-test, with a
significant level of 5% (P <0.05). Twenty-six yeast isolates were obtained from prawns and
cultivation water, belonging to seven species, with C. famata (38.5%) as the most prevalent,
followed by C. parapsilosis and C. guilliermondii (15.14%). Moreover, 28 isolates of
filamentous fungi were found in cultivation water, belonging to five genera, with Penicillium
(46.42%) as the most prevalent genus. All Candida spp. strains were sensitive to amphotericin
B (MIC = 0.03125 to 0.5 ug / mL) and caspofungin (MIC = 0.03125 to 1 png / mL). For
fluconazole and itraconazole the MICs were 0.03125 to > 16 pg/mL and 0.5 to > 64 pg/mL,
respectively. Out of all isolates tested, 33.33% were resistant to azole derivatives, two isolates
of C. famata, one C. tropicalis, one C. parapsilosis, one C. guilliermondii and three C.
albicans. Out of Candida spp. strains, 12.5% and 37.5% , respectively, produce
phospholipase and protease. Finally, this work represents the first study on yeast microbiota
of M. amazonicum, comparing wild and captive populations. Additionally, M. amazonicum
can be posted as a sentinel animal for the detection of yeasts resistant to antifungal agents in

the natural environment.

Key-words: Macrobrachium amazonicum. Yeast microbiota. Candida spp. Virulence factors.

Antifungal Susceptibility.
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1. INTRODUCAO

A carcinicultura é um dos setores da aquicultura que mais atrai interesse de produtores
no mundo, sendo que o segmento marinho desempenha um papel importante no cenario
aquicola e na economia de um pais, constituindo-se em um dos principais produtos de
exportacdo, apresentando bons indices de rentabilidade e lucratividade. O répido
desenvolvimento desta atividade em importantes &reas tropicais do mundo tem ocorrido,
entretanto, acompanhado de crescentes preocupagdes sobre a sustentabilidade ambiental,
devido aos efeitos causados ao meio ambiente, como: a remocdo de manguezais, a cConversao
do uso da terra, a descarga de nutrientes, dejetos e agroquimicos e sua influéncia sobre a
biodiversidade (ABCC, 2001).

A carcinicultura de &gua doce, que representa a segunda pratica mais disseminada no
Brasil, ocorrendo em 20 Estados da federacdo, vem se tornando uma alternativa mais racional
e viavel para a manutencdo da producdo em niveis compativeis com o consumo e com a
preservacéo das populagbes naturais (VALENTI, 2002).

Das espécies exoticas de camarbes de agua doce, atualmente, Macrobrachium
rosenbergii é a mais utilizada em cria¢cBes comerciais em todo 0 mundo. Das espécies nativas
do Brasil, M. amazonicum é a preferida, atualmente, para cultivos, devido ao seu répido
crescimento e facil manutengdo em cativeiro. Segundo Lobdo e Rojas (1991), individuos
dessa espécie embora possuam um crescimento menor que o de outras espécies do género,
atingindo cerca de 10 cm comprimento e 10 g de peso médios, ndo apresentam a
agressividade caracteristica de M. acanthurus e M. carcinus, além de serem mais resistentes a
doengcas e predadores.

O cultivo de espécies do género Macrobrachium de importancia econdmica realiza-se
em duas fases: 1) larvicultura - producéo de pds-larvas, ou seja, obtengdo e cultivo de larvas
até estas atingirem a metamorfose e 2) engorda ou recria - criagdo de pos-larvas recém-
metamorfoseadas em viveiros de fundo natural, onde permanecem até atingirem tamanho
comercial; ou, alternativamente, em bercarios por um periodo de 60 a 90 dias, antes de serem
levadas para os viveiros de engorda (MORAIS-VALENTI; VALENTI, 2010).

As caracteristicas artificiais inerentes aos sistemas de producdo, frequentemente,
submetem as populacdes de camardes de dgua doce em cativeiro a condigBes estressantes. O
confinamento, a utilizagdo de densidades elevadas de estocagem, a manipulagéo frequente dos
individuos e flutuagdo dos pardmetros ambientais sdo alguns dos fatores que induzem ao

estresse. Sob tais condicOes adversas, os individuos da populagdo tornam-se mais susceptiveis



a patdgenos oportunistas, propiciando o desenvolvimento de doengas (BUENO; GASTELU,
1998).

Na literatura cientifica, ha registros relatando a importancia dos fungos filamentosos e
leveduras para a aquicultura, tanto como componentes da microbiota, como causadores de
enfermidades em diferentes grupos de interesse para aquicultura (GATESOUPE, 2007).

Os primeiros estudos realizados para investigar a presenca flngica em camardes do
género Macrobrachium foram realizados em meados da década de 1980, por Colorni (1989) e
Lombardi e Lobdo (1989a), porém visaram somente investigar aqueles causadores de
enfermidades em espécies de cativeiro, a partir da observacdo de caracteristicas
macroscopicas que pudessem inferir na presenca de fungos como patégenos primarios ou
secundarios.

Até 0 momento, o registro sobre a microbiota fingica de M. amazonicum € restrito,
sendo, portanto, de suma importancia a caracterizacdo desta microbiota, assim como o
acompanhamento da qualidade microbioldgica da agua, onde estes camardes sdo cultivados.
Segundo Bueno e Gasteld (1998), conhecer a biologia da espécie cultivada e adotar
procedimentos de cultivo adequados sdo importantes para amenizar 0s impactos negativos
causados pela falta de manejo apropriado.

A proposta deste estudo foi determinar a microbiota por leveduras de M. amazonicum,
assim como verificar a sensibilidade antifingica, in vitro, e a producdo de fosfolipase e
protease pelas espécies de Candida isoladas. Adicionalmente, investigou-se a presenca de

fungos na &gua de cultivo.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Carcinicultura de agua doce

Ha um enorme potencial para o desenvolvimento das redes produtivas do camaréo de
agua doce no Brasil, ja que a oferta atual ndo atende completamente a demanda no pais. O
camardo de &gua doce é um produto interessante pela fonte potencial de lucratividade que
representa, podendo ser criado juntamente com vérias espécies de peixes, diversificando as
fontes de renda de cultivos pouco lucrativos (PIEDADE et al., 2002).

O M. rosenbergii é a espécie de camardo de agua doce mais utilizada em cultivos de
escala comercial, em vérios paises tropicais e subtropicais. E conhecido como Camaro de
agua doce, Gigante da Malasia, Camardo Azul, Pitu Havaiano, Lagostim de &gua doce. A
tecnologia de producédo esta bem desenvolvida. Alcanga bons precos no mercado nacional e
internacional devido ao seu tamanho e sabor da sua carne. Além disso, a instalacdo de um
criatorio de camardo de agua doce causa menos conflitos por ndo necessitar da utilizagdo de
areas costeiras, que sdo requeridas para os camardes marinhos, causando impactos ambientais
pela substituicdo das areas de mangue por viveiros de cultivo (NEW et al., 2002). Entretanto,
a partir de 2003, a produgdo anual vem diminuindo no Brasil, fato caracterizado
principalmente por uma tendéncia mundial em cultivar espécies nativas, devido a importancia
na manutencdo da biodiversidade local, bem como evitar problemas causados pela introdugéo
de espécies exoticas sobre as populagdes locais.

Na China, a producéo da espécie local M. niponense j& superou a de M. rosenbergii, e
na India, ha um esforgo de pesquisa concentrado sobre a espécie nativa M. malcolmsonii
(KUTTY; VALENTI, 2010).

Neste contexto, o cultivo de M. amazonicum torna-se uma importante alternativa para
expansdo do mercado brasileiro da carcinicultura de 4gua doce. No Brasil, M. amazonicum é o
camardo de &gua doce nativo que tem gerado maior interesse para a aquicultura (NEW, 2005).
Esta espécie pode adaptar-se bem a aquicultura intensiva ou extensiva, devido a baixa
agressiva e sua capacidade de crescer em reservatorios, lagoas, e viveiros, alem de maior
resisténcia a doéngas. Apesar de M. amazonicum ser bem menor que M. rosenbergii, a sua
taxa de sobrevivéncia € alta e sua metamorfose mais rdpida (MORAIS-VALENTI;
VALENTI, 2010).



2.2 Biologia de Macrobrachium amazonicum

O termo “camaréo de &gua doce” é utilizado para caracterizar tanto espécies que tém
todo seu ciclo de vida restrito a esse ambiente, como espécies que necessitam de agua salobra
no inicio de seu desenvolvimento e de &gua doce depois da metamorfose (COELHO et al.,
1981).

Embora sejam também chamados de camar@es, como os de 4gua salgada, os de agua
doce sdo evolutivamente mais proximos das lagostas, apresentando muitas semelhancas com
estas, principalmente quanto aos habitos reprodutivos, pois as fémeas de ambas as espécies
incubam seus ovos no abddmen até a eclosdo das larvas (ISMAEL; NEW, 2000).

Os camardes de agua doce sdo crustaceos decapodes pertencentes a Subordem
Pleocyemata e familia Palaemonidae (MARTIN; DAVIS, 2001). O género mais
representativo desta familia € Macrobrachium, que segundo Holthuis (2000), é circuntropical
e nativo em todos os continentes, exceto na Europa. Atualmente, existem em todo o mundo
cerca de 210 espécies de camardes pertencentes a esse género (SHORT, 2004), das quais 45
sdo registradas nas Ameéricas e 18 no Brasil (MELO, 2003). A maioria das espécies de
camardo de A&gua doce de interesse comercial pertence ao género Macrobrachium,
distribuindo-se pelas regides tropicais e subtropicais do mundo (JALIHAL et al., 1993;
MELO, 2003).

M. amazonicum pertence ao grupo de espécies continentais de desenvolvimento larval
completo. Esta espécie é amplamente distribuida na América do Sul, desde a bacia do
Orenoco, passando pelo rio Amazonas, ate a bacia do Rio Paraguai (HOLTHUIS, 1952).

O camardo da Amazonia (M. amazonicum) pode ser separado em dois grupos
distintos: populagBes costeiras, as quais habitam rios de estuario; e populagdes continentais,
as quais vivem em rios, lagos e outros corpos d’&gua, sem contato com o litoral (MORAIS-
VALENTI; VALENTI, 2010).

Essa espécie caracteriza-se por apresentar rostro longo e delgado com margem
superior provida de nove a doze dentes, margem inferior com oito a dez dentes distribuidos
irregularmente. Carapaga e abdomen lisos e transparentes e telson terminando em uma
extremidade aguda com dois pares de espinhos na margem posterior. A segunda pata no
adulto ¢ a mais forte. Machos adultos apresentam mero, carpo e prépode cobertos por

espinulos curtos os quais nas fémeas estes estdo ausentes (MELO, 2003).
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Os camardes de &gua doce do género Macrobrachium apresentam sexos separados,
além de caracteristicas morfoldgicas externas que permitem distinguir facilmente, em
exemplares maduros, o sexo dos individuos (NEW, 2002).

Machos e fémeas de camardes palaemonideos apresentam compleicdo fisica
semelhante até atingirem a maturidade sexual, quando tém inicio os processos reprodutivos. A
partir deste momento, as fémeas destinam suas reservas energéticas a produgdo e a incubacédo
dos ovos, enquanto os machos direcionam o gasto energético ao crescimento somatico,
fazendo com que se tornem os maiores individuos da populacdo (AMMAR et al., 2001).

Os juvenis sdo translicidos, com o segundo par de pereidpodes delgado. As fémeas de
M. amazonicum normalmente s&o menores que 0s machos, e ttm menos espinhos no segundo
par de pereiopodes (Figura 1). Os ovos se desenvolvem em uma camara de incubagdo,
formada pelo arqueamento e alongamento da pleura abdominal. Estes sdo geralmente
pequenos e passam, durante o desenvolvimento embrionario, da cor verde escuro, no inicio, a
verde claro, até apresentarem uma coloracdo verde acinzentado, cinza claro ou esbranquigado
quando se encontram préximo & eclosdo das larvas (figura 2) (MORAIS-VALENTI;
VALENTI, 2010).
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(Fonte: LACAR, 2005)

Figura 1. Macho de médio porte e fémea ovada de M. amazonicum, morfologia externa.
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(Fonte: LACAR, 2010)

Figura 2. Larva de M. amazonicum.

No inicio da década de 1990 Odinetz-Collart (1993) e Odinetz-Collart e Moreira
(1993) observaram em populagdes naturais de M. amazonicum do Rio Amazonas uma grande
variabilidade de tamanho em individuos machos e a ocorréncia de diferencas nas taxas de
crescimento entre estes. No entanto, somente anos depois foi confirmada a existéncia de
morfotipos machos, tanto em espécimes cultivados em viveiros (MORAES-RIODADES;
VALENT]I, 2004), quanto em individuos de populacdo natural (SANTOS et al., 2006).

O sistema digestivo em Macrobrachium é completo e tubular; inicia-se com a boca
anteroventral, percorre dorsalmente o corpo do animal e termina em um anus localizado na
base do telson (ISMAEL; NEW, 2000). Segundo Ismael e New (2000), o sistema digestorio
se divide em trés regides: anterior, média e posterior (Figura 3), e inclui também uma
glandula digestiva, cecos piléricos e diverticulos. O intestino anterior se situa na porcao dorsal
do cefalotérax e apresenta es6fago e estbmago, este com duas camaras: a cardiaca e a pilérica,
responsaveis pelos mecanismos de trituracao e filtracdo e que junto com as enzimas iniciam o

processo digestivo. O moinho gastrico, um mecanismo de trituracdo formado por ossiculos na
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camara anterior do intestino anterior esta presente em todos os decapodes, exceto em alguns
carideos como os camardes de agua doce do género Macrobrachium. Desta maneira, a
mastigacdo nestes animais depende exclusivamente das mandibulas que quebram e separam

as particulas alimentares, encaminhando-as para o intestino médio.

(Fonte: LACAR, 2010)

Figura 3. Sistema digestorio de M. amazonicum.

2.3 Fungos filamentosos na Aquicultura

Os fungos sdo microrganismos eucariontes, cuja membrana plasmética é constituida
em grande parte por ergosterol, e que possuem parede celular composta de polissacarideos e,
algumas outras macromoléculas. Por aproveitarem a energia contida em ligagcdes quimicas
dos diversos nutrientes sdo considerados heterotroficos (SIDRIM; ROCHA, 2004). Séo
microorganismos considerados ubiquos no meio ambiente, sendo impossivel erradica-los
(SYMOENS; NOLARD, 1999).

A caracterizac@o dos fungos pode ser feita de acordo com sua estrutura celular. Nesse
caso, os fungos filamentosos que possuem unidade estrutural denominada hifa. A maioria das
espécies fangicas apresenta-se na natureza na forma filamentosa. As hifas sdo estruturas
tubulares ramificadas e pluricelulares. Apesar de frequentemente apresentarem na sua

constituicdo os septos, estes podem ndo ser vistos como estruturas de separagdo entre as
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células uma vez que apresentam um grande numero de poros que permitem a passagem de
estruturas celulares de uma célula para outra (SIDRIM; ROCHA, 2004).

Na literatura cientifica, ha registros relatando a importancia dos fungos filamentosos e
leveduras para a aquicultura, principalmente em estudos realizados com peixes, anfibios,
algas e crustaceos (FISHER, 1983; COLORNI, 1989; BROCK; LEAMASTER, 1992;
ANDLID et al., 1995; LU et al., 1997; LU et al., 1998; ANDLID et al., 1998; LIGHTNER;
REDMAN, 1998; CZECZUGA, 1999; HIPOLITO; BACH, 2002; MOORE; STROM, 2003;
BUTINAR et al., 2005; LEANO et al., 2005; RAMAIAH, 2006; GATESOUPE, 2007; NHA
et al., 2009).

Ramaiah (2006) cita como principais fungos filamentosos causadores de doengas em
peixes marinhos, aqueles pertencentes aos géneros Dermocystidium e Saprolegnia,
parasitando principalmente a pele, branquias e ovos. Leafio et al. (2005), a partir de amostras
da mucosa bucal e estomacal de tildpias em cativeiro, identificou como dominantes espécies
dos géneros Penicilliun, Aspergillus e Fusarium. Contudo, embora esses fungos sejam
conhecidos como patdgenos para peixes, sua mera presenca ndo determina doengas nos
animais de cultivo.

Batrachochytrium dendrobatidis € um fungo patégeno que, por via aquética, infecta
primariamente tecidos queratinizados em anfibios, sendo atualmente conhecido por causar um
declinio na populagdo desses animais em vérias regides do mundo, gerando uma doenca
conhecida por quitridiomicose (BELL et al., 2004; LIPS et al., 2004; PAUZA; DRIESSEN,
2008). Daszak et al. (2004), demonstraram experimentalmente que em condigdes inadequadas
de cultivo, a rd touro gigante (Rana catesbeiana) torna-se um potencial carreador de B.
dendrobatidis, propagando a quitridiomicose para novas regides, podendo tornar-se uma
ameaca para a biodiversidade de anfibios. Beard e O’Neill (2005), observaram que sapos da
espécie Eleutherodactylus coqui séo resistentes a quitridiomicose, e que em contraste a outras
espécies de anfibios, como Bufo boreas, ndo apresentam mortalidade quando infectados em
laboratorio.

Algas verdes marinhas, Cladophora frascatii e Rhizoclonium spp, e alga azul-
esverdeada, Lyngbya sp., foram encontradas infectadas por Olpidium sp., e exibiam
escurecimento da porgdo terminal e sub-terminal dos ramos (RAGHUKUMAR, 19872a;1987b,
RAMAIAH, 2006).

A maioria dos fungos patégenos de camarbes sdo invasores secundarios ou

oportunistas e pertencem a biota da &gua de cultivo. Estes microorganismos ocasionam
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problemas no cultivo, somente quando os camardes sdo submetidos a manejo inadequado,
favorecendo a disseminacdo de outras doengas, principalmente aquelas causadas por bactérias
(BUENO; GASTELU, 1998; LEANO et al., 2005).

Czeczuga et al. (1999) realizaram um estudo com diversas espécies de crustaceos em
aguas da Poldnia, e identificaram espécies dos géneros Aphanomyces e Saprolegnia em todos
0s crustaceos examinados.

Segundo Fisher (1983), Lagenidium callinectes é um fungo comum em infec¢Bes de
ovos de camardes e, em todos os casos, 0os embrides infectados por L. Callinectes nédo
sobrevivem, porém, em condigBes de cultivo adequadas, este fungo pode co-existir sem
causar mortalidade aos animais adultos.

Fusarium spp. sdo fungos onipresentes em terra, que embora geralmente saprofitas,
podem aparecer como parasitas de plantas e animais, bem como do homem, sendo um fungo
de interesse medico (SIDRIM; ROCHA, 2004). Bueno e Gastelt (1998) alertaram para que
cuidados sejam tomados ao manipular camardes infectados por F. solani, uma vez que esse
fungo pode ser responséavel pelo desenvolvimento de micoses em humanos.

Rodrigues et al. (2001) detectaram na Venezuela infeccbes em M. rosenbergii,
causadas por Fusarium sp., principalmente em adultos que anteriormente tinha sofrido danos
ao exoesqueleto, embora nenhuma mortalidade tenha sido observada.

Lombardi e Lobdo (1989b) identificaram fungos associados ao “Black-spot”, condigdo
de escurecimento da carapaca apos destruigdo da quitina por meio de ataques bacterianos.
Foram relatados casos de Fusarium em M. rosenbergii e Saprolegnia em M. acanthurus e em
M. carcinus, ocorrendo como infectantes secundarios e letais pela penetragdo dos fungos nos
tecidos dos camarbes (LOMBARDI; LOBAO, 1989b). Colorni (1989) investigando a
microbiota de larvas de M. rosenbergii alimentadas por Artemia salina, identificaram o fungo
Lagenidium sp., patdgeno para esta espécie.

F. solani é a espécie mais comum em isolados de camarBes penaeideos, gerando
prejuizos que, em longo prazo, podem causar mortalidade de até 100% nos viveiros de
camardes (LIGHTNER, 1993). Colorni (1989) capturou adultos machos do camardo Penaeus
semisulcatus os quais apresentavam melanizagdo e grandes lesdes no cefalotérax e abdémen.
Ao realizar analise histologica observou codgulos produzidos pelos hemdcitos, uma resposta
inflamatoria do hospedeiro, além de lesbes musculares profundas desencadeadas pelo fungo
F. solani. Estudos realizados com camardo tigre (P. monodon) coletados no Kenya e nas

Filipinas e com camar&o marinho (P. stylirostris) coletados no Hawaii, contaminados por F.
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solani, mostraram que pescadores locais foram contaminados por este fungo, ao entrarem em
contato com os animais infectados, gerando infeccéo ocular severa (COLORNI, 1989).

Nha et al. (2009), relataram o primeiro caso de F. solani causando a doenga da mancha
negra em branquias de lagosta (Panulirus ornatus) cultivados em tanques redes no Vietna.
Adicionalmente, este autor relatou alta patogenicidade de cepas de F. solani causando
mortalidade em peixes e outros crustaceos associados a cultura de lagostas contaminadas por
este fungo.

Leafio et al. (2005), ao investigar a microbiota por fungos filamentosos em tilapia e em
camardo tigre (P. monodon), bem como a presenca desses fungos na gua de cultivo desses
animais, identificou o género Penicillium (30,3%) como dominante nas diferentes amostras,
seguido por Aspergillus (9%).

Animais de interesse aquicola sdo geralmente bastante resistentes as condigdes
adversas no ambiente, porém condicBes desfavordveis, como a poluicdo de ambientes
aquaticos e alta densidade no cultivo pode levar a uma super proliferacdo de alguns fungos
que podem causar doencgas. Boas praticas agricolas e melhor planejamento sdo altamente
recomendados para o éxito aquicultura (GATESOUPE, 2007; NHA et al., 2009).

2.4 Leveduras na Aquicultura

De acordo com De Hoog et al. (2000) levedura é um termo descritivo para qualquer
fungo que se reproduz por brotamento, cuja unidade funcional é o blastoconidio. Os fungos
denominados de leveduras se encontram classificadas nas classes Hemiascomycetes, da
divisdo Ascomycota, e Hymenomycetes e Urediniomycetes, da divisédo Basidyomycota.

Artificialmente, sdo definidas como organismos unicelulares, ndo melanizados,
brancos ou avermelhados. A formacéo de cadeias celulares coesas (pseudomicélio) € comum,
inclusive, algumas espécies produzem talos hifas, células em brotamento, e artroconidios.
Estes fungos séo tratados como leveduras por serem filogeneticamente semelhantes a uma das
classes supracitadas (DE HOOG et al., 2000).

A maioria das leveduras clinicamente relevantes se reproduz por processos
vegetativos, cujos principais mecanismos sdo o brotamento celular, a fissdo celular e a
formacéo de artroconidios (DE HOOG et al., 2000).

Estudos avaliando o papel de leveduras em espécies de interesse para aquicultura sdo

escassos e relatam principalmente o papel como patdgeno e como representante da microbiota
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de peixes e crusticeos. Andlid et al. (1995) isolaram leveduras do intestino de truta arco-iris
(Salmo gairdneri), Linguado (Scophtalmus maximus) e Linguado americano (Pleuronectes
platessa e P. flesus), identificando as leveduras Candida famata, Saccharomyces cerevisiae,
Rhodotorula mucilaginosa e R. glutinis como espécies dominantes no trato intestinal destes
peixes.

Bruce e Morris (1973), investigando a microbiota por leveduras de diferentes peixes
marinhos coletados em &guas com temperatura variando de 4 °C a 30 °C, e identificaram
leveduras do género Rhodotorula em 50% dos isolados e Trichosporon em 10% dos isolados,
além de espécies dos géneros Candida e Cryptococcus.

Em estudos realizados com tilapias, a partir de amostras do trato gastrintestinal, Leafio
et al. (2005) identificaram o género Rhodotorula (45,45%) como principal representante da
microbiota desse peixe, sequido por Candida (14%) e Saccharomyces (9%).

Moore e Strom (2003) observaram mortalidade em 35% do total de larvas de salmdes
cultivados, ap6s 35 dias de alimentacdo com o crustaceo Artemia franciscana, microcrustaceo
da ordem Anostraca, contaminado pela levedura Metschnikowia bicuspidata var. bicuspidata.
Estes autores relatam a importancia do manejo na producéo de cistos de Artemia sp., uma vez
que a fonte de contaminac&o foi a agua, onde estes crusticeos foram cultivados.

Pagnocca et al. (1989), realizaram um estudo associando a microbiota por leveduras
em camardes branco (Penaeus schmitti) com ambientes aquéaticos proximos a esgotos ou em
areas limpas. Leveduras normalmente associadas a animais de sangue quente e esgoto foram
predominantes nos camardes coletados em local poluido, o que néo foi observado em
camardes coletados em locais adequados. Este estudo mostrou a prevaléncia de espécies de
Candida, Trichosporon., Rhodotorula e Cryptococcus, nos camardes coletados proximo a
esgotos.

Leafio et al. (2005), investigando a microbiota por leveduras, encontrou o género
Saccharomyces como 0 U(nico representante em amostras de camarfes tigre (Penaeus
monodon). Contudo, em amostras de agua onde estes camardes foram cultivados, Candida
spp. ocorreram em 40% dos isolados, além de espécies dos géneros Cryptococcus,
Rhodotorula e Saccharomyces, cada um representando 20% dos isolados.

Segundo Chen et al. (2003), a levedura Metschnikowia bicuspidata, patdgeno de
peixes e de diversas espécies de crustaceos, estd associada a mortalidade de M. rosenbergii

em fazendas localizadas em Taiwan. Contudo, esta levedura sempre foi isolada em associacao
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com a bactéria Enterococcus faecium, o que mostrou que essa levedura é uma co-infectante
em camardes moribundos.

Johnson e Bueno (2000) citam que Candida spp. representam o maior nimero de
isolados em culturas de camardo, sendo C. sake a espécie mais comum (dois em cada trés
isolados). Ademais, Lu et al. (1998) também citam Endomyces fibuliger e Pichia anomala em
isolados de culturas de camardo cultivados no Sudeste da Tailandia, caracterizados como
patdgenos secundérios, porém C. sake é o principal patdgeno, com base em frequéncia de

ocorréncia destas leveduras em isolados de camardes.

2.5 Fungos em ambientes aquaticos

Invertebrados aquéticos refletem as dguas onde vivem, mas apresentam uma maior
densidade populacional de leveduras, quando comparados & 4gua ou ao sedimento. Desta
forma, estudos investigando a microbiota em ambientes aquéaticos podem explicar a origem
dos constituintes da microbiota de animais aquaticos (HAGLER et al. 1995; KUTTY;
PHILIP, 2008 ).

Neste sentido, estudos tém sido realizados reportando a diversidade de leveduras em
substratos, sedimentos, plantas, matéria organica e animais em ambientes aquaticos, incluindo
rios, lagos, acudes, estuérios e areas de mangue (NAGAHAMA, 2006).

Boguslawska-Was e Dabrowski (2001) demonstraram a alta frequéncia de espécies do
género Candida (25%) em amostras de diferentes estagdes da lagoa Szczecin, Polonia, cuja
espécie dominante foi C. famata (9,3%). Buck (1975) mostrou a importancia de estudos
realizados com leveduras em ambientes aquéticos e isolou diversas espécies pertencentes aos
géneros Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Saccharomyces e Rhodotorula, nas &guas de
rios em Connecticut. Vogel et al. (2007) realizaram um estudo avaliando a abundéancia e
diversidade de leveduras em areia seca e Umida de trés praias no Sul da Flérida. Um total de
21 espécies de leveduras foram identificadas por métodos moleculares. O maior nimero de
isolados e de espécies foi observado em amostras de areia seca. C. tropicalis foi a espécie
mais isolada nas diferentes amostras. Os altos niveis de leveduras bem como a prevaléncia de
leveduras de origem humana isoladas em areias de praias podem ter influéncia na saide da
populagdo local.

Diferentes espécies de leveduras tém sido isoladas de uma grande variedade de

ecossistemas aquaticos, mas apenas um ndmero limitado apresenta maior prevaléncia. As
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leveduras mais freqlientes com altas densidades em ambientes aquéticos pertencem aos
géneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces e Trichosporon (ROSA et al.,
1995). Ademais, estes estudos focam a utilizagdo desses microrganismos como bioindicadores
de poluicéo (SLAVIKOVA et al., 1992).

Segundo Hagler et al. (1995), as condigdes relativamente uniformes dos ambientes
aquaticos, principalmente do mar, conservam a diversidade de leveduras em diferentes zonas
deste ambiente, sendo encontrada uma maior diversidade em ambientes dulcicolas proximos a
esgotos. O fungo mais comumente isolado de 4guas marinhas € a levedura Candida famata.
Ademais, C. parapsilosis, e outros patdgenos humanos, também sdo amplamente distribuidos
nos mares. Outro fungo associado com o ambiente aquéatico é Metschnikowia bicuspidata,
patdgeno de diversos animais aquéticos, isolados em aguas de estuérios do Rio de Janeiro,
fato que motivou a investigacdo de leveduras em ambientes marinhos, sob diferentes niveis de
poluicdo (HAGLER; MENDONGCA-HAGLER, 1981).

Estudos realizados nos estuarios do Rio de Janeiro evidenciaram 21 espécies de fungos
pertencentes aos géneros Aureobasidium, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces,
Metschnikowia, Rhodotorula, Saccharomyces e Trichosporon. A maior diversidade de
espécies estava concentrada em &reas poluidas ou proximas a esgotos, e mostrou uma
dominéncia de espécies dos géneros Candida e Saccharomyces, em relagdo aos demais
géneros (HAGLER; MENDONCA-HAGLER, 1981; NAGAHAMA, 2006).

Nas ultimas duas décadas, estudos analisando as comunidades de leveduras em agua
doce, foram realizados principalmente em associacdo com &aguas poluidas (NAGAHAMA,
2006). Estudos sobre leveduras de agua doce tem sido focados principalmente em sua
aplicagdo como indicadores de poluicdo de rios, lagos e viveiros de peixes (SLAVIKOVA,;
VADKERTIOVA, 1995; BOGUSLAWSKA-WAS: DABROWSKI, 2001). Nestes estudos 0s
principais representantes encontrados foram espécies dos géneros Candida, Cryptococcus e
Rhodotorula. Algumas espécies desse género sdo consideradas como bioindicadores de
poluicdo. As espécies mais comuns sdo C. albidus, C. laurentii, C. famata e R. mucilaginosa
(DYNOWSKA, 1997).

Comunidades de leveduras em &aguas limpas, independente de ser ambiente marinho
ou dulcicola, sdo dominadas por espécies de leveduras fermentativas incluindo muitos
patogénicos, especialmente C. tropicalis e C. krusei (HAGLER et al. 1995; KUTTY; PHILIP,
2008 ).

24



Leveduras foram isoladas de amostras de &gua e sedimento de lagos poluidos,
localizados no sudeste do Brasil. Um total de 134 isolados de leveduras, pertencentes a 36
espécies, foram obtidos. O género Candida apresentou maior nimero de espécies, como
Candida krusei, C. tropicalis, C. guilliermondii e C. parapsilosis, caracterizadas como
patdgenos oportunistas (MEDEIROS et al., 2008).

Gadanho e Sampaio (2004) realizaram um estudo investigando a comunidade de
leveduras em um estuério localizado em Portugal, sugeriram a presenca de algumas espécies
conhecidas como prevalentes em ambientes aquéticos poluidos. Dentre estas espécies de
leveduras C. inconspicua, C. intermedia, C. famata e C. guilliermondii, foram caracterizadas
como especies tipicas em ambientes aquéticos.

Trabalhos que tratam da investigagdo de fungos filamentosos em ambientes marinhos
no Brasil sdo bastante escassos, fato que vem estimulando pesquisadores a realizar estudos
para compreender a diversidade desses fungos no litoral brasileiro. Gomes et al. (2008),
realizaram um estudo que teve como objetivo o isolamento e a identificagdo de fungos, de
amostras de solo e de agua, no litoral de Pernambuco, isolando e identificando 57 espécies
correspondentes a 20 géneros. Aspergillus e Penicillium dominaram, tanto no solo quanto na
agua, com um total de 11 e 19 espécies, respectivamente. Estes fungos sdo saprofitos e,
ocasionalmente, patogénicos e podem ser isolados de &gua, solo, animais e seres humanos.
Espécies de Aspergillus e Penicillium, encontradas nas praias, podem ser uma fonte de

infeccdo para micoses superficiais e profundas (SIDRIM; MOREIRA, 1999).

2.6 Teste de sensibilidade a antifingicos

O desenvolvimento de testes precisos de sensibilidade a antiflngicos, in vitro, surgiu a
partir da mudanca na epidemiologia das micoses humanas, principalmente com a epidemia da
AIDS, quando se observou o aumento da ocorréncia de candidoses relacionado a infecgdo
pelo virus da imunodeficiéncia humana (JOHNSON, 2008). Aliado a tais dados, nos dltimos
20 anos, a incidéncia de infeccbes humanas causadas por leveduras, principalmente C.
neoformans e Candida spp., tem aumentado, especialmente em individuos
imunocomprometidos e em pacientes com cancer (CAFARCHIA et al., 2006; 2008), e mesmo
em individuos imunocompetentes (LAGROU et al. 2005). Ademais, nos ultimos anos, tem
sido observados casos de resisténcia a drogas antifungicas, principalmente aos derivados

azolicos.
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O conhecimento do perfil de sensibilidade a antifungicos de uma determinada regiao é
de grande importancia para o estabelecimento de condutas terapéuticas e profilaticas
adequadas. Em 1985, o comité da Area de Micologia do Clinical Laboratory Standards
Institute (CLSI), publicou o seu primeiro relatdrio, no qual foram apresentados os resultados
de um pequeno estudo colaborativo. Constatou-se que 20% dos laboratérios membros da
instituicdo realizavam testes de sensibilidade a agentes antifungicos, na maioria das vezes,
com Candida spp., empregando o método de dilui¢do em caldo, e obtinham resultados de
concentracdo inibitéria minima (CIM) discrepantes. A partir de entdo, foi decidido
desenvolver e padronizar uma metodologia reprodutivel e exeqlivel para laboratérios de
rotina. Em 1997, a Norma M27-A foi publicada, especificando os pontos de corte para 0s
antiflngicos disponiveis e, em 2002, a Norma M27-A2 padronizou as faixas de referéncia de
CIM 24 e 48 horas, para drogas previamente estabelecidas e recém lan¢adas (NCCLS, 2002).

O teste de microdiluicdo em caldo é realizado em placas acrilicas estéreis, com 96
pocos em formato de U (Figura 2), e consiste na exposi¢do de um indculo definido de um
determinado microorganismo a concentragdes conhecidas das drogas testadas, sendo possivel
observar o efeito das mesmas sobre o crescimento flngico. A leitura final determina a menor
concentracdo da droga, capaz de inibir o crescimento do microorganismo, denominada de
concentragdo inibitéria minima (CIM) (NCCLS, 2002).

(Fonte: CEMM, 2007)

Figura 4. Microdiluicdo em placas de 96 pogos em formato de U para Candida spp.
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O objetivo final dos testes de sensibilidade é prever a resposta dos pacientes a terapia a
ser instituida. No entanto, muitos fatores, além do perfil de sensibilidade in vitro, influenciam
a resposta clinica, como o sitio de infecgdo, o status imunoldgico do hospedeiro, a
farmacocinética da droga e a adesdo do paciente a terapia. Portanto, o estabelecimento da
correlacdo clinica direta entre os valores de CIM e o desfecho terapéutico ainda é limitado na
terapia antifungica (REX; PFALLER, 2002; HOSPENTHAL et al.,, 2004). Contudo, a
realizacdo de testes de sensibilidade torna-se importante, uma vez que pode orientar a
instituicdo da terapia antifingica mais adequada, direcionando o paciente aos 90% de sucesso
terapéutico (REX; PFALLER, 2002).

A resisténcia aos azolicos comegou a ser observada com o aparecimento de cepas de
C. albicans resistentes ao fluconazol, entre pacientes HIV positivos que apresentavam
candidose oral e esofagica, previamente & introducdo de terapia anti-retroviral (JOHNSON,
2008; KANAFANI; PERFECT, 2008). No geral, a taxa de resisténcia aos azolicos permanece
baixa, entre a maioria das espécies de Candida spp., variando de 1-2,1% em C. albicans, de
0,4-4,6% em C. parapsilosis e de 1,4-6,6% em C. tropicalis. No entanto, C. glabrata, a
segunda espécie mais prevalente em infec¢des fungicas sistémicas nos Estados Unidos,
apresenta crescente resisténcia ao fluconazol, cuja taxa de resisténcia aumentou de 7 para
12%, entre os anos de 2001 e de 2004 (KANAFANI; PERFECT, 2008).

Existem muitos trabalhos com o monitoramento do perfil de sensibilidade a drogas de
leveduras isoladas de amostras clinicas humanas. No entanto, sdo escassos os trabalhos com
leveduras isoladas de animais. Brito et al. (2009) observaram resisténcia primaria a
cetoconazol, fluconazol e itraconazol em isolados de C. albicans e de C. tropicalis oriundos
de cées e Brilhante et al. (2010) em um estudo que vem sendo realizado com calopsitas
(Nymphicus hollandicus), ave pertencente a familia Psittacidae, observaram fendmeno de
resisténcia a itraconazol e fluconazol, em isolados de C. albicans.

Diante do exposto, espécies de leveduras isoladas de ambientes aquéaticos e de animais
de interesse aquicola sdo conhecidas como patdgenos e podem comprometer a saide humana
(PFALLER; DIEKEMA, 2007). Algumas cepas de leveduras previamente consideradas
colonizadores simples ou contaminantes, sdo resistentes a diversas drogas antifungicas
disponiveis e podem causar infec¢des em humanos. Estas infec¢Bes sdo descritas com

frequéncia crescente em relacdo as permissivas condicdes ambientais, a pressdo seletiva
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antifngica, e paciente imunodeprimidos (CANUTO; RODERO, 2002; ENOCH et al., 2006;
PFALLER; DIEKEMA, 2007).

Poucos estudos foram realizados para avaliar o perfil de sensibilidade antifingica de
cepas isoladas de ambientes aquéticos. Medeiros et al. (2008) isolaram leveduras de amostras
de &gua e de sedimento de lagos poluidos, localizados no sudeste do Brasil, e tracaram o perfil
de sensibilidade a diferentes drogas antifungicas. De todos os isolados submetidos ao teste de
sensibilidade in vitro (68 leveduras), 13% foram sensiveis ao cetoconazol, 79% para
fluconazol, 50% para itraconazol, 31% para terbinafina e 78% das cepas foram sensiveis a
anfotericina B. Sete isolados de diferentes espécies de Candida foram resistentes a todos esses

antifangicos.

2.7 Secrecao de fosfolipases e proteases como fatores de viruléncia de Candida spp.

A capacidade das leveduras passarem de microorganismos comensais a agentes
patogénicos, sob condicbes hospedeiras favoraveis, depende de vérios fatores de viruléncia
(COSTA et al., 2009). Dentre estes fatores, podem-se destacar a produgdo de enzimas
hidroliticas, como fosfolipases, a habilidade de aderir a células epiteliais e endoteliais e a
ocorréncia de alteragBes fenotipicas e de modulacéo antigénica, em decorréncia da formagéao
de pseudohifas (IBRAHIM et al., 1995; GHANNOUM, 2000; OMBRELLA; RACCA;
RAMOS, 2008; ZENG et al., 2008; VIEIRA; ACQUA-COUTINHO, 2009).

As fosfolipases fazem parte de um grupo heterogéneo de enzimas que hidrolisam uma
ou mais ligagBes éster nos glicerofosfolipidios. Apesar de todas terem os fosfolipidios como
substrato, cada uma possuem atividade de clivar uma ligacéo ester especifica. Assim, letras
sdo utilizadas para diferenciar as fosfolipases, indicando a ligagéo alvo especifica na molécula
de fosfolipidio (GHANNOUM, 2000).

A secrecdo de fosfolipases por C. albicans foi inicialmente relatada por Costa et al. e
Werner, ao final da década de 1960, ao observarem o crescimento desse microorganismo em
meio solido contendo gema de ovo ou lecitina. Em 1982, Price et al. descreveram um método
em placa para detectar a atividade de fosfolipase em C. albicans. Tal método consiste na
semeadura das cepas em meio agar Sabouraud dextrose, acrescido de gema de ovo, a qual é
rica em fosfolipidios. Quando os isolados sdo positivos, observa-se a formagdo de uma zona
de precipitacdo densa, ao redor da col6nia, provavelmente, devido a formacéo de complexos

de célcio com os &cidos graxos, liberados em decorréncia da agdo enzimatica sobre os
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fosfolipidios do meio (Figura 3) (GHANNOUM, 2000). Dessa forma, a atividade de
fosfolipase (Pz) é definida como a razdo entre o didmetro da coldnia e o diametro total,
formado pela colbnia e pela zona de precipitacdo. Quando Pz é igual a um (Pz = 1), ndo ha
producdo de fosfolipase extracelular. Por outro lado, quando Pz é menor que um (Pz <1), ha
atividade da enzima, sendo que Pz > 0,64 demonstra uma baixa atividade e Pz < 0,64
demonstra uma alta atividade enzimatica (GHANNOUM, 2000, VIEIRA; ACQUA-
COUTINHO, 2009).

(Fonte: CEMM, 2009)

Figura 5. Avaliacdo da producdo de fosfolipase por cepas de C. albicans, em meio agar gema
de ovo. Observa-se a formacdo de uma zona esbranquicada e opaca, indicativa da producéo da

enzima. A linha vermelha representa o didmetro da colonia e a azul o diametro total.

As fosfolipases promovem a viruléncia por ocasionarem lise das células hospedeiras
ou alteracBes nas caracteristicas de superficie das mesmas, facilitando os processos de
aderéncia e de penetragéo (IBRAHIM et al., 1995; SAMARANAY AKE et al., 2005).
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Por muitos anos, acreditou-se que apenas C. albicans era capaz de produzir
fosfolipase, porém, agora, sabe-se que outras espécies de Candida também produzem esta
enzima, geralmente em quantidades menores (GHANNOUM, 2000; SIDRIM et al., 2010).

Tem-se observado que a producéo de fosfolipase por C. albicans isoladas de seres
humanos varia de acordo com o sitio de isolamento e com o estado de salde do hospedeiro
(SAMARANAYAKE et al., 2005). Existem vérias pesquisas avaliando a atividade da enzima
fosfolipase para fungos isolados de seres humanos e de animais (FOTEDAR; AL-
HEDAITHY, 2005; ZENG et al., 2008; SIDRIM et al., 2010). No entanto, pesquisas com
leveduras isoladas de animais do ambiente aquatico sdo escassas e ndo foram encontrados
relatos avaliando a atividade da enzima fosfolipase de leveduras isoladas de camardes.
Cafarchia et al. (2008), avaliaram a capacidade de producdo de fosfolipase de 13 espécies de
leveduras previamente isoladas da cloaca e de fezes de aves rapinantes. Das leveduras
isoladas da cloaca e das fezes, 48,1% e 73,3% apresentavam producdo de fosfolipase,
respectivamente. Dentre as espécies de Candida spp., C. albicans, C. famata, C. glabrata, C.
guilliermondii, C. lusitaniae, C. pelliculosa e C. tropicalis apresentavam atividade da enzima.

Sidrim et al. (2010) realizaram um estudo avaliando a atividade de fosfolipase em 59
isolados de Candida spp. obtidos de amostras de calopsitas. Foi observada a produgdo de
fosfolipase em 100% dos isolados de C. albicans e em 40% dos isolados de C. ndo-albicans,
representados por C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei.

Nos altimos anos, atividade proteolitica tem atraido muita aten¢do como potencial
fator de viruléncia em fungos. Essas enzimas atuam no colageno, elastina, fibrinogénio,
imunoglobulina e fatores do complemento, ocasionando danos teciduais, fornecendo
nutrientes para o patégeno e protecdo contra o sistema imune do hospedeiro (MONOD et al.,
2002; MONOD, 2008).

A atividade de protease também j& foi descrita em Candida spp.. Essas enzimas
permitem um maior nimero de fontes de nitrogénio disponiveis para o fungo, por degradacéo
de proteinas, bem como contribuem para a invasdo tecidual e colonizacdo
(KANTARCIOGLU; YUCEL, 2002; MOHAN; BALLAL, 2008). Monod et al. (2002) relata
que a familia de proteases asparticas secretada por C. albicans torna esta espécie mais
adaptada que outras para superar as barreiras dos hospedeiros e causar infecgdes da mucosa e
micoses profundas. Adicionalmente, Kantarcioglu e Yucel (2002), identificaram a produgao
de proteases em C. kefyr, C. lipolytica, C. parapsilosis e C. tropicalis, alem de C. albicans,

isoladas de diferentes sitios anatdmicos de pacientes com micoses invasivas.
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3. JUSTIFICATIVA

Até 0 momento, o0 registro sobre a microbiota fungica de M. amazonicum é restrito,
sendo, portanto, de suma importancia a caracterizacdo desta microbiota, assim como o
acompanhamento da qualidade microbioldgica da 4gua onde estes camardes sdo cultivados.
Ademais, relatos sobre o perfil de sensibilidade, bem como a presenga de fatores de viruléncia

de cepas de Candida spp. de origem animal e ambiental sdo escassos.



4. HIPOTESES CIENTIFICAS

1- M. amazonicum apresenta Candida sake como principal componente da sua microbiota
fungica;

2- Os fungos filamentosos sdo os mais abundantes na 4gua de cultivo;

3- Néo h4 fendmeno de resisténcia em Candida spp. isoladas de M. amazonicum;

4- Candida spp. isoladas de M. amazonicum apresentam baixa atividade fosfolipasica e

insignificante producéo de protease.



5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Comparar M. amazonicum oriundos de ambiente natural e do cativeiro, enfocando a
caracterizacdo da microbiota por leveduras, sensibilidade antifngica e producéo de fatores de

viruléncia.

5.2 Objetivos Especificos

1 - Caracterizar a microbiota por leveduras de M. amazonicum, capturados no
ambiente natural;

2 - Caracterizar a microbiota por leveduras de M. amazonicum, em cativeiro, da fase
larval até a fase adulta;

3 - Investigar a presenca de fungos na &gua de cultivo;

4 - Estabelecer o perfil de sensibilidade antifngica in vitro para Candida spp.;

5 - Avaliar a producéo dos fatores de viruléncia, fosfolipase e protease, pelas cepas de

Candida isoladas.
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SUMMARY

Aquatic invertebrates reflect environmental conditions of their habitat. Thus, it was
sought to compare yeast microbiota of wild and captive Macrobrachium amazonicum and
evaluate the antifungal susceptibility profile and production of virulence factors by the
recovered isolates of Candida spp. Additionally, cultivation water was monitored for the
presence of fungi. Overall, 26 yeast isolates, belonging to three genera and seven species were
obtained, out of which 24 were Candida spp., with C. famata as the most prevalent species for
both wild and captive prawns. From cultivation water, 28 isolates of filamentous fungi were
obtained, with Penicillium spp., Cladosporium spp. and Aspergillus spp., as the most frequent
genera. Eight out of 24 Candida spp. isolates were resistant to azole derivatives, out of which,
four were recovered from wild-harvested prawns. As for production of virulence factors, three
(12.5%) and eight (33.3%) isolates presented phospholipase and protease activity,
respectively. This is the first comparative study between wild and captive prawns and the first
report on yeast microbiota of M. amazonicum. The most relevant finding was the high
percentage of resistant Candida spp., including from wild individuals, which suggests the

occurrence of an environmental imbalance in the area where these prawns were captured.

INTRODUCTION

Macrobrachium amazonicum is a decapodal crustacean of the suborder Pleocyemata
and the family Palaemonidae that belongs to the group of continental prawns that present
complete larval development (Martin & Davis, 2001). This species is widely distributed in
South America, from Orenoco basin, through the Amazon River, to Paraguay basin (Holthuis,
1952). Among all Brazilian native species, “sossego” prawn (M. amazonicum) is the preferred
one for cultivation, due to its rapid growth and easy maintenance in captivity (Lob&o & Rojas,
1991).

In the scientific literature, there are reports that emphasize the importance of yeasts
and filamentous fungi for aquaculture, as pathogens of different groups of economic interest
(Gatesoupe, 2007). The first studies investigating the presence of fungi in Macrobrachium
prawn were performed in the beginning of the 1980’s, but these studies only aimed at
investigating disease causing microorganisms, in captive species, by observing macroscopic
lesions (Colorni, 1989).

Candida species represent the greatest number of isolates from prawn farming, with C.

sake as the most common one (Johnson & Bueno, 2000). Additionally, yeasts have been
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found in water and sediment from lakes and ponds inhabited by these crustaceans (Lu et al.,
1998).

Some studies have shown that yeast species that are potentially pathogenic to human
beings have been isolated from fresh water environments and animals. It is noteworthy that
among these fungi resistant strains to different antifungal drugs have also been found. In a
research with lake water from Southeastern Brazil, resistance phenomenon to itraconazole and
amphotericin B in 50% of the isolated yeasts and 6% of the isolated Candida spp.,
respectively, was observed (Medeiros et al., 2008). Additionally, the occurrence of resistance
to ketoconazole, fluconazole and itraconazole in C. albicans and C. tropicalis obtained from
dogs (Brito et al., 2009) and to fluconazole and itraconazole among C. albicans recovered
from cockatiels (Nymphicus hollandicus) (Sidrim et al., 2010) was observed.

Until this moment, no studies comparing microbiota composition, antifungal
susceptibility profile and virulence factors of yeasts recovered from M. amazonicum from
natural environment and captivity have been performed. Thus, this study sought to
characterize yeast microbiota of M. amazonicum kept in captivity, from larval to adult phase,
as well as wild-harvested adults and evaluate in vitro antifungal susceptibility profile and
phospholipase and protease activity of recovered Candida spp. In addition, the presence of

fungi in cultivation water was investigated.

MATERIALS AND METHODS
Wild-Harvested Prawns

Adults of M. amazonicum were harvested from Catu Lake (03° 49* 44,8’ S and 38°
29’ 9" W), in the municipality of Aquiraz, 35 Km from Fortaleza, Ceara, Northeastern Brazil.
The animals were captured by covos, traditional trap used to capture this species of prawn,
and were properly taken to Laboratory of Carciniculture of the State University of Ceard,
where healthy individuals, presenting all thoracic and abdominal appendices, were randomly

selected for this study.

Captive Prawns
Experiment set-up and obtention of larvae

Larvae, juveniles and adults M. amazonicum that were cultivated at the Laboratory of
Carciniculture of the State University of Ceard were used in this study. For the obtention of

larvae, ovigerous females, in good health conditions, presenting all thoracic and abdominal
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appendices and eggs at the final stage of embryonary development, were used (Valentii et al.,
1998). These females were collected from Catu Lake, as described for wild-harvested praws,
and they were maintained in a 60 L glass fiber tank, containing water with salinity of 4 ppm,
under controlled temperature and abundant aeration, to which a biofilter was attached. These

females were not fed, while they were kept in the eclosion tank.

Set-up and Maintenance of larviculture

Newly hatched larvae of M. amazonicum were stored in three rectangular tanks, with a
capacity of 70 L, filled with 60 L of water with different salinity, equipped with closed water
circulation and heating systems. During larviculture, the experiments were performed in three
different tanks, each one of them with different salinities: 2, 4 and 6 mg/L for tanks T1, T2
and T3, respectively. A density of 20 larvae per liter was used. Water temperature, pH and
ammonia and nitrite concentrations were monitored daily.

Larvae were fed ad libitum with Artemia sp. nauplii, in the morning, from stages Il to
IX. Starting at stage V, larvae were also fed in the afternoon. After observing the first post-

larva, PVC pipe substrates were placed into the tanks, in order to avoid cannibalism.

Larval health

Every three days, four larvae of M. amazonicum were taken from each tank and placed
into a clock glass, containing water from the respective salinity, in order to observe larval
stage and larval health status. Such evaluation was based on the criteria previously described
for M. rosenbergii larvae (Tayamen & Brown, 1999). Briefly, natatory behavior, presence of

parasites and/or necrosis, intestinal conditions, pigmentation and phototaxis were evaluated.

Set-up and maintenance of grow-out

The post-larvae obtained during larviculture were stored in three different tanks, T4,
T5 and T6, which contained the animals from the tanks with salinity of 2 (T1), 4 (T2) and 6
(T3) mg/L, respectively. The new tanks were circular, with a capacity of 400 L, filled with
360 L, and equipped with closed water circulation and heating systems. Only fresh water was
used in the grow-out tanks, after filtering in activated charcoal filter. Water temperature, pH

and ammonia and nitrite concentrations were monitored daily.
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During three weeks, post-larvae were fed ad libitum with Artemia sp. nauplii and
pelleted ration (Zimmermann & Sampaio, 1998), only in the morning. After this period, an

all-ration diet was instituted and it was offered in the morning and in the afternoon.

Collection of Biological Material for Fungal Isolation

After randomly selecting healthy wild adults from Catu Lake, the digestive tracts of
ten individuals were removed, by making a dorsal transversal incision, and were placed in
sterile slants containing sterile saline and were treated as one single sample. Overall, 18
collections were performed, with a total of 180 adult prawns.

After starting larviculture, 10 larvae from each tank (T1, T2 and T3) were collected,
once a week, for three weeks, totalizing 30 larvae per tank. After collection, larvae were
ground and suspended in 1 mL of sterile saline (NaCl 0,9%). During the grow-out phase, 10
individuals (juveniles and/or adults) were collected, weekly, from each tank (T4, T5 and T6)
and were treated as described for larvae, until reaching 2 cm in length. When cultivated
animals were bigger than 2 cm, their digestive tracts were removed, as described for wild-
harvested adults. Overall, 15 collections were performed during this phase, with a total of 150
individuals per tank. After each collection, microbiological processing was immediately
performed, as described in the following section.

Water samples from cultivation tanks were collected with 5 mL syringes. Aliquots of
water were obtained from different regions of each tank (bottom, substrate surface and walls).
Then, samples were taken to the laboratory, where they were homogenized in vortex and an
aliquot of 100 pL was streaked onto microbiological media. All samples from animal and
water were taken to Specialized Medical Mycology Center (CEMM) of Federal University of

Ceard, in Fortaleza, Ceara, Brazil.

Microbiological Processing
Yeast Isolation
For each sample, two culture media were used for primary isolation: 2% Sabouraud
agar with chloramphenicol (0.5 g/L) and birdseed (Guizotia abyssinica) agar. Larvae and
post-larvae suspensions were streaked onto the media, by using microbiological loop.
Digestive tracts were opened and homogenized in sterile Petri dishes and,
approximately, one gram was added to a saline solution (NaCl 0.9%), containing

chloramphenicol (0.4 g/L). The suspension was homogenized in a vortex, for three minutes,
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and it was left to decant for 30 minutes, at 25 °C. Afterwards, aliquots of 100 uL from the
supernatant of each sample were streaked onto both media (Brilhante et al., 2010).

Petri dishes containing the cultured media were incubated at 25 °C, for 10 days, and
were observed daily. Additionally, colony-forming unit (cfu) counts were performed for each

cultured plate.

Identification

Initially, colonies that were suggestive of yeasts were observed microscopically (40X),
after Gram staining, in order to verify the presence of blastoconidia, hyphae or pseudohyphae,
as well as to discard the occurrence of bacterial contamination. Then, yeasts were identified
by performing specific morphological and biochemical tests and, when necessary, through
VITEK 2 (bioMérieux™, USA) (Brilhante et al., 2010).

Briefly, identification of Candida species was based on phenotypical characteristics,
such as macromorphology, through colony observation, and micromorphology, after growth
on Cornmeal-Tween 80 agar. Additionally, biochemical tests were performed, such as
carbohydrate and nitrogen assimilation and urease production (De Hoog et al., 2002). Besides,
all Candida spp. isolates were grown onto chromogenic medium (HiCrome Candida
Differential Agar - HiMedia Laboratories, India), for the identification of mixed colonies
(Brilhante et al., 2010).

Cryptococcus spp. isolates were initially grown onto cornmeal Tween-80 agar and
onto Christensen’s urea agar for microscopic and biochemical evaluation, which suggested
the genus. Afterwards, an automated analysis was performed using VITEK 2 (bioMérieux®,
USA) in order to determine the species.

For Rhodotorula spp., colonies were initially identified based on their color. Then, the
microorganism was submitted to urease production tests and it was grown onto 2% malt
extract agar for morphologic evaluation. Sugar assimilation tests were performed for each

isolate and they were crucial for species identification (De Hoog et al., 2000).

Identification of fungi from cultivation water

In order to identify filamentous fungi obtained from cultivation water, slide cultures
on Potato Dextrose Agar were performed. Micromorphological analysis was interpreted
according to the identification keys (De Hoog et al., 2000). Additionally, yeasts that were

obtained from water were identified as described above.
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In vitro Antifungal Susceptibility Test

Twenty-four isolates of Candida spp. were tested: 3 C. albicans (one from larvae, one
from digestive tract of captive adults and another from digestive tract of wild-harvested
adults), 3 C. tropicalis (one from digestive tract of captive adults and two from digestive tract
of wild-harvested adults), 4 C. parapsilosis (three from digestive tract of captive adults and
one from digestive tract of wild-harvested adults), 10 C. famata (two from digestive tract of
captive adults, two from cultivation water and six from digestive tract of wild-harvested
adults) and 4 C. guilliermondii (one from cultivation water and three from digestive tract of
wild-harvested adults).

The MIC for these microorganisms was determined by a broth microdilution method
as described by Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI, 2002) and in other
researches of our group (Brito et al., 2009; Sidrim et al., 2010). As quality control for each
test performed, C. parapsilosis ATCC 22019 was included. The criteria for resistance and
sensitivity were established according some authors (CLSI, 2002; Pfaller et al., 2006). Isolates
with MICs >1, >1, >1 and >64 pg/mL were considered resistant to amphotericin B,
caspofungin, itraconazole and fluconazole, respectively.

Inocula of all tested isolates were prepared from one day-old cultures grown on Potato
Dextrose agar at 37 °C. Sterile 0.9% saline (5 mL) was added to sterile glass slants and a
sample of the colony was added to the saline solution, adjusting its concentration to 0.5 on
McFarland Scale (CLSI, 2002). Afterwards, inocula were diluted 1:100 and then 1:20, in
RPMI 1640 medium, with L-glutamine (HiMedia, Mumbai, India), buffered to pH 7 with
0.165M morpholinepropanesulfonic acid (MOPS). The final concentration of the inocula was
0.5 - 2.5 x 10° cells/mL (CLSI, 2002; Brito et al., 2009).

Final concentrations of drugs (amphotericin B, caspofungin, itraconazole and
fluconazole) were obtained according to some studies (CLSI, 2002; Pfaller et al., 2006; Brito
et al., 2009). All drugs were diluted and resuspended in RPMI 1640 (HiMedia, Mumbai,
India). The concentration range tested for amphotericin B, caspofungin and itraconazole was
0.03125-16 pg/mL and for fluconazole was 0.125-64 pg/mL (Pfaller et al., 2006; Brito et al.,
2009).

Susceptibility testing was performed on 96-well microdilution trays, which were
properly prepared and incubated at 37 °C, for 48 hours (Brito et al., 2009). For each isolate

drug-free and yeast-free controls were included and all the isolates were tested in duplicate.
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For the azole derivatives and caspofungin, the MIC was defined as the lowest drug
concentration inhibiting 80% of growth, when compared to the well of growth control, and for
amphotericin B the MIC was the lowest concentration at which no growth was observed
(CLSI, 2002, Brito et al., 2009, Sidrim et al., 2010).

Minimum Fungicidal Concentration (MFC)

After obtaining MIC values, microdilution trays were agitated in order to homogenize
the inocula and 100 uL aliquots of each isolate, from three consecutive wells with increasing
drug concentration, starting at the MIC, were subcultured into slants containing 2%
Sabouraud Dextrose agar, which were incubated for 48 hours at 37 °C. The minimum
fungicidal concentration (MFC) was defined as the lowest drug concentration at which
subcultures presented negative results or produced less than three colonies, indicating the

death of more than 99% of the original inoculum (Tawara et al., 2000).

Phospholipase Production

The same isolates that were tested for antifungal susceptibility were evaluated for
phospholipase activity. The test was performed according to the previously described
methodology (Price et al., 1982), with some modifications. Briefly, the medium used was 2%
Sabouraud Dextrose agar, to which 1 mol/L sodium chloride, 0.05 mol/L calcium chloride
and 8% sterile egg yolk emulsion, at a concentration of 30%, were added. The emulsion was
heated up to 40 °C and incorporated into the sterile medium, after it reached a temperature of
50 °C. Then, the medium was poured into 90 mm Petri dishes, forming a 4 mm film. Yeast
inocula were prepared in sterile saline with a final concentration of 4 on McFarland scale. A 5
uL drop of each inoculum was placed onto a 5 mm sterilized filter paper disk, which was,
then, placed onto the agar. The plates were incubated at 35 °C, for seven days (Sidrim et al.,
2010).

Phospholipase activity (Pz) was determined by calculating the ratio between the
diameter of the fungal colony and the total diameter, including the colony and the
precipitation zone. Thus, when Pz = 1, the isolate is phospholipase negative; when 1 > Pz >
0.64 the isolate is positive for phospholipase activity; and when Pz < 0.64, the isolate is

strongly positive for this enzyme (Sidrim et al., 2010).
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Protease Production

The 24 isolates of Candida spp. were also screened for protease production. The
protease test was performed according to a previously described methodology (Charney &
Tomarelly, 1947; Cenci et al., 2008) with modifications. Briefly, yeast inocula were prepared
from one-day-old cultures, in sterile saline solution, reaching a final concentration of 4 on
McFarland scale. Then, the inocula were cultured in RPMI medium in a 1:1 dilution, by
adding 2 mL of each inoculum to 2 mL of RPMI. After 48 h of incubation, in shaker at 150
rpm, the inocula were centrifuged at 3000 rpm, for 15 minutes and the supernatant was
divided into three slants containing 1 mL each. The content from one of the slants was
considered the reference substance (blank) and the content from the other two slants was used
for testing in duplicate. To the blank content, 1 mL of trichloroacetic acid and 1 mL of
azoalbumine were added, while only 1 mL of azoalbumine was added to the other slants. All
slants were incubated in 37 °C bath, for 48 hours, after which the reaction was stopped by
adding 1 mL of trichloroacetic acid to the tested slants. Then, the tubes were centrifuged for
30 minutes, at 3000 rpm and 2 mL of the supernatant were added to 2 mL of NAOH 5%, for

posterior spectrophotometric analysis, at absorbance of 530 nm.

Statistical Analysis

In order to compare yeast prevalence, Fisher’s exact test was applied. Pearson’s
correlation coefficient was used to calculate the correlation between MICs and MFCs. Paired-
samples Student’s T-test was used to compare MICs to MFCs. For all cases, a significance

level of 5% was adopted for significant conclusions.

RESULTS

Eighteen collections of wild-harvested adults and captive animals and water (three
during larviculture and 15 during grow-out), for each tank were performed, with a total of 126
samples. Overall, 26 isolates belonging to three genera and seven species were recovered.
Fourteen (54%), eight (31%), and 4 (15%) isolates were obtained from wild-harvested
prawns, captive prawns and cultivation water, respectively (Table 1).

From the digestive tract of wild-harvested adult prawns, 14 (14/26; 53.85%) yeast
isolates were recovered: 01 C. albicans, 06 C. famata, 02 C. tropicalis, 01 C. parapsilosis, 03

C. guilliermondii and 01 Cryptococcus laurentii (Table 1).
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Out of eight yeast isolates from captive prawns, one was obtained from larvae (1/26;
3.85% - C. albicans) and no isolates were recovered from postlarvae. On the other hand,
seven isolates were obtained from digestive tract of adult prawns (7/26; 26.92% - 01 C.
albicans, 02 C. famata, 01 C. tropicalis, 03 C. parapsilosis) (Table 1). C. famata (P=0.0311)
and C. guilliermondii (P=0.0599) were more frequently isolated from wild-harvested prawns,
when compared to those from captivity.

No yeast isolates were recovered from larviculture water with salinity of 2 and 6 mg/L
(T1 and T3, respectively), nor from grow-out tanks T4 and T5. Three isolates (3/26; 11.54% -
01 C. famata, 01 C. guilliermondii and 01 Rhodotorula mucilaginosa) were obtained from
water with salinity of 4 mg/L (T2) and one water sample from grow-out tank T6 was positive
for yeast growth (1/26; 3.85% - C. famata) (Table 1).

It was possible to recover filamentous fungi from 42.6% (23/54) of cultivation water
samples. These fungi belonged to five genera, with a total of 28 isolates (Table 2). Four (4/28;
14.29%) and two (2/28; 7.14%) isolates were obtained from larviculture tanks T2 and T3,
respectively. No filamentous fungi were recovered from larviculture tank with salinity of 2
mg/L (T1). Nine (9/28; 32%), six (6/28; 21.43%) and seven (7/28; 25%) isolates were
obtained from water samples from grow-out tanks T4, T5 and T6, respectively.

Penicillium sp. was the most isolated genus (13/28; 46.42%), followed by
Cladosporium sp. (7/28; 25%) and Aspergillus sp. (4/28; 14.29%). Other obtained isolates
were Hortaea werneckii (3/28; 10.71%) and Mucor sp. (1/28; 3.57%) (Table 2).

Concerning in vitro antifungal susceptibility tests of Candida spp., the MIC values for
all tested isolates are described in Table 3. Briefly, for C. famata (10/24), MIC for
amphotericin B varied from 0.03125 to 0.5 pg/mL and, for caspofungin, itraconazole and
fluconazole, it ranged from 0.03125 to 0,5 pg/mL, 0.03125 to >16 pg/mL and 0.5 to >64
pg/mL, respectively. For C. parapsilosis (4/24), MIC for amphotericin B, caspofungin,
itraconazole and fluconazole ranged from 0.0625 to 0.25 pg/mL, 0.25 to 1 pg/mL, 0.03125 to
>16 pg/mL and 4 to 8 ug/mL, respectively. For C. guilliermondii (4/24), MICs varied from
0.03125 to 0,25 pg/mL, 0.03125 to 1 pg/mL, 0.03125 to >16 pg/mL and 0.5 to 8 pg/mL for
amphotericin B, caspofungin, itraconazole and fluconazole, respectively. For C. tropicalis
(3/24) MIC value for amphotericin B was 0.125 pg/mL while, those for caspofungin,
itraconazole and fluconazole ranged from 0.125 to 0.5 pg/mL, 0.03125 to 4 ug/mL and 8 to
>64 ng/mL, respectively. Finally, for C. albicans (3/24), MIC values for amphotericin B and
caspofungin varied from 0.125 to 0.5 pg/mL and 0.03125 to 0.0625 pg/mL, respectively,
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while those for itraconazole and fluconazole were >16 pg/mL and >64 pg/mL, respectively. A
positive correlation was observed when comparing MICs for amphotericin B and itraconazole
(P=0.0005), amphotericin B and fluconazole (P=0.0020) and fluconazole and itraconazole
(P=0.0007), but not for caspofungin, when compared to the other tested drugs.

MFC values for all Candida spp. isolates varied from 0.03125 to 0.5 pg/mL, 0.03125
to 8 pug/mL, 0.03125 to >16 pg/mL and 2 to >64 pg/mL for amphotericin B, caspofungin,
itraconazole and fluconazole, respectively (Table 3). A positive correlation was also observed,
when comparing MFCs for amphotericin B and itraconazole (P=0.0001), amphotericin B and
fluconazole (P=0.0104) and fluconazole and itraconazole (P=0.0013), but not for caspofungin,
when compared to the other tested drugs. When comparing MIC and MFC, a positive
correlation was observed for caspofungin (P=0.0000), fluconazole (P=0.0000) and
itraconazole (P=0.0000). For amphotericin B, MICs were equal to MFCs; for itraconazole,
MICs and MFCs were not statistically different (P=0.1108) and, for caspofungin (P=0.0007)
and fluconazole (P=0.0013), MICs and MFCs were statistically different.

Concerning phospholipase activity, only three (12.5%) isolates presented positive
results (Pz<1). The obtained Pz values were 0.64, 0.67 and 0.71 for C. famata, C. tropicalis
and C. parapsilosis, respectively. C. famata was isolated from larviculture water (T1) and C.
tropicalis and C. parapsilosis were isolated from the digestive tract of captive adults (T5).

As for protease production, eight isolates presented positive results (8/24; 33.3%),
which ranged from 1.0 to 27.0 U/mL. These isolates were four C. famata (4/10; 40%; 01 from
T3 water, 03 from wild-harvested adults), two C. albicans (2/3; 66.7%; 01 from wild-
harvested adults and 01 from captive adult from T5), one C. parapsilosis (1/4; 25%; from

captive adult from T5) and one C. guilliermondii (1/4; 25%; from wild-harvested adult).

DISCUSSION

Larval health index was satisfactory for all analyzed tanks, during this experiment,
with values greater than one (Tayamen & Brown, 1999). Water temperature varied from 28 to
30 °C and ammonia and nitrite concentrations were maintained at zero throughout the
research, within ideal management conditions for M. amazonicum (Morais-Valenti & Valenti,
2010).

Candida was the most isolated genus and C. famata the most frequently isolated

species from different samples, with 10 isolates (38.46%), followed by C. guilliermondii
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(15.4%) and C. parapsilosis (15.4%). Other recovered species were C. albicans, C. tropicalis,
C. laurentii and R. mucilaginosa.

C. famata was the most commonly isolated species from wild-harvested adult prawns
and cultivation water (42 and 50%, respectively). From digestive tract of cultivated prawns,
C. tropicalis and C. famata were the most frequently recovered species (28.6% each). The
digestive tract of wild-harvested adult M. amazonicum from Catu Lake represented the type of
sample where the highest number of species was found, followed by digestive tracts of
cultivated animals, cultivation water and larvae.

In a study with M. rosenbergii cultivated in Taiwan, five species, belonging to three
genera, were recovered (Lu et al., 1998). The greatest percentage of the isolates (86%) were
represented by Candida species, out of which 70% were C. sake and 16% were C. famata.
However, 61% of the animals presented signs of clinical alterations, which may explain the
high prevalence of C. sake, a well-known pathogen of fresh water prawns. C. sake was not
recovered during our research and C. famata was the most frequently isolated species from
digestive tract samples of cultivated and wild-harvested M. amazonicum, which suggests the
presence of this yeast species in healthy prawns kept in captivity, as well as in those from the
natural environment.

By monitoring the quality of prawn cultivation water, four species, belonging to three
genera, were isolated. C. sake (86%) was also the most frequently isolated species, followed
by C. famata (8%) (Lu et al., 1998). In our study, although the number of recovered yeasts
from water was small, 02 isolates of C. famata, 01 C. guilliermondii and 01 R. mucilaginosa
were found. Candida spp. was also predominantly isolated from the water where tiger prawns
were cultivated, representing 40% of the isolates (Leafio et al., 2005).

Aquatic invertebrates reflect the water where they live in, but they present a greater
population density of yeasts, when compared to the water or to the sediment (Hagler et al.,
1995, Kutty & Philip, 2008). Thus, yeasts isolated from the digestive tract of wild-harvested
M. amazonicum may reflect the environmental conditions of Catu Lake. The obtained results
might suggest the presence of potentially pathogenic yeasts to human beings and other
animals in the water of this lake.

The three predominant genera of filamentous fungi found in cultivation water of this
study, Penicillium, Cladosporium and Aspergillus, were also found in an investigation of
filamentous fungi in cultivation water of tilapia and tiger prawns by (Leafio et al., 2005).

Penicillium sp. and Aspergillus sp. were the predominant genera found by these authors, but
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Cladosporium sp. was isolated from only one sample of tiger prawn cultivation. Differently,
in our study Cladosporium sp. represented 25% of the isolates.

In our study, the fungus H. werneckii (3/28) was isolated from water samples from
tanks T2 and T3 (salinity of 4 and 6 mg/L, respectively). This species is a dematious fungus
that causes the superficial mycosis known as tinea nigra, which is characterized by the
development of a brownish macule that preferentially affects the palms, but occasionally
affects other body parts. H. werneckii has been isolated from human beings before, but this
was the first time that our group recovered this fungus from environmental sources. This
fungus inhabits tropical and subtropical regions and it used to be misclassified within other
genera, such as Cladosporium, Exophiala and Phaeoannelomyces (De Hoog et al., 2000,
Varga & Godoy, 2004). H. werneckii is the predominant species in hypersaline waters, acting
as a saprobic microorganism in these environments. In a study performed in the Dead Sea, it
was possible to isolate this fungus from 13.2% of a total of 68 water samples (Gunde-
Cimerman, 2000; Mbata, 2008). H. werneckii can inhabit a wide range of salinity, varying
from zero to 25 mg/L, but optimal growth occurs between 3 and 7.5 mg/L of NaCl (Petrovic
et al., 2002), which includes the salinity of the samples from which this fungus was isolated in
our study.

Although some filamentous fungi are identified as pathogens for prawns, such as
Aspergillus sp., in this study, their isolation was not harmful to the health of cultivated
prawns, considering that no clinical alterations were observed. Most pathogenic fungi for
prawns and shrimps belong to the microbiota of cultivation water and are secondary or
opportunistic invaders. These microorganisms cause cultivation problems only when the
animals are submitted to inadequate management conditions, which favor the dissemination
of other diseases (Bueno & Gastell, 1998; Leafio et al., 2005).

In this study, all strains were susceptible to amphotericin B, as observed in other
researches performed by our group (Brito et al., 2009; Sidrim et al., 2010). Eight out of 24
Candida spp. isolates (33.3%) were resistant to itraconazole and/or fluconazole, with
particular attention given to the isolates of C. albicans, which were resistant to both drugs
simultaneously. In a research on yeasts from lakes in Southeastern Brazil, strains of Candida
spp. showed to be resistant to these azole derivatives, as well as amphotericin B (Medeiros et
al., 2008) The MFC results obtained in our study were similar to those for clinical isolates of

non-albicans Candida species (Tawara et al., 2000).
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Additionally, it was observed that 28.6% (4/14) of the isolates of Candida spp.
obtained from the digestive tract of wild-harvested M. amazonicum were resistant to these
azole derivatives. The observed resistance phenomenon to this class of drugs arose the
curiosity to seek the causes that may be associated with this phenomenon in the environment.
Catu Lake is a fresh-water source that has been used for human consumption and supply,
animal consumption, agriculture, industries and leisure activities. Probably, the occurrence of
resistance phenomenon is related to anthropic activities, such as pollution with industrial
wastes, agrotoxic and oil from boats and jetskis, which are present in this area.

There are several researches concerning phospholipase activity of fungi isolated from
humans (Fotedar & Al-Hedaithy, 2005; Zeng et al., 2008). However, researches with yeasts
isolated from animals are scarce (Sidrim et al., 2010) and no reports have been found for
yeasts from prawns or shrimps. For many years, it was believed that only C. albicans was
able to produce phospholipase, however, now, it is known that other species of Candida also
produce this enzyme, usually in smaller amounts (Ghannoum, 2000), as demonstrated by our
research. Paradoxically, the isolates of C. albicans obtained in this study did not present
phospholipase activity and 14.29% (3/21) of the non-albicans Candida species were positive
for this enzyme. In another study performed by our group, 100% of the C. albicans isolates,
obtained from the gastrointestinal tract of cockatiels, were positive for phospholipase
production (Sidrim et al., 2010).

Some studies have evaluated the protease activity of Candida species, however, in
those researches the strains were obtained from humans with candidiasis (Kantarcioglu &
Yucel, 2002; Ombrella et al., 2008; Mohan & Ballal, 2008). In a study that aimed at
explaining the virulence profile of Candida spp. isolates from different anatomical sites of
healthy human patients, protease activity was observed in 52.4% of the isolates (Oksuz et al.,
2007). In our study, it was demonstrated, for the first time, the production of protease by
Candida spp. strains isolated from wild-harvested and captive crustaceans.

Finally, this work represented the first study on yeast microbiota of M. amazonicum,
comparing wild and captive populations. Additionally, the most relevant finding was the
isolation of azole resistant Candida spp. from wild-harvested animals, which suggests the

occurrence of an environmental imbalance in the area.

48



ACKOWLEDGEMENT

The authors thank the financial support of FUNCAP (Ceard State Research Funding;
Proc. 071.02.00/09) and CNPqg (National Counsel for Technological and Scientific
Development; Brazil, Proc. 473881/2008-0).

REFERENCES

Brilhante RS, Castelo-Branco DSCM, Soares GD, Astete-Medrano DJ, Monteiro AJ, Cordeiro RA,
Sidrim JJ & Rocha MF (2010) Characterization of the gastrointestinal yeast microbiota of
cockatiels (Nymphicus hollandicus): a potential hazard to human health. J Med Microbiol 59:
718-723.

Brito EHS, Fontenelle ROS, Brilhante RSN, Cordeiro RA, Monteiro AJ, Sidrim JJC & Rocha MFG
(2009) The anatomical distribution and antimicrobial susceptibility of yeast species isolated
from healthy dogs. The Veterinary Journal 182: 320-326.

Bueno SLS & Gasteld JCG (1998) Doengas em camardes de agua doce. Carcinicultura de 4gua
doce: Tecnologia para Producédo de Camardes, vol. 1 (Valenti WC, ed.), pp. 115-143.. S&o
Paulo: FAPESP, Brasilia: IBAMA.

Charney J & Tomarelli RM (1947) A colorimetric method for the determination of the proteolytic
of duodenal juice. J Biol Chem 23: 501-505.

Cenci E, Francisci D, Belfiori B, Pierucci S, Baldelli F, Bistoni F & Vecchiarelli A (2008)
Tipranavir exhibits different efects on opportunistic pathogenic fungi. British Infection
Society 56: 58-64.

Colorni A (1989) Fusariosis in the shrimp Penaeus semisulcatus cultured in Israel. Mycopathologia
108: 145-147.

De Hoog GS, Guarro J, Gené J & Figueiras MJ (eds) (2000) Atlas of Clinical Fungi. The
Nederlands: Centraalbureau voor Schimmslcultures.

De Hoog GS, Guarro J & Geneé J (eds) (2002) Atlas of Clinical Fungi. Delf: Centraalbureau voor
Schinmelculture/Universitat Rovira i Virgilli.

Fotedar R & Al-Hedaithy SSA (2005) Comparison of phospholipase and proteinase activity in
Candida albicans and C. dubliniensis. Mycoses 48: 62-67.

Gatesoupe FJ (2007) Live yeasts in the gut: Natural occurrence, dietary introduction, and their
effects on fish health and development. Aquaculture 267: 20-30.

Ghannoum MA (2000) Potential role of phospholipases in virulence and fungal pathogenesis. Clin
Microb Rev 13: 122-143.

49



Gunde-Cimerman N, Zalar P,De Hoog S & Plemenitas A (2000) Hypersaline waters in salterns -
natural ecological niches for halophilic black yeasts. FEMS Microbiology Ecology 32: 235-
240.

Hagler AN, Mendonga-Hagler LC, Rosa CA & Morais PP (1995) Yeast as an example of microbial
diversity in brazilian ecosystems. Oecologia brasiliensis 1: 225-244.

Holthuis LB (1952) A general revision of the Palemonidae (Crustacea, Decapoda, Natantia) of the
Americas. Allan Hancock Foundation 12: 1-396.

Johnson SK & Bueno SLS (2000) Health Management. Freshwater prawn culture: the farming of
Macrobrachium rosenbergii. Vol. 1 (New MB & Valenti WC, eds) pp. 18-40. London:
Blackwell Science.

Kantarcioglu, AS & Yucel A (2002) Phospholipase and protease activities in clinical Candida
isolates with reference to the sources of strains. Mycoses 45: 160-165.

Kutty SN & Philip R (2008) Marine yeasts — a review. Yeast 25: 465-483.

Leafio EM, Lio-Po GD, Nadong LA, Tirado AC, Sadaba RB & Guanzon Jr NG (2005) Mycoflora
of the ‘green water’ culture system of tiger shrimp Penaeus monodon Fabricius. Aquaculture
Research 36: 1581-1587.

Lobdo VL & Rojas NET (1991) Camardes de agua doce. Da coleta ao cultivo, & comercializagao.
fcone 1: 1-112.

Lu CC, Tang KFJ & Chen SN (1998) Identification and genetic characterization of yeasts isolated
from freshwater prawns, Macrobrachium rosenbergii de Man, in Taiwan. Journal of Fish
Diseases 21: 185-192.

Martin JW & Davis GE (2001) An update classification of the recent Crustacea. Nat Hist Mus Los
Angeles 39: 1-124.

Mbata T1 (2008) Isolation of fungi in hyper saline Dead Sea water. Sudanese Journal of Public
Health 3: 170-172.

Medeiros AO, Kohler LM, Hamdan JS, Missagia BS, Barbosa FAR & ROSA CA (2008) Diversity
and antifungal susceptibility of yeasts from tropical freshwater environments in Southeastern
Brazil. Water Research 42: 3921-3929.

Mohan V & Ballal M (2008) Proteinase and phospholipase activity as virulence factors in Candida
species isolated from blood. Rev Iberoam Micol 25: 208-210.

50



Moraes-Valenti P & Valenti WC (2010) Culture of the Amazon river prawn Macrobrachium
amazonicum. Freshwater prawns: biology and farming (New MB, Valenti WC, Tidwell JH,
D’abramo LR & Kutty MN, eds) pp. 485-501. Oxford, Wiley-Blackwell.

National Committee for Clinical Laboratory Standards (2002) Reference method for broth dilution
antifungal susceptibility testing of yeasts: approved standard. NCCLS, document M27-A2.

Oksuz S, Sahin I, Yildirim M, Gulcan A, Yavuz T, Kaya D & Koc AN (2007) Phospholipase and
proteinase activities in different Candida species isolated from anatomically distinct sites of
healthy adults. Jpn J Infect Dis 60: 280-283.

Ombrella AM, Racca L & Ramos L (2008) Actividades proteinasa y fosfolipasa de aislamientos de
Candida albicans provenientes de secreciones vaginales con distintos valores de pH. Rev
Iberoam Micol 25: 12-16.

Petrovic U, Gunde-Cimerman N & Plemenitas A (2002) Cellular responses to environmental
salinity in the halophilic black yeast Hortaea werneckii. Molecular Microbiology 45: 665-
672.

Pfaller MA, Boyken L, Hollis RJ, Messer SA, Tendolkar S & Diekema DJ (2006) In vitro
susceptibilities of Candida spp. To caspofungin: four years of global surveillance. J Clin
Microbiol 44: 760-763.

Price MF, Wilkinson ID & Gentry LO (1982) Plate method for detection of phospholipase activity
of Candida albicans. Sabouraudia 22: 201-207.

Sidrim JJC, Castelo-Branco DSCM, Brilhante RSN, Soares GDP, Cordeiro RA, Monteiro AJ &
Rocha MFG (2010) Candida species isolated from the gastrointestinal tract of cockatiels
(Nymphicus hollandicus): In vitro antifungal susceptibility profile and phospholipase activity.
Veterinary Microbiology in Press.

Tawara S, lkeda F, Maki K, Morishita Y, Otomo K, Teratani N, Goto T, Tomishima M, Ohki H,
Yamada A, Kawabata K, Takasugi H, Sakane K, Tanaka H, Matsumoto F & Kuwahara S
(2000) In Vitro Activities of a New Lipopeptide Antifungal Agent, FK463, against a Variety
of Clinically Important Fungi. Antimicrob Agents Chemother 44: 57-62.

Tayamen M & Brown JH (1999) A condition index for evaluating larval quality of Macrobrachium
rosenbergii (De Man, 1879). Aquaculture Research 30: 917-922.

Valenti WC, Mallasen M & Silva CA (1998) Larvicultura em sistema fechado dinamico.
Carcinicultura de agua doce: Tecnologia para Produgdo de Camardes, vol. 1 (Valenti WC,
ed) pp. 115-143. S&o Paulo: FAPESP, Brasilia: IBAMA.

o1



Varga VES & Godoy P (2004) Tinea Nigra. Micologia médica a luz de autores contemporaneos,
vol. 1 (Sidrim JJC & Rocha MFG, eds) pp. 124 — 128. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan.

Zeng X, Hou X, Wang Z, Jiang L, Xiong C, Zhou M & Chen Q (2008) Carriage rate and virulence
attributes of oral Candida albicans isolates from patients with oral lichen planus: a study in an
ethnic Chinese cohort. Mycoses 52: 161-165.

Zimmermann S & Sampaio CMS (1998) Sistema de bercario: caracterizagdo e manejo.
Carcinicultura de agua doce: Tecnologia para Produgdo de Camardes, vol. 1 (Valenti WC,
ed.), pp. 95-113. Sdo Paulo: FAPESP, Brasilia: IBAMA.

52



TABLE 1: Yeast species isolated from M. amazonicum and water from cultivation

Collection Site
Yeast Species Larvae Juvenile and Adult Larviculture Grow-Out

10 38.46

C. parapsilosis

C. laurentii

Total 14 53.84 1 3.85 1 3.85 6 23.07 3 11.54 1 3.85 26 100

T2- Larviculture tank (salinity 4 mg/L); T4- Grow-out tank (fresh water) corresponding to T1 (salinity 2 mg/L); T5- Grow-out tank (fresh water) corresponding to T2 (salinity
4 mg/L); T6- Grow-out tank (fresh water) corresponding to T3 (salinity 6 mg/L).
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TABLE 2: Filamentous fungus species isolated from cultivation tanks of M. amazonicum.

Collection Site

Species
T2 T3 T4 T5 T6
Penicillium sp. 1 3.57 1 357 2 7.15 - - 3 10.71 7 25.00

P. chrysogenum - - - - 1 3.57 - - - - 1 3.57

Cladosporium sp. 1 3.57 - - 2 7.15 1 3.57 - - 4 14.29

C. cladosporioides - - - - 1 3.57 - - 1 3.57 2 7.15

Aspergillus niger - - - - - - 1 3,57 - - 1 3,57

Mucor racemosus - - - - - - - - 1 3.57 1 3.57

T2- Larviculture tank (salinity 4 mg/L)
T3- Larviculture tank (salinity 6 mg/L)
T4- Grow-out tank (fresh water) corresponding to T1 (salinity 2 mg/L)
T5- Grow-out tank (fresh water) corresponding to T2 (salinity 4 mg/L)
T6- Grow-out tank (fresh water) corresponding to T3 (salinity 6 mg/L)



TABLE 3: Minimum inhibitory concentration and minimum fungicidal concentration distribution of amphotericin B, caspofungin, itraconazole and fluconazole against 24

isolates of Candida spp.

Candida spp. n Amphotericin B (ng/mL) Caspofungin (ng/mL) Itraconazole (ng/mL) Fluconazole (ng/mL)
MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC
C. albicans 3 0.125 (1)? 0.125 (1) 0.03125 (2) 0.03125 (1) >16 (3) >16 (3) >64 (3) >64 (3)
0.5(2) 0.5(2) 0.0625 (1) 0.0625 (1)
0.25(1)
C. famata 10 0.03125 (5) 0.03125 (5) 0.03125 (1) 0.03125(1) 0.03125(2) 0.03125 (1) 0.5(2) 2(2)
0.0625 (3) 0.0625 (3) 0.0625 (2) 0.0625 (2) 0.0625 (3) 0.0625 (1) 2(3) 4 (1)
0.125 (1) 0.125 (1) 0.125 (1) 0.125 (1) 0.125 (2) 0.125 (2) 4 (1) 16 (2)
0.5(1) 0.5(1) 0.25(2) 0.25(1) 0.5(1) 0.25(1) 8(1) 32(2)
0.5 (4) 1(2) 216 (2) 0.5(3) 32 (1) >64 (3)
2(3) >16 (2) >64 (2)
4 (1)
C. parapsilosis 4 0.0625 (1) 0.0625 (1) 0.25 (1) 2(2) 0.03125 (1) 0.625 (1) 8(2) 4 (1)
0.125 (2) 0.125 (2) 0.5(1) 4 (1) 0.0625 (1) 0.5(1) 4 (2) 8(2)
0.25 (1) 0.25(1) 1(2) 8(1) 0.5(1) 2(1) 32(1)
>16 (1) >16 (1)
C. tropicalis 3 0.125 (3) 0.125 (3) 0.125 (2) 0.5(1) 0.03125 (2) 0.0625 (2) 8(2) 8(1)
0.5(1) 1(2) 4 (1) >16 (1) >64 (1) 32 (1)
2(1) >64 (1)
C. guilliermondii 4 0.03125 (1) 0.03125 (1) 0.03125 (2) 0.03125(1) 0.03125(3) 0.03125 (1) 0.5(1) 4 (1)
0.0625 (2) 0.625 (2) 0.0625 (1) 0.25(1) >16 (1) 0.0625 (1) 1(1) 8(2)
0.25 (1) 0.25 (1) 1(2) 1(2) 0.125 (1) 2(1) 16 (1)
4 (1) 216 (1) 8(1)

Represents the number of isolates for each indicated MIC and MFC.
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7. CONCLUSOES

1 — A principal espécie de Candida componente da microbiota por leveduras de M.

amazonicum é C. famata;

2 — O fendmeno de resisténcia frente ao itraconazol e fluconazol estd presente em Candida spp.

isoladas de M. amazonicum, principalmente em C. albicans.

3 — A producdo de fosfolipase e de protease por cepas de Candida spp. isoladas de M.

amazonicum, apesar de baixa, pode ser observada;

4 — Os fungos pertencentes aos géneros Penicillium, Aspergillus e Cladosporium, sdo os mais

comumente isolados da agua de cultivo.



8. PERSPECTIVAS

1. O conhecimento da microbiota do trato gastrintestinal de M. amazonicum é de grande
importancia, por auxiliar na compreensdo da dindmica microbiana, o que é essencial para a
prevencdo doencas, elaboragdo de dietas adequadas, utilizagdo de microorganismos como
probidticos, otimizagdo dos sistemas de producdo e investigacdo das condigdes ambientais
onde estes animais estdo inseridos. Este trabalho foi pioneiro para a espécie estudada e

forneceu dados importantes sobre a composigcéo da microbiota.

2. O monitoramento do perfil de sensibilidade de cepas de Candida spp. de origem animal é
bastante escasso, sendo limitado o niimero de trabalhos nessa area. Este trabalho constatou a
ocorréncia do fendmeno de resisténcia a derivados azélicos em cepas de Candida spp. O
fendmeno de resisténcia particularmente nos isolados oriundos de M. amazonicum de vida
livre pode sugerir um desequilibrio ambiental na area onde esses camardes estdo inseridos.
Sendo, portanto, de suma importancia investigar os possiveis fatores envolvidos neste

fendbmeno.

3. O conhecimento e a compreensdo dos fatores de viruléncia de um microorganismo
contribuem tanto para a prevencdo das doencas, como também para a elaboracdo de novas
alternativas terapéuticas que visam a supressdo desses fatores. Isolados de Candida spp.
oriundos de M. amazonicum, de vida livre e de cativeiro, foram avaliados quanto a producéo
de fosfolipase e de proteases. Foi constatada a producéo desses fatores de viruléncia em cepas
de Candida spp., porém ndo ficou claro o papel da producdo desses fatores de viruléncia por
isolados de animais de cativeiro e de vida livre. Dessa forma, mais pesquisas sdo necessarias

para avaliar a importancia de tais fatores.
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