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RESUMO 

Macrobrachium amazonicum é a espécie nativa de camarão dulcícola que mais atrai interesse 

de produtores brasileiros. Até o momento, o registro sobre a microbiota fúngica de M. 

amazonicum é muito restrito. Com este estudo buscou-se conhecer a microbiota por leveduras 

de M. amazonicum, bem como identificar os fungos presentes na água do cativeiro. 

Adicionalmente, buscou-se estabelecer o perfil de sensibilidade antifúngica in vitro e avaliar a 

produção de fosfolipase e de protease para os isolados de Candida spp. Para tanto, foram 

utilizados camarões de cativeiro da fase larval à adulta, camarões de vida livra e amostras da 

água de cativeiro. As amostras de camarão foram maceradas e suspendidas em solução salina 

estéril e o sobrenadante foi semeado em placas contendo ágar Sabouraud acrescido de 

cloranfenicol e ágar semente de níger. A identificação da espécie fúngica foi baseada na 

micromorfologia e em características bioquímicas. Vinte e quatro isolados de Candida spp. 

foram submetidos ao teste de microdiluição em caldo, frente a anfotericina B, itraconazol, 

fluconazol e caspofungina segundo metodologia padronizada pelo Clinical Laboratory 

Standards Institute (documento M27-A2), ao teste de produção de fosfolipase em ágar gema 

de ovo e à avaliação da atividade de proteases. Para análise dos dados foram utilizados os 

testes de Fisher, de Pearson e T de Student, com nível de significância de 5% (P<0,05). Foram 

obtidos a partir de camarões e da água 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 

água de cultivo, pertencentes a cinco gêneros, sendo Penicillium (46,42%) o gênero mais 

prevalente. Todas as cepas de Candida foram sensíveis a anfotericina B (CIM=0,03125 a 0,5 

µg/mL) e caspofungina (CIM=0,03125 a 1 µg/mL). Para itraconazol e fluconazol as CIMs 

foram de 0,03125 a ≥16 μg/mL e 0,5 a ≥64 μg/mL, respectivamente. De todos os isolados 

testados, 33,33% foram resistentes aos derivados azólicos, sendo dois isolados de C. famata, 

um de C. tropicalis, um de C. parapsilosis, um de C. guilliermondii e três 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 populações selvagens e de cativeiro. Adicionalmente, M. 

amazonicum pode ser destacado como um possível animal sentinela na detecção de leveduras 

resistentes a antifúngicos no ambiente natural. 

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

Fatores de virulência. Sensibilidade a antifúngicos. 



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 µg / mL) and caspofungin (MIC = 0.03125 to 1 µg / mL). For 

fluconazole and itraconazole the MICs were 0.03125 to ≥ 16 µg/mL and 0.5 to ≥ 64 µg/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. INTRODUÇÃO 
 

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 cenário 

aquícola e na economia de um país, constituindo-se em um dos principais produtos de 

exportação, apresentando bons índices de rentabilidade e lucratividade. O rápido 

desenvolvimento desta atividade em importantes áreas tropicais do mundo tem ocorrido, 

entretanto, acompanhado de crescentes preocupações sobre a sustentabilidade ambiental, 

devido aos efeitos causados ao meio ambiente, como: a remoção de manguezais, a conversão 

do uso da terra, a descarga de nutrientes, dejetos e agroquímicos e sua influência sobre a 

biodiversidade (ABCC, 2001). 

A carcinicultura de água doce, que representa a segunda prática mais disseminada no 

Brasil, ocorrendo em 20 Estados da federação, vem se tornando uma alternativa mais racional 

e viável para a manutenção da produção em níveis compatíveis com o consumo e com a 

preservação das populações naturais (VALENTI, 2002). 

Das espécies exóticas de camarões de água doce, atualmente, Macrobrachium 

rosenbergii é a mais utilizada em criações comerciais em todo o mundo. Das espécies nativas 

do Brasil, M. amazonicum é a preferida, atualmente, para cultivos, devido ao seu rápido 

crescimento e fácil manutenção em cativeiro. Segundo Lobão e Rojas (1991), indivíduos 

dessa espécie embora possuam um crescimento menor que o de outras espécies do gênero, 

atingindo cerca de 10 cm comprimento e 10 g de peso médios, não apresentam a 

agressividade característica de M. acanthurus e M. carcinus, além de serem mais resistentes a 

doenças e predadores.  

O cultivo de espécies do gênero Macrobrachium de importância econômica realiza-se 

em duas fases: 1) larvicultura - produção de pós-larvas, ou seja, obtenção e cultivo de larvas 

até estas atingirem a metamorfose e 2) engorda ou recria - criação de pós-larvas recém-

metamorfoseadas em viveiros de fundo natural, onde permanecem até atingirem tamanho 

comercial; ou, alternativamente, em berçários por um período de 60 a 90 dias, antes de serem 

levadas para os viveiros de engorda (MORAIS-VALENTI; VALENTI, 2010). 

As características artificiais inerentes aos sistemas de produção, frequentemente, 

submetem as populações de camarões de água doce em cativeiro a condições estressantes. O 

confinamento, a utilização de densidades elevadas de estocagem, a manipulação frequente dos 

indivíduos e flutuação dos parâmetros ambientais são alguns dos fatores que induzem ao 

estresse. Sob tais condições adversas, os indivíduos da população tornam-se mais susceptíveis 
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a patógenos oportunistas, propiciando o desenvolvimento de doenças (BUENO; GASTELÚ, 

1998). 

Na literatura científica, há registros relatando a importância 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 presença fúngica em camarões do 

gênero Macrobrachium foram realizados em meados da década de 1980, por Colorni (1989) e 

Lombardi e Lobão (1989a), porém visaram somente investigar aqueles causadores de 

enfermidades em espécies de cativeiro, a partir da observação de características 

macroscópicas que pudessem inferir na presença de fungos como patógenos primários ou 

secundários. 

Até o momento, o registro sobre a microbiota fúngica de M. amazonicum é restrito, 

sendo, portanto, de suma importância a caracterização desta microbiota, assim como o 

acompanhamento da qualidade microbiológica da água, onde estes camarões são cultivados. 

Segundo Bueno e Gastelú (1998), conhecer a biologia da espécie cultivada e adotar 

procedimentos de cultivo adequados são importantes para amenizar os 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 antifúngica, in vitro, e a produção de fosfolipase e 

protease pelas espécies de Candida isoladas. Adicionalmente, investigou-se a presença de 

fungos na água de cultivo. 



2. REVISÃO DE LITERATURA  

 

2.1 Carcinicultura de água doce 

 

Há um enorme potencial para o desenvolvimento das redes produtivas do camarão de 

água doce no Brasil, já que a oferta atual não atende completamente a demanda no país. O 

camarão de água doce é um produto interessante pela fonte potencial de lucratividade que 

representa, podendo ser criado juntamente com várias espécies de peixes, diversificando as 

fontes de renda de cultivos pouco lucrativos (PIEDADE et al., 2002). 

O M. rosenbergii é a espécie de camarão de água doce mais utilizada em cultivos de 

escala comercial, em vários países tropicais e subtropicais. É conhecido como Camarão de 

água doce, Gigante da Malásia, Camarão Azul, Pitu Havaiano, Lagostim de água doce. A 

tecnologia de produção está bem desenvolvida. Alcança bons preços no mercado nacional e 

internacional devido ao seu tamanho e sabor da sua carne. Além disso, a instalação de um 

criatório de camarão de água doce causa menos conflitos por não necessitar da utilização de 

áreas costeiras, que são requeridas para os camarões marinhos, causando impactos ambientais 

pela substituição das áreas de mangue por viveiros de cultivo (NEW et al., 2002). Entretanto, 

a partir de 2003, a produção anual vem diminuindo no Brasil, fato caracterizado 

principalmente por uma tendência mundial em cultivar espécies nativas, devido a importância 

na manutenção da biodiversidade local, bem como evitar problemas causados pela introdução 

de espécies exóticas sobre as populações locais. 

Na China, a produção da espécie local M. niponense já superou a de M. rosenbergii, e 

na Índia, há um esforço 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 

expansão do mercado brasileiro da carcinicultura de água doce. No Brasil, M. amazonicum é o 

camarão de água 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 reservatórios, lagoas, e viveiros, alem de maior 

resistência a doênças. Apesar de M. amazonicum ser bem menor que M. rosenbergii, a sua 

taxa de sobrevivência é alta e sua metamorfose mais rápida (MORAIS-VALENTI; 

VALENTI, 2010).  
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2.2 Biologia de Macrobrachium amazonicum 

 

O termo “camarão de água doce” é utilizado para caracterizar tanto espécies que têm 

todo seu ciclo de vida restrito a esse ambiente, como espécies que necessitam de água salobra 

no início de seu desenvolvimento e de água doce depois da metamorfose (COELHO et al., 

1981).  

Embora sejam também chamados de camarões, como os de água salgada, os de água 

doce são evolutivamente mais próximos das lagostas, apresentando muitas semelhanças com 

estas, principalmente quanto aos hábitos reprodutivos, pois as fêmeas de ambas as espécies 

incubam seus ovos no abdômen até a eclosão das larvas (ISMAEL; NEW, 2000).  

Os camarões de água doce são crustáceos decápodes pertencentes à Subordem 

Pleocyemata e família Palaemonidae (MARTIN; DAVIS, 2001). O gênero mais 

representativo desta família é 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 camarões pertencentes a esse gênero (SHORT, 2004), das quais 45 

são registradas nas Américas e 18 no Brasil (MELO, 2003). A maioria das espécies de 

camarão de água doce de interesse comercial pertence ao gênero Macrobrachium, 

distribuindo-se pelas regiões 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 distribuída na América do Sul, desde a bacia do 

Orenoco, passando pelo rio Amazonas, até a bacia do Rio Paraguai (HOLTHUIS, 1952). 

O camarão da Amazônia (M. amazonicum) pode ser separado em dois grupos 

distintos: populações costeiras, as quais habitam rios de estuário; e populações continentais, 

as quais vivem em rios, lagos e outros corpos d’água, 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 distribuídos 

irregularmente. Carapaça e abdômen lisos e transparentes e telson terminando em uma 

extremidade aguda com dois pares de espinhos na margem posterior. A segunda pata no 

adulto é a mais forte. Machos adultos apresentam mero, carpo e própode cobertos por 

espínulos curtos os quais nas fêmeas estes estão ausentes (MELO, 2003). 
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Os camarões de água doce do gênero Macrobrachium apresentam sexos separados, 

além de características morfológicas externas que permitem distinguir facilmente, em 

exemplares maduros, o sexo dos indivíduos (NEW, 2002).  

Machos e fêmeas de camarões palaemonídeos apresentam compleição física 

semelhante até atingirem a maturidade sexual, quando têm início os processos reprodutivos. A 

partir deste momento, as fêmeas destinam suas reservas energéticas à produção e à incubação 

dos ovos, enquanto os machos direcionam o gasto energético ao crescimento somático, 

fazendo com que se tornem os maiores indivíduos da população (AMMAR et al., 2001).  

Os juvenis são translúcidos, com o segundo par de pereiópodes delgado. As fêmeas de 

M. amazonicum normalmente são menores que os machos, e têm menos espinhos no segundo 

par de pereiópodes (Figura 1). Os ovos se desenvolvem em uma câmara de incubação, 

formada pelo arqueamento e alongamento da pleura abdominal. Estes são geralmente 

pequenos e passam, durante o desenvolvimento embrionário, da cor verde escuro, no início, a 

verde claro, até apresentarem uma coloração verde acinzentado, cinza claro ou esbranquiçado 

quando se encontram próximo à eclosão das larvas (figura 2) (MORAIS-VALENTI; 

VALENTI, 2010).  

 

 
(Fonte: LACAR, 2005) 

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

Figura 2. Larva de M. amazonicum. 

 

 

No início da década de 1990 Odinetz-Collart (1993) e Odinetz-Collart e Moreira 

(1993) observaram em populações naturais de M. amazonicum do Rio Amazonas uma grande 

variabilidade de tamanho em indivíduos machos e a ocorrência de diferenças nas taxas de 

crescimento entre estes. No entanto, somente anos depois foi confirmada a existência de 

morfotipos machos, tanto em espécimes cultivados em viveiros (MORAES-RIODADES; 

VALENTI, 2004), quanto em indivíduos de população 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 ânus localizado na 

base do telson (ISMAEL; NEW, 2000). Segundo Ismael e New (2000), o sistema digestório 

se divide em três regiões: anterior, média e posterior (Figura 3), e inclui também uma 

glândula digestiva, cecos pilóricos e divertículos. O intestino anterior se situa na porção dorsal 

do cefalotórax e apresenta esôfago e estômago, este com duas câmaras: a cardíaca e a pilórica, 

responsáveis pelos mecanismos de trituração e filtração e que junto com as enzimas iniciam o 

processo digestivo. O moinho gástrico, um mecanismo de trituração formado por ossículos na 
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câmara anterior do intestino anterior está presente em todos os decápodes, exceto em alguns 

carídeos como os camarões de água doce do gênero Macrobrachium. Desta maneira, a 

mastigação nestes animais depende exclusivamente das mandíbulas que quebram e separam 

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

 

 
(Fonte: LACAR, 2010) 

Figura 3. Sistema digestório de M. amazonicum. 

 

 

2.3 Fungos filamentosos na Aquicultura 

 

Os fungos são microrganismos eucariontes, cuja membrana plasmática é constituída 

em grande parte por ergosterol, e que possuem parede celular composta de polissacarídeos e, 

algumas outras macromoléculas. Por aproveitarem a energia contida em ligações químicas 

dos diversos nutrientes são considerados heterotróficos (SIDRIM; ROCHA, 2004). São 

microorganismos considerados ubíquos no meio ambiente, sendo impossível erradicá-los 

(SYMOENS; NOLARD, 1999). 

A caracterização 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 fúngicas apresenta-se na natureza na forma filamentosa. As hifas são estruturas 

tubulares ramificadas e pluricelulares. Apesar de freqüentemente apresentarem na sua 

constituição os septos, estes podem não ser vistos como estruturas de separação entre as 
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células uma vez que apresentam um grande número de poros que permitem a passagem de 

estruturas celulares de uma célula para outra (SIDRIM; ROCHA, 2004). 

Na literatura científica, há registros relatando a importância dos fungos filamentosos e 

leveduras para a aquicultura, principalmente em estudos realizados com peixes, anfíbios, 

algas e crustáceos (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; LEAÑO et al., 2005; RAMAIAH, 2006; GATESOUPE, 2007; NHA 

et al., 2009). 

Ramaiah (2006) cita como principais fungos filamentosos causadores de doenças em 

peixes marinhos, aqueles pertencentes aos gêneros Dermocystidium e Saprolegnia, 

parasitando principalmente a pele, brânquias e ovos. Leaño et al. (2005), a partir de amostras 

da mucosa bucal e estomacal de tilápias em cativeiro, identificou como dominantes espécies 

dos gêneros Penicilliun, Aspergillus e Fusarium. Contudo, embora esses fungos sejam 

conhecidos como patógenos para peixes, sua mera presença não determina doenças nos 

animais de cultivo. 

Batrachochytrium dendrobatidis é um fungo patógeno que, por via aquática, infecta 

primariamente tecidos queratinizados em anfíbios, sendo atualmente conhecido por causar um 

declínio na população desses animais em várias regiões do mundo, gerando uma doença 

conhecida por quitridiomicose (BELL et al., 2004; LIPS et al., 2004; PAUZA; DRIESSEN, 

2008). Daszak et al. (2004), demonstraram experimentalmente que em condições inadequadas 

de cultivo, a rã touro gigante (Rana catesbeiana) torna-se um potencial carreador de B. 

dendrobatidis, propagando a quitridiomicose para novas regiões, podendo tornar-se uma 

ameaça para a biodiversidade de anfíbios. Beard e O’Neill (2005), observaram que sapos da 

espécie Eleutherodactylus coqui são resistentes a quitridiomicose, e que em contraste a outras 

espécies de anfíbios, como Bufo boreas, não apresentam mortalidade quando infectados em 

laboratório. 

Algas verdes marinhas, Cladophora frascatii e Rhizoclonium spp, e alga azul-

esverdeada, Lyngbya sp., foram encontradas infectadas por Olpidium sp., e exibiam 

escurecimento da porção terminal e sub-terminal dos ramos (RAGHUKUMAR, 1987a;1987b, 

RAMAIAH, 2006). 

A maioria dos fungos patógenos de camarões são invasores secundários ou 

oportunistas e pertencem a biota da água de cultivo. Estes microorganismos ocasionam 
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problemas no cultivo, somente quando os camarões são submetidos a manejo inadequado, 

favorecendo a disseminação de outras doenças, principalmente aquelas causadas por bactérias 

(BUENO; GASTELÚ, 1998; LEAÑO et al., 2005). 

Czeczuga et al. (1999) realizaram um estudo com diversas espécies de crustáceos em 

águas da Polônia, e identificaram espécies dos gêneros Aphanomyces e Saprolegnia em todos 

os crustáceos examinados. 

Segundo Fisher (1983), Lagenidium callinectes é um fungo comum em infecções de 

ovos de camarões e, em todos os casos, os embriões infectados por L. Callinectes não 

sobrevivem, porém, em condições de cultivo adequadas, este fungo pode co-existir sem 

causar mortalidade aos animais adultos.  

 Fusarium spp. são fungos onipresentes em terra, que embora geralmente saprófitas, 

podem aparecer como parasitas de plantas e animais, bem como do homem, sendo um fungo 

de interesse médico (SIDRIM; ROCHA, 2004). Bueno e Gastelú (1998) alertaram para que 

cuidados sejam tomados ao manipular camarões infectados por F. solani, uma vez que esse 

fungo pode ser responsável pelo desenvolvimento de micoses em humanos. 

Rodrigues et al. (2001) detectaram  na Venezuela infecções 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 Lobão (1989b) identificaram fungos associados ao “Black-spot”, condição 

de escurecimento da carapaça após destruição 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 secundários e letais pela penetração dos fungos nos 

tecidos dos camarões (LOMBARDI; LOBÃO, 1989b). Colorni (1989) investigando a 

microbiota de larvas de M. rosenbergii alimentadas por Artemia salina, identificaram o fungo 

Lagenidium sp., patógeno para esta espécie. 

F. solani é a espécie mais comum em isolados de camarões penaeideos, gerando 

prejuízos que, em longo prazo, podem causar mortalidade de até 100% nos viveiros de 

camarões (LIGHTNER, 1993). Colorni (1989) capturou adultos machos do camarão Penaeus 

semisulcatus os quais apresentavam melanização e grandes lesões no cefalotórax e abdômen. 

Ao realizar análise histológica observou coágulos produzidos pelos hemócitos, uma resposta 

inflamatória do hospedeiro, além de lesões musculares profundas desencadeadas pelo fungo 

F. solani. Estudos realizados com camarão tigre (P. monodon) coletados no Kenya e nas 

Filipinas e com camarão 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 infecção ocular severa (COLORNI, 1989). 

Nha et al. (2009), relataram o primeiro caso de F. solani causando a doença da mancha 

negra em brânquias de lagosta (Panulirus ornatus) cultivados em tanques redes no Vietnã. 

Adicionalmente, este autor relatou alta patogenicidade de cepas de F. solani causando 

mortalidade em peixes e outros crustáceos associados a cultura de lagostas contaminadas por 

este fungo. 

Leaño et al. (2005), ao investigar a microbiota por fungos filamentosos em tilápia e em 

camarão tigre (P. monodon), bem como a presença desses fungos na água de cultivo desses 

animais, identificou o gênero Penicillium (30,3%) como dominante nas diferentes amostras, 

seguido por Aspergillus (9%). 

Animais de interesse aquícola são geralmente bastante resistentes às condições 

adversas no ambiente, porém condições desfavoráveis, como a poluição de ambientes 

aquáticos e alta densidade no cultivo pode levar a uma super proliferação de alguns fungos 

que podem causar doenças. Boas práticas agrícolas e melhor planejamento são altamente 

recomendados para o êxito 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 blastoconídio. Os fungos 

denominados de leveduras se encontram classificadas nas classes Hemiascomycetes, da 

divisão Ascomycota, e Hymenomycetes e Urediniomycetes, da divisão Basidyomycota. 

Artificialmente, são definidas como organismos unicelulares, não melanizados, 

brancos ou avermelhados. A formação de cadeias celulares coesas (pseudomicélio) é comum, 

inclusive, algumas espécies produzem talos hifas, células em brotamento, e artroconídios. 

Estes fungos são 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 são o brotamento celular, a fissão celular e a 

formação de artroconídios (DE HOOG et al., 2000). 

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

escassos e relatam principalmente o papel como patógeno e como representante da microbiota 
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de peixes e crustáceos. Andlid et al. (1995) isolaram leveduras do intestino de truta arco-íris 

(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 águas com temperatura variando de 4 °C a 30 °C, e identificaram 

leveduras do gênero Rhodotorula em 50% dos isolados e Trichosporon  em 10% dos isolados, 

além de espécies dos gêneros Candida e Cryptococcus. 

Em estudos realizados com tilápias, a partir de amostras do trato gastrintestinal, Leaño 

et al. (2005) identificaram o gênero Rhodotorula (45,45%) como principal representante da 

microbiota desse peixe, seguido por Candida (14%) e Saccharomyces (9%). 

Moore e Strom (2003) observaram mortalidade em 35% do total de larvas de salmões 

cultivados, após 35 dias de alimentação com o crustáceo Artemia franciscana, microcrustáceo 

da ordem Anostraca, contaminado pela levedura Metschnikowia bicuspidata var. bicuspidata. 

Estes autores relatam a importância do manejo na produção de cistos de Artemia sp., uma vez 

que a fonte de contaminação foi a água, onde estes crustáceos foram cultivados. 

Pagnocca et al. (1989), realizaram um estudo associando a microbiota por leveduras 

em camarões branco (Penaeus schmitti) com ambientes aquáticos próximos a esgotos ou em 

áreas limpas. Leveduras normalmente associadas a animais de sangue quente e esgoto foram 

predominantes nos camarões coletados em local poluído, o que não foi observado em 

camarões coletados em locais adequados. Este estudo mostrou a prevalência de espécies de 

Candida, Trichosporon., Rhodotorula e Cryptococcus, nos camarões coletados próximo a 

esgotos. 

Leaño et al. (2005), investigando a microbiota por leveduras, encontrou o gênero 

Saccharomyces como o único representante em amostras de camarões tigre (Penaeus 

monodon). Contudo, em amostras de água onde estes camarões foram cultivados, Candida 

spp. ocorreram em 40% dos isolados, além de espécies dos gêneros Cryptococcus, 

Rhodotorula e Saccharomyces, cada um representando 20% dos isolados. 

Segundo Chen et al. (2003), a levedura Metschnikowia bicuspidata, patógeno de 

peixes e de diversas espécies de crustáceos, está associada a mortalidade de M. rosenbergii 

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

em camarões moribundos. 

Johnson e Bueno (2000) citam que Candida spp. representam o maior número de 

isolados em culturas de camarão, sendo C. sake a espécie mais comum (dois em cada três 

isolados). Ademais, Lu et al. (1998) também citam Endomyces fibuliger e Pichia anomala em 

isolados de culturas de camarão cultivados no Sudeste da Tailândia, caracterizados como 

patógenos secundários, porém C. sake é o principal patógeno, com base em frequência de 

ocorrência destas leveduras em isolados de camarões.  

 

2.5 Fungos em ambientes aquáticos 

 

Invertebrados aquáticos refletem as águas onde vivem, mas apresentam uma maior 

densidade populacional de leveduras, quando comparados à água ou ao sedimento. Desta 

forma, estudos investigando a microbiota em ambientes aquáticos podem explicar a origem 

dos constituintes da microbiota de animais aquáticos (HAGLER et al. 1995; KUTTY; 

PHILIP, 2008 ).  

Neste sentido, estudos têm sido realizados reportando a diversidade de leveduras em 

substratos, sedimentos, plantas, matéria orgânica e animais em ambientes aquáticos, incluindo 

rios, lagos, açudes, estuários e áreas de mangue (NAGAHAMA, 2006). 

Boguslawska-Was e Dabrowski (2001) demonstraram a alta frequência de espécies do 

gênero Candida (25%) em amostras de diferentes estações da lagoa Szczecin, Polônia, cuja 

espécie dominante foi C. famata (9,3%). Buck (1975) mostrou a importância de estudos 

realizados com leveduras em ambientes aquáticos e isolou diversas espécies pertencentes aos 

gêneros Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Saccharomyces e Rhodotorula, nas águas de 

rios em Connecticut. Vogel et al. (2007) realizaram um estudo avaliando a abundância e 

diversidade de leveduras em areia seca e úmida de três praias no Sul da Flórida. Um total de 

21 espécies de leveduras foram identificadas por métodos moleculares. O maior número de 

isolados e de espécies foi observado em amostras de areia seca. C. tropicalis foi à espécie 

mais isolada nas diferentes amostras. Os altos níveis de leveduras bem como a prevalência de 

leveduras de origem humana isoladas em areias de praias podem ter influência na saúde da 

população local. 

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

ecossistemas aquáticos, mas apenas um número limitado apresenta maior prevalência. As 
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leveduras mais freqüentes com altas densidades em ambientes aquáticos pertencem aos 

gêneros Candida, Cryptococcus, Rhodotorula, Saccharomyces e Trichosporon (ROSA et al., 

1995). Ademais, estes estudos focam a utilização desses microrganismos como bioindicadores 

de poluição (SLAVIKOVA et al., 1992).  

Segundo Hagler et al. (1995), as condições relativamente uniformes dos ambientes 

aquáticos, principalmente do mar, conservam a diversidade de leveduras em diferentes zonas 

deste ambiente, sendo encontrada uma maior diversidade em ambientes dulcícolas próximos a 

esgotos. O fungo mais comumente isolado de águas marinhas é a levedura Candida famata. 

Ademais, C. parapsilosis, e outros patógenos humanos, também são amplamente distribuídos 

nos mares. Outro fungo associado com o ambiente aquático é Metschnikowia bicuspidata, 

patógeno de diversos animais aquáticos, isolados em águas de estuários do Rio de Janeiro, 

fato que motivou a investigação de leveduras em ambientes marinhos, sob diferentes níveis de 

poluição (HAGLER; MENDONÇA-HAGLER, 1981).  

Estudos realizados nos estuários do Rio de Janeiro evidenciaram 21 espécies de fungos 

pertencentes aos gêneros Aureobasidium, Candida, Cryptococcus, Debaryomyces, 

Metschnikowia, Rhodotorula, Saccharomyces e Trichosporon. A maior diversidade de 

espécies estava concentrada em áreas poluídas ou próximas a esgotos, e mostrou uma 

dominância de espécies dos gêneros Candida e Saccharomyces, em relação aos demais 

gêneros (HAGLER; MENDONÇA-HAGLER, 1981; NAGAHAMA, 2006).  

Nas últimas duas décadas, estudos analisando as comunidades de leveduras em água 

doce, foram realizados principalmente em associação com águas poluídas (NAGAHAMA, 

2006). Estudos sobre leveduras de água doce tem sido focados principalmente em sua 

aplicação como indicadores de poluição de rios, lagos e viveiros de peixes (SLAVIKOVA; 

VADKERTIOVÁ, 1995; BOGUSLAWSKA-WAS; DABROWSKI, 2001). Nestes estudos os 

principais representantes encontrados foram espécies dos gêneros Candida, Cryptococcus e 

Rhodotorula. Algumas espécies desse gênero são consideradas como bioindicadores de 

poluição. As espécies mais comuns são C. albidus, C. laurentii, C. famata e R. mucilaginosa 

(DYNOWSKA, 1997). 

Comunidades de leveduras em águas limpas, independente de ser ambiente marinho 

ou dulcícola, são dominadas por espécies de leveduras fermentativas incluindo muitos 

patogênicos, especialmente C. tropicalis e C. krusei (HAGLER et al. 1995; KUTTY; PHILIP, 

2008 ).  
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Leveduras foram isoladas de amostras de água e sedimento de lagos poluídos, 

localizados no sudeste do Brasil. Um total de 134 isolados de leveduras, pertencentes a 36 

espécies, foram obtidos. O gênero Candida apresentou maior número de espécies, como 

Candida krusei, C. tropicalis, C. guilliermondii e C. parapsilosis, caracterizadas como 

patógenos oportunistas (MEDEIROS et al., 2008). 

Gadanho e Sampaio (2004) realizaram um estudo investigando a comunidade de 

leveduras em um estuário localizado em Portugal, sugeriram a presença de algumas espécies 

conhecidas como prevalentes em ambientes aquáticos poluídos. Dentre estas espécies de 

leveduras C. inconspicua, C. intermedia, C. famata e C. guilliermondii, foram caracterizadas 

como espécies típicas em ambientes aquáticos.  

Trabalhos que tratam da investigação de fungos filamentosos em ambientes marinhos 

no Brasil são 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 identificação de fungos, de 

amostras de solo e de água, no litoral de Pernambuco, isolando e identificando 57 espécies 

correspondentes a 20 gêneros. Aspergillus e Penicillium dominaram, tanto no solo quanto na 

água, com um total de 11 e 19 espécies, respectivamente. Estes fungos são saprófitos e, 

ocasionalmente, patogênicos e podem ser isolados de água, solo, animais e seres humanos. 

Espécies de Aspergillus e Penicillium, encontradas nas praias, podem ser uma fonte de 

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

 

2.6 Teste de sensibilidade a antifúngicos 

 

O desenvolvimento de testes precisos de sensibilidade a antifúngicos, in vitro, surgiu a 

partir da mudança na epidemiologia das micoses humanas, principalmente com a epidemia da 

AIDS, quando se observou o aumento da ocorrência de candidoses relacionado a infecção 

pelo vírus da imunodeficiência humana (JOHNSON, 2008). Aliado a tais dados, nos últimos 

20 anos, a incidência de infecções humanas causadas por leveduras, principalmente C. 

neoformans e Candida spp., tem aumentado, especialmente em indivíduos 

imunocomprometidos e em pacientes com câncer (CAFARCHIA et al., 2006; 2008), e mesmo 

em indivíduos imunocompetentes (LAGROU et al. 2005). Ademais, nos últimos anos, tem 

sido observados casos de resistência a drogas antifúngicas, principalmente aos derivados 

azólicos. 
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O conhecimento do perfil de sensibilidade a antifúngicos de uma determinada região é 

de grande importância para o estabelecimento de condutas terapêuticas e profiláticas 

adequadas. Em 1985, o comitê da Área de Micologia do Clinical Laboratory Standards 

Institute (CLSI), publicou o seu primeiro relatório, no qual foram apresentados os resultados 

de um pequeno estudo colaborativo. Constatou-se que 20% dos laboratórios membros da 

instituição realizavam testes de sensibilidade a agentes antifúngicos, na maioria das vezes, 

com Candida spp., empregando o método de diluição em caldo, e obtinham resultados de 

concentração inibitória mínima (CIM) discrepantes. A partir de então, foi decidido 

desenvolver e padronizar uma metodologia reprodutível e exeqüível para laboratórios de 

rotina. Em 1997, a Norma M27-A foi publicada, especificando os pontos de corte para os 

antifúngicos disponíveis e, em 2002, a Norma M27-A2 padronizou as faixas de referência de 

CIM 24 e 48 horas, para drogas previamente estabelecidas e recém lançadas (NCCLS, 2002).  

O teste de microdiluição em caldo é realizado em placas acrílicas estéreis, com 96 

poços em formato de U (Figura 2), e consiste na exposição de um inóculo definido de um 

determinado microorganismo a concentrações conhecidas das drogas testadas, sendo possível 

observar o efeito das mesmas sobre o crescimento fúngico. A leitura final determina a menor 

concentração da droga, capaz de inibir o crescimento do microorganismo, denominada de 

concentração inibitória mínima (CIM) (NCCLS, 2002).  

 

 
(Fonte: CEMM, 2007) 

Figura 4. Microdiluição em placas de 96 poços em formato de U para Candida spp. 
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O objetivo final dos testes de sensibilidade é prever a resposta dos pacientes à terapia a 

ser instituída. No entanto, muitos fatores, além do perfil de sensibilidade in vitro, influenciam 

a resposta clínica, como o sítio de infecção, o status imunológico do hospedeiro, a 

farmacocinética da droga e a adesão do paciente à terapia. Portanto, o estabelecimento da 

correlação clínica direta entre os valores de CIM e o desfecho terapêutico ainda é limitado na 

terapia antifúngica (REX; PFALLER, 2002; HOSPENTHAL et al., 2004). Contudo, a 

realização de testes de sensibilidade torna-se importante, uma vez que pode orientar a 

instituição da terapia antifúngica mais adequada, direcionando o paciente aos 90% de sucesso 

terapêutico (REX; PFALLER, 2002). 

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

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

candidose oral e esofágica, previamente à introdução de terapia anti-retroviral (JOHNSON, 

2008; KANAFANI; PERFECT, 2008). No geral, a taxa de resistência aos azólicos 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 infecções fúngicas sistêmicas nos Estados Unidos, 

apresenta crescente resistência ao fluconazol, cuja taxa de resistência 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 clínicas humanas. No entanto, são escassos os trabalhos com 

leveduras isoladas de animais. Brito et al. (2009) observaram resistência primária a 

cetoconazol, fluconazol e itraconazol em isolados de C. albicans e de C. tropicalis oriundos 

de cães e Brilhante et al. (2010) em um estudo que vem sendo realizado com calopsitas 

(Nymphicus hollandicus), ave pertencente à família Psittacidae, observaram fenômeno de 

resistência a itraconazol e fluconazol, em isolados de C. albicans. 

Diante do exposto, espécies de leveduras isoladas de ambientes aquáticos e de animais 

de interesse aquicola são conhecidas como patógenos e podem comprometer a saúde humana 

(PFALLER; DIEKEMA, 2007). Algumas cepas de leveduras previamente consideradas 

colonizadores simples ou contaminantes, são resistentes a diversas drogas antifúngicas 

disponíveis e podem causar infecções em humanos. Estas infecções são descritas com 

frequência crescente em relação às permissivas condições ambientais, a pressão seletiva 
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antifúngica, e paciente imunodeprimidos (CANUTO; RODERO, 2002; ENOCH et al., 2006; 

PFALLER; DIEKEMA, 2007).  

Poucos estudos foram realizados para avaliar o perfil de sensibilidade antifúngica de 

cepas isoladas de ambientes aquáticos. Medeiros et al. (2008) isolaram leveduras de amostras 

de água e de sedimento de lagos poluídos, localizados no sudeste do Brasil, e traçaram o perfil 

de sensibilidade a diferentes drogas antifúngicas. De todos os isolados submetidos ao teste de 

sensibilidade in vitro (68 leveduras), 13% foram sensíveis ao cetoconazol, 79% para 

fluconazol, 50% para itraconazol, 31% para terbinafina e 78% das cepas foram sensíveis a 

anfotericina B. Sete isolados de diferentes espécies de Candida foram resistentes a todos esses 

antifúngicos.  

 

2.7 Secreção de fosfolipases e proteases como fatores de virulência de Candida spp.  

 

A capacidade das leveduras passarem de microorganismos comensais a agentes 

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

(COSTA et al., 2009). Dentre estes fatores, podem-se destacar a produção de enzimas 

hidrolíticas, como fosfolipases, a habilidade de aderir a células epiteliais e endoteliais e a 

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

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

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

As fosfolipases fazem parte de um grupo heterogêneo de enzimas que hidrolisam uma 

ou mais ligações éster nos glicerofosfolipídios. Apesar de todas terem os fosfolipídios como 

substrato, cada uma possuem atividade de clivar uma ligação éster específica. Assim, letras 

são utilizadas para diferenciar as fosfolipases, indicando a ligação alvo específica na molécula 

de fosfolipídio (GHANNOUM, 2000).  

A secreção 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 sólido 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 ágar Sabouraud dextrose, acrescido de gema de ovo, a qual é 

rica em fosfolipídios. Quando os isolados são positivos, observa-se a formação de uma zona 

de precipitação densa, ao redor da colônia, provavelmente, devido à formação de complexos 

de cálcio com os ácidos graxos, liberados em decorrência da ação enzimática sobre os 
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fosfolipídios do meio (Figura 3) (GHANNOUM, 2000). Dessa forma, a atividade de 

fosfolipase (Pz) é definida como a razão entre o diâmetro da colônia e o diâmetro total, 

formado pela colônia e pela zona de precipitação. Quando Pz é igual a um (Pz = 1), não há 

produção de fosfolipase extracelular. Por outro lado, quando Pz é menor que um (Pz <1), há 

atividade da enzima, sendo que Pz ≥ 0,64 demonstra uma baixa atividade e Pz < 0,64 

demonstra uma alta atividade enzimática (GHANNOUM, 2000, VIEIRA; ACQUA-

COUTINHO, 2009).  

 

 
(Fonte: CEMM, 2009) 

Figura 5. Avaliação da produção de fosfolipase por cepas de C. albicans, em meio ágar gema 

de ovo. Observa-se a formação de uma zona esbranquiçada e opaca, indicativa da produção da 

enzima. A linha vermelha representa o diâmetro da colônia e a azul o diâmetro total. 

 

 

As fosfolipases promovem a virulência por ocasionarem lise das células hospedeiras 

ou alterações nas características de superfície das mesmas, facilitando os processos de 

aderência e de penetração (IBRAHIM et al., 1995; SAMARANAYAKE et al., 2005).  
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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 produção de fosfolipase por C. albicans isoladas de seres 

humanos varia de acordo com o sítio de isolamento e com o estado de saúde do hospedeiro 

(SAMARANAYAKE et al., 2005). Existem várias 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 aquático são escassas e não foram encontrados 

relatos avaliando a atividade da enzima fosfolipase de leveduras isoladas de camarões. 

Cafarchia et al. (2008), avaliaram a capacidade de produção 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 produção 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 produção de 

fosfolipase em 100% dos isolados de C. albicans e em 40% dos isolados de C. não-albicans, 

representados por C. tropicalis, C. parapsilosis e C. krusei. 

Nos últimos anos, atividade proteolítica tem atraído muita atenção como potencial 

fator de virulência em fungos. Essas enzimas atuam no colágeno, elastina, fibrinogênio, 

imunoglobulina e fatores do complemento, ocasionando danos teciduais, fornecendo 

nutrientes para o patógeno e proteção contra o sistema imune do hospedeiro (MONOD et al., 

2002; MONOD, 2008). 

A atividade de protease também já foi descrita em Candida spp.. Essas enzimas 

permitem um maior número de fontes de nitrogênio disponíveis para o fungo, por degradação 

de proteínas, bem como contribuem para a invasão tecidual e colonização 

(KANTARCIOGLU; YUCEL, 2002; MOHAN; BALLAL, 2008). Monod et al. (2002) relata 

que a família de proteases aspárticas secretada por C. albicans torna esta espécie mais 

adaptada que outras para superar as barreiras dos hospedeiros e causar infecções da mucosa e 

micoses profundas. Adicionalmente, Kantarcioglu e Yucel (2002), identificaram a produção 

de proteases em C. kefyr, C. lipolytica, C. parapsilosis e C. tropicalis, alem de C. albicans, 

isoladas de diferentes sítios anatômicos de pacientes com micoses invasivas. 



3. JUSTIFICATIVA 

 

Até o momento, o registro sobre a microbiota fúngica de M. amazonicum é restrito, 

sendo, portanto, de suma importância a caracterização desta microbiota, assim como o 

acompanhamento da qualidade microbiológica da água onde estes camarões são cultivados. 

Ademais, relatos sobre o perfil de sensibilidade, bem como a presença de fatores de virulência 

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

 

 

 



4. HIPÓTESES CIENTÍFICAS 

 

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

fúngica; 

 

2- Os fungos filamentosos são os mais abundantes na água de cultivo; 

 

3- Não há fenômeno de resistência em Candida spp. isoladas de M. amazonicum; 

 

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

insignificante produção de protease. 



5. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo Geral 

 

Comparar M. amazonicum oriundos de ambiente natural e do cativeiro, enfocando a 

caracterização da microbiota por leveduras, sensibilidade antifúngica e produção de fatores de 

virulência. 

 

5.2 Objetivos Específicos 

 

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 presença de fungos na água de cultivo; 

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

5 - Avaliar a produção dos fatores de virulência, fosfolipase e protease, pelas cepas de 

Candida isoladas. 

  



6. CAPÍTULO 1 

 

 

 

Macrobrachium amazonicum oriundos de ambiente natural e de cativeiro: um enfoque na 
microbiota por leveduras, sensibilidade antifúngica e fatores de virulência 

 
 

Macrobrachium amazonicum from natural environment and captivity: a focus on yeast 

microbiota, antifungal susceptibility and virulence factors 
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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 (Lobão & 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 38º 

29’ 9’’ W), in the municipality of Aquiraz, 35 Km from Fortaleza, Ceará, 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 Ceará, 

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 Ceará 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 II 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 µL was streaked onto microbiological media. All samples from animal and 

water were taken to Specialized Medical Mycology Center (CEMM) of Federal University of 

Ceará, in Fortaleza, Ceará, 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 ºC. Afterwards, aliquots of 100 µL 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 ºC, 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 µg/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 oC. 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 103 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 µg/mL and for fluconazole was 0.125-64 µg/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 oC, 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 µL 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 oC and incorporated into the sterile medium, after it reached a temperature of 

50 oC. 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 

µL 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 oC, 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 oC 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 µg/mL and, for caspofungin, itraconazole and 

fluconazole, it ranged from 0.03125 to 0,5 µg/mL, 0.03125 to ≥16 µg/mL and 0.5 to ≥64 

µg/mL, respectively. For C. parapsilosis (4/24), MIC for amphotericin B, caspofungin, 

itraconazole and fluconazole ranged from 0.0625 to 0.25 µg/mL, 0.25 to 1 µg/mL, 0.03125 to 

≥16 µg/mL and 4 to 8 µg/mL, respectively. For C. guilliermondii (4/24), MICs varied from 

0.03125 to 0,25 µg/mL, 0.03125 to 1 µg/mL, 0.03125 to ≥16 µg/mL and 0.5 to 8 µg/mL for 

amphotericin B, caspofungin, itraconazole and fluconazole, respectively. For C. tropicalis 

(3/24) MIC value for amphotericin B was 0.125 µg/mL while, those for caspofungin, 

itraconazole and fluconazole ranged from 0.125 to 0.5 µg/mL, 0.03125 to 4 µg/mL and 8 to 

≥64 µg/mL, respectively. Finally, for C. albicans (3/24), MIC values for amphotericin B and 

caspofungin varied from 0.125 to 0.5 µg/mL and 0.03125 to 0.0625 µg/mL, respectively, 
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while those for itraconazole and fluconazole were ≥16 µg/mL and ≥64 µg/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 µg/mL, 0.03125 

to 8 µg/mL, 0.03125 to ≥16 µg/mL and 2 to ≥64 µg/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 (Leaño 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 (Leaño 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 & Gastelú, 1998; Leaño 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. 
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TABLE 1: Yeast species isolated from M. amazonicum and water from cultivation 

 

Yeast Species 

Collection Site 

Total 
Wild Prawns Captive Prawns Water 

 Larvae Juvenile and Adult Larviculture Grow-Out 

 T2 T4 T5 T2 T6 

N % N % N % N % N % N % N % 

C. albicans 1 3.85 1 3.85 - - 1 3.85 - - - - 3 11.54 

C. famata 6 23.08 - - 1 3.85 1 3.85 1 3.85 1 3.85 10 38.46 

C. guilliermondii 3 11.54 - - - - - - 1 3.85 - - 4 15.38 

C. parapsilosis 1 3.85 - - - - 3 11.54 - - - - 4 15.38 

C. tropicalis 2 7.69 - - - - 1 3.85 - - - - 3 11.54 

C. laurentii 1 3.85 - - - - - - - - - - 1 3.85 

R. mucilaginosa - - - - - - - - 1 3.85 - - 1 3.85 

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. 
 

Species 

Collection Site 

Total Larviculture Water Grow-out Water 

T2 T3 T4 T5 T6 

n % n % n % n % n % n % 

Penicillium sp. 1 3.57 1 3.57 2 7.15 - - 3 10.71 7 25.00 

P. decumbens - - - - 1 3.57 1 3.57 1 3.57 3 10.71 

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

P. griseofulvum - - - - 1 3.57 1 3.57 - - 2 7.15 

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

C. sphaerospermum - - - - - - 1 3.57 - - 1 3.57 

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

Aspergillus sp. - - - - 1 3.57 1 3.57 1 3.57 3 10.71 

Aspergillus níger - - - - - - 1 3,57 - - 1 3,57 

Hortae werneckii 2 7.14 1 3.57 - - - - - - 3 10.71 

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

Total 4 14.28 2 7.15 9 32.15 6 21.42 7 25.00 28 100 

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) 
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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 (µg/mL) Caspofungin (µg/mL) Itraconazole (µg/mL) Fluconazole (µg/mL) 
MIC MFC MIC MFC MIC MFC MIC MFC 

C. albicans 3 0.125 (1)a 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 (1) ≥16 (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 (1) 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 (1) 1 (1)  0.125 (1) 2 (1) 16 (1) 
     4 (1)  ≥16 (1) 8 (1)  

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

 



7. CONCLUSÕES 

 

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

amazonicum é C. famata;  

 

2 – O fenômeno de resistência frente ao itraconazol e fluconazol está presente em Candida spp. 

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

 

3 – A produção 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 gêneros Penicillium, Aspergillus e Cladosporium, são os mais 

comumente isolados da água de cultivo. 

 



8. PERSPECTIVAS 

 

1. O conhecimento da microbiota do trato gastrintestinal de M. amazonicum é de grande 

importância, por auxiliar na compreensão da dinâmica microbiana, o que é essencial para a 

prevenção doenças, elaboração de dietas adequadas, utilização de microorganismos como 

probióticos, otimização dos sistemas de produção e investigação das condições ambientais 

onde estes animais estão inseridos. Este trabalho foi pioneiro para a espécie estudada e 

forneceu dados importantes sobre a composição da microbiota. 

 

2. O monitoramento do perfil de sensibilidade de cepas de Candida spp. de origem animal é 

bastante escasso, sendo limitado o número de trabalhos nessa área. Este trabalho constatou a 

ocorrência do fenômeno de resistência a derivados azólicos em cepas de Candida spp. O 

fenômeno de resistência particularmente nos isolados oriundos de M. amazonicum de vida 

livre pode sugerir um desequilíbrio ambiental na área onde esses camarões estão inseridos. 

Sendo, portanto, de suma importância investigar os possíveis fatores envolvidos neste 

fenômeno. 

 

3. O conhecimento e a compreensão dos fatores de virulência de um microorganismo 

contribuem tanto para a prevenção das doenças, como também para a elaboração de novas 

alternativas terapêuticas que visam à supressão desses fatores. Isolados de Candida spp. 

oriundos de M. amazonicum, de vida livre e de cativeiro, foram avaliados quanto à produção 

de fosfolipase e de proteases. Foi constatada a produção desses fatores de virulência em cepas 

de Candida spp., porém não ficou claro o papel da produção desses fatores de virulência por 

isolados de animais de cativeiro e de vida livre. Dessa forma, mais pesquisas são necessárias 

para avaliar a importância de tais fatores. 
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Baixar livros de Literatura
Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matemática
Baixar livros de Medicina
Baixar livros de Medicina Veterinária
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
Baixar livros Multidisciplinar
Baixar livros de Música
Baixar livros de Psicologia
Baixar livros de Química
Baixar livros de Saúde Coletiva
Baixar livros de Serviço Social
Baixar livros de Sociologia
Baixar livros de Teologia
Baixar livros de Trabalho
Baixar livros de Turismo
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