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RESUMO
A criagdo de pequenos ruminantes ¢ uma atividade importante realizada no Brasil,
especialmente na regido Nordeste. Entretanto, estudos sobre a microbiota fingica de caprinos
e ovinos ainda sdo escassos. Assim, esta pesquisa objetivou investigar a microbiota de
leveduras dos tratos respiratorio e digestivo de caprinos (Capra aegragus hircus) € ovinos
(Ovis ariesi), com destaque para a sensibilidade antifungica, in vitro, e a producao de fatores
de viruléncia dos isolados de Candida. Para isso, 120 animais (60 caprinos ¢ 60 ovinos) de
diferentes fazendas no Estado do Ceara foram avaliados. As amostras foram coletadas a partir
das cavidades nasal, oral e retal com swabs estéreis, que foram mantidos em tubos contendo 1
mL de solugdo salina com cloranfenicol. O material foi inoculado em placas de Petri contendo
agar Sabouraud dextrose suplementado com cloranfenicol e a identificagdo das espécies foi
baseada em caracteristicas macromorfologicas, micromorfoldgicas e bioquimicas. Foram
recuperados 193 isolados de leveduras, dos quais 160 foram Candida spp., 17 foram
Trichosporon spp. e 16 foram Rhodotorula spp. Isolados de Candida foram obtidos a partir de
45 cabras e 29 ovelhas, enquanto que os de Rhodotorula spp. e Trichosporon spp. foram de
uma cabra e 15 ovelhas e de duas cabras e 15 ovelhas, respectivamente. Posteriormente 140
Candida spp. (21 C. albicans, 68 C. tropicalis, 12 C. famata, 12 Complexo C. parapsilosis,
12 C. krusei, 12 C. guilliermondii, 3 C. glabrata) foram submetidas a testes de produgdo de
fosfolipases e proteases e analise de sensibilidade antifungica, in vitro, através do método de
microdilui¢do em caldo, diante anfotericina B, itraconazol e fluconazol, de acordo com a
metodologia padrao do documento M27-A3 do Clinical Laboratory Standards Institute e a
produgdo de biofilme foi avaliada em C. albicans (n=15) e C. tropicalis (n=15). Secre¢do de
fosfolipases foi observada em C. albicans (12/21), C. tropicalis (8/68) e Complexo C.
parapsilosis (1/12), enquanto que todas as espécies de Candida isoladas mostraram atividade
de proteases C. albicans (8/21), C. tropicalis (54/68), C. krusei (11/12), C. guilliermondii
(2/12), Complexo C. parapsilosis (8/12), C. famata (10/12), C. glabrata (2/3), com 95/140
isolados positivos. Quanto a producdo de biofilme, (13/15) cepas de C. tropicalis foram
classificadas como forte produtoras e (2/15) como produtoras moderadas enquanto que entre
as cepas de C. albicans, (5/15) foram fortes produtoras, (5/15) produtoras moderadas, (4/15)
fracas produtoras e (1/15) ndo produtora. Os intervalos de MIC encontrados foram 0,03125-1,
0,125-> 64 e 0,03125-> 16 pg / mL para a anfotericina B, fluconazol e itraconazol,
respectivamente. A resisténcia a ambas as drogas azolicas foi observada em C. albicans (9/21)

e C. tropicalis (12/68), resisténcia ao fluconazol foi observada em C. albicans (1/21),



Complexo C. parapsilosis (2/12) e C. tropicalis (6/68) e resisténcia ao itraconazol foi
observada em (3/68) C. tropicalis. No geral, observou-se a predominancia de Candida spp.
como parte da microbiota da cavidade nasal, oral e retal de caprinos e ovinos, inclusive com
cepas de C. albicans e de C. tropicalis resistentes a azdlicos, secretoras de fosfolipases e de

proteases, bem como produtoras de biofilme.

Palavras-chave: Caprinos. Ovinos. Leveduras. Fatores de viruléncia. Sensibilidade

antifungica.



ABSTRACT

Small ruminant farming is an important activity performed in Brazil, especially in the
Northeast region. However, studies on the fungal microbiota of goats and sheep are scarce.
Thus, this project aimed at investigating the yeast microbiota of the respiratory and digestive
tracts of goats (Capra aegragus hircus) and sheep (Ovis ariesi), with emphasis on the in vitro
antifungal susceptibility and the production of virulence factors by the Candida isolates. For
such, 120 animals (60 goats and 60 sheep) from different farms in the State of Ceard were
assessed. The samples were collected from nasal, oral and rectal cavities with sterile swabs,
which were maintained in tubes containing 1 mL of saline solution supplemented with
chloramphenicol. The material was inoculated on Petri dishes containing Sabouraud dextrose
agar supplemented with chloramphenicol and the species identification was based on
macromorphological, micromorphological and biochemical features. A total of 193 yeast
isolates were recovered, out of which 160 were Candida spp., 17 Trichosporon spp. and 16
Rhodotorula spp. Candida isolates were isolated from 45 goats and 29 sheep, while those of
Rhodotorula spp. and Trichosporon spp. were from one goat and 15 sheep and 2 goats and 15
sheep, respectively. Afterwards, 140 Candida spp. isolates (21 C. albicans, 68 C. tropicalis,
12 C. famata, 12 complex C. parapsilosis, 12 C. krusei, 12 C. guilliermondii, 3 C. glabrata)
were tested for production of phospholipases and proteases and antifungal susceptibility
analysis, in vitro, through the broth microdilution method with amphotericin B, itraconazole
and fluconazole, according to the standard methodology of the Clinical Laboratory Standards
Institute. Biofilm production was evaluated among C. albicans (n=15) and C. tropicalis
(n=15). Phospholipase secretion was observed in C. albicans (12/21), C. tropicalis (8/68) and
complex C. parapsilosis (1/12), while all of the Candida species showed proteases activity, C.
albicans (8/21), C. tropicalis (54/68), C. krusei (11/12), C. guilliermondii (2/12), complex C.
parapsilosis (8/12), C. famata (10/12), C. glabrata (2/3), with 95/140 positive isolates.
Among biofilm production, C. tropicalis strains (13/15) were classified as strong producer
and (2/15) moderate producers, while those of C. albicans were classified as strong producers
(5/15), moderate producers (5/15), weak producers (4/15) and non-producer (1/15). The MIC
ranges were 0.03125-1, 0.125->64 and 0.03125->16 pg/mL for amphotericin B, fluconazole
and itraconazole, respectively. Resistance to both azole drugs was observed among C.
albicans (9/21) and C. tropicalis (12/68), resistance to fluconazole was observed among C.
albicans (1/21), complex C. parapsilosis (2/12) and C. tropicalis (6/68) and resistance to

itraconazole was observed among (3/68) C. tropicalis. Overall, the data showed a



predominance of Candida spp. as part of the microbiota of the nasal, oral and rectal cavities
of goats and sheep, including C. albicans and C. tropicalis strains azole resistant,

phospholipase and proteases secreting, as well as biofilm producing.

Keywords: Goats. Sheep. Yeasts. Virulence factors. Antifungal susceptibility.
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1. INTRODUCAO

A criagdo de caprinos e de ovinos ¢ uma atividade agropecuaria praticada em todo o
mundo, para exploracao de pele, leite e carne. Esta atividade vem se destacando e ja se tornou
uma importante fonte de renda para os produtores rurais. No Brasil, onde ha
aproximadamente 9.386.316 caprinos e 17.668.063 ovinos (IBGE, 2011) a caprinovinocultura
tem se expandido em todos os estados brasileiros, contribuindo para o desenvolvimento socio-
econdmico do pais e, de modo particular, da regido Nordeste, aonde estdo 8.538.290 caprinos
e 10.112.726 ovinos, dentre os quais 1.044.998 caprinos e 2.142.567 ovinos estao no Estado
do Ceara (IBGE, 2011).

O crescimento da exploragdo de pequenos ruminantes no Brasil esta transformando o
sistema de producdo da pecudria local. No Nordeste do Brasil a atividade apresenta grande
importancia social, pois os rebanhos fornecem carne ¢ leite de 6tima qualidade, por um baixo
custo, trazendo alternativas alimentares para milhares de habitantes rurais, além de constituir-
se uma fonte de renda (ALENCAR et al., 2010).

De maneira geral, nessa regido brasileira, esses animais sdao explorados
tradicionalmente em sistemas de criagdo extensivos com reduzida adocdo de tecnologias,
caracterizado por alimentacdo deficiente, além de manejo e profilaxia inadequados, o que
resulta em baixa produtividade e resultados econdmico-financeiros insatisfatorios para o
produtor (FILGUEIRA et al., 2009). Dessa forma essa atividade tem requerido novos
conhecimentos técnicos e cientificos para que possa ser desenvolvida em todo seu potencial
(COSTA et al., 2010).

Viérias enfermidades afetam esses rebanhos, dentre as quais estdo as infestagdes
parasitarias e infec¢des bacterianas e fingicas, que interferem na produgdo do plantel. Assim,
falhas no manejo desses animais contribuem para a elevada taxa de mortalidade e o baixo
desfrute da atividade na regido (ALENCAR et al., 2010). Nesse contexto, torna-se
fundamental a realizagdo de estudos que contribuam com o aumento do conhecimento sobre a
sanidade desses animais.

De formal geral, sdo poucos os trabalhos que abordam sobre infecgdes fingicas e
microbiota fungica por leveduras nas demais espécies animais, quando comparados a
humanos e aves (WROBEL et al., 2008). Nesses estudos, espécies do género Candida sio
frequentemente isoladas e comumente relacionadas a enfermidades tanto em animais como no
homem. Assim, nos ultimos anos, tornou-se uma preocupagao de diferentes pesquisadores,

conhecer o perfil de sensibilidade de cepas de Candida spp. diante das drogas antifingicas
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comumente utilizadas, para monitorar a ocorréncia do fendmeno de resisténcia nesse género
de leveduras. Adicionalmente, a producdo de diferentes fatores de viruléncia por espécies
desse género tém sido investigada, merecendo destaque a produgdo de fosfolipases, de
proteases e de biofilme, que estdo relacionadas ao estabelecimento de infecgdes por estas
leveduras no hospedeiro.

Diante do exposto, o conhecimento da microbiota fungica por leveduras dos tratos
respiratorio superior e digestorio dos pequenos ruminantes, da produgdo in vitro de fatores de
viruléncia e do perfil de sensibilidade a antifungicos por cepas de Candida spp. isoladas
desses animais torna-se importante para um melhor conhecimento da relagdo parasito-

hospedeiro.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A caprinovinocultura no Nordeste

As ovelhas domésticas sdo provaveis descendentes da ovelha selvagem Mouflon (Ovis
aries orientalis) originarios da Asia (MCMANUS et al., 2010a). A atividade ovina no pais se
desenvolveu principalmente em regides em que as condigdes ecologicas permitiram a
exploragdo de pastagens naturais. De modo semelhante, os caprinos naturalizados no Brasil
sdo descendentes de animais trazidos pelos colonizadores portugueses logo apods o
descobrimento, e desenvolveram uma alta capacidade de sobrevivéncia e alta prolificidade na
regido Nordeste, devido a um processo de selecdo natural durante varias geragdes
(MCMANUS et al., 2010D).

O Nordeste tem sido destacado durante séculos como area de vocagdo para a
exploracdo de ruminantes domésticos, notadamente caprinos e ovinos, pelo potencial da
vegetacdo natural para a manutencdo e sobrevivéncia dos animais destas espécies. Os
ovinocultores e caprinocultores da regido tradicionalmente adotam os sistemas extensivos de
produgdo e tem na caatinga o principal suporte forrageiro (COSTA et al., 2010a). No entanto,
em épocas de seca, falta de alimentos e auséncia de praticas de conservacdo de forragem
tornam os produtores rurais extremamente dependentes de concentrados comerciais. As
irregularidades das precipitagdes associadas as temperaturas elevadas durante o dia e as
caracteristicas fisicas dos solos, em geral rasos e pedregosos, apresentam-se como fatores
limitantes da producdo agropecudria nordestina, pois influenciam diretamente na fisiologia
dos animais e na produgdo vegetal para alimentacao do rebanho (GOULART et al., 2009).

A criacao de caprinos e de ovinos ¢ uma atividade que tem uma grande identificacao
com a agricultura familiar e nessas pequenas criacdes a mao de obra familiar ¢ utilizada na
execucdo das atividades e o custo com infraestrutura ¢ baixo, visto o pequeno porte dos
animais. No entanto, para ser economicamente viavel, a caprinovinocultura deve ser praticada
em larga escala e na agricultura familiar, a atividade ¢ vista mais como uma atividade de
complementacdo de renda, poupanga ou fonte de alimento, do que como a principal fonte de
renda para a manutengdo da familia (MALA et al., 2009).

Para viabilizar a caprinovinocultura na agricultura familiar ¢ necesséaria a adog¢do de
medidas para redugdo dos custos de implantacdo e manutencdo do rebanho e aumento da

produtividade. Entre essas medidas destacam-se a reducdo do custo com instalagdes e
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alimentac¢do e a adocdo de medidas sanitarias que visem a reducdo da mortalidade e melhorem
o desempenho dos animais (MALA et al., 2009).

Segundo Alencar et al. (2010), para a estruturacao da cadeia produtiva, visando um
produto de boa qualidade, ¢ importante o estabelecimento de boas praticas de manejo
nutricional, reprodutivo e sanitario do rebanho, sendo o manejo sanitario adequado um
importante fator para o sucesso dos criatérios de pequenos ruminantes, uma vez que falhas
interferem negativamente na produtividade do plantel, causando prejuizo financeiro para os
produtores. Dessa forma, para se obter uma boa produtividade na criagdo desses animais,
precisa-se dispor de condi¢des sanitdrias minimas para atingir um bom desempenho

(FILGUEIRA et al., 2009; ALENCAR et al., 2010).

2.2 Leveduras e sua relagdo com caprinos € ovinos

As leveduras sdo definidas como fungos unicelulares, brancos ou avermelhados, cuja
unidade funcional é o blastoconidio. A maioria das leveduras, com relevancia clinica, se
reproduz por processos vegetativos, cujos principais mecanismos sao o brotamento celular, a
fissdo celular e a formagao de artroconidios (DE HOOG et al., 2000). De acordo com De
Hoog et al., 2000, levedura ¢ um termo descritivo para qualquer fungo que se reproduz por
brotamento. As espécies denominadas de leveduras se encontram classificadas na divisao
Ascomycota, na qual podemos citar os géneros Candida e Saccharomyces ¢ da divisdo
Basidyomycota, na qual podemos citar os géneros Trichosporon € Rhodotorula (DE HOOG et
al., 2000).

O diagnostico laboratorial das leveduras ¢ realizado por meio da observacao da
macromorfologia e da micromorfologia das colonias e também através de testes bioquimicos.
Leveduras do género Candida no geral, apresentam colonias lisas, imidas ou secas, de
coloragdo branca ou creme. A micromorfologia pode ser observada a partir da realizagdo de
microcultivo em meio agar-fubd acrescido de Tween 80, que promove a formagdo de
estruturas fingicas caracteristicas. E dentre os testes bioquimicos que podem ser realizados
estdo o perfil de assimilagdo de carboidratos (auxonograma) (FIG. 1) e de nitrogénio (FIG. 2),
fermentagdo de carboidratos (zimograma) e a capacidade dos isolados de produzir a enzima
urease, que ¢ realizado no meio ureia de Christensen. Este ¢ um teste colorimétrico que
permite a distingao a qual divisdo pertence o microrganismo, Ascomycota (Candida spp.) que
sdo negativos para a producdo da enzima ou Basidyomycota (Trichosporon spp. €

Rhodotorula spp.) que sdo positivos para a producdo enzimatica. Ademais, deve ser realizada
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a observa¢do do crescimento das colonias em meio cromogénico, que objetiva identificar
coldnias mistas e permite um diagnostico presuntivo rapido (DE HOOG et al., 2000).

Ja as leveduras de Trichosporon spp. apresentam coldnias rugosas, secas de coloragao
branca a creme. E sua identificagdo ¢ baseada na observagdo macromorfologica das colonias,
assim como na micromorfoldgica, que € realizada por meio do cultivo em lamina em meio
agar extrato de malte a 2%. Adicionalmente também sdo avaliados o perfil de assimilacdo de
carboidratos e de nitrogénio, e a prova da producao de urease em meio ureia de Christensen
(FIG. 3) (DE HOOG et al., 2000).

Para a identificacdo de Rhodotorula, tem-se como base a observagao da
macromorfologia, na qual as col6nias geralmente apresentam coloracdo alaranjada, e a
observa¢do da micromorfologia, que € realizada em meio 4gar extrato de malte a 2%. No
processo de identificacdo dessas leveduras também devem ser realizados o auxonograma,
assimila¢do de nitrogénio (FIG. 4) e a avaliacdo da produ¢do de urease, que para esse género

tem resultado positivo (DE HOOG et al., 2000).

Fonte: CEMM, 2013 — foto realizada pela autora

Figura 1: Prova de assimilag¢ao de carboidrato de Candida spp. Observa-se uma turvagao do
meio aonde a levedura avaliada assimilou os agucares.
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Fonte: CEMM, 2013 — foto realizada pela autora

Figura 2: Prova de assimilacdao de nitrogénio de Candida spp. com crescimento fingico na
peptona (P), que ¢ a fonte de nitrogénio controle do teste.

Fonte: CEMM, 2013 — foto realizada pela autora

Figura 3: Prova de produgdo de urease em meio agar ureia de Christensen, resultado
positivo para a produ¢ao da enzima em Trichosporon spp.
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Fonte: CEMM, 2013 — foto realizada pela autora

Figura 4: Prova de assimilagdo de nitrogénio de Rhodotorula spp., com crescimento
fingico no nitrato (N) e na peptona (P), sendo esta ultima o controle do teste.

As leveduras sdo relatadas como patégenos (CASTELO-BRANCO et al., 2013) e
como componentes da microbiota de algumas espécies animais (BRITO et al., 2009;
SIDRIM et al., 2010; BRILHANTE et al., 2011; BRILHANTE et al., 2012; BRILHANTE
et al., 2013; CORDEIRO et al., 2013) porém, de uma forma geral, estudos sobre a microbiota
fingica por leveduras sdo pouco descritos em mamiferos saudaveis e, sdo poucos os estudos
que visam conhecer a microbiota por leveduras dos diferentes sistemas organicos dos
pequenos ruminantes. Em um estudo realizado por Hassan et al. (2012), por exemplo, os
autores encontraram C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis, R. mucilaginosa e T.cutaneum em
amostras coletadas das cavidades nasais e vaginais e em amostras de fezes e de leite de
caprinos e de ovinos saudaveis.

Sabe-se que grande parte das infecgdes em animais sdo causadas por microrganismos
que compdoem a microbiota (COUTINHO et al., 2006; SPANAMBERG et al., 2009).
Spanamberg et al. (2009), por exemplo, relataram casos de mastite micotica em ruminantes,
causadas, principalmente, por leveduras dos géneros Candida e Cryptococcus, porém os
autores mencionam que Trichosporon spp. € Rhodotorula spp. também podem estar
associadas a alteragdes clinicas da glandula mamaria. Adicionalmente, Hassan et al. (2012)

relataram a presenca de C. neoformans em amostras de leite de ovelhas com mastite.
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O manejo sanitario adequado tem um papel preponderante no sucesso dos criatorios de
pequenos ruminantes, uma vez que falhas interferem negativamente na produtividade da
criacdo de caprinos e ovinos. Para lograr €xito na arte de criar animais, precisa-se dispor de
condigdes sanitarias minimas para atingir uma boa produtividade (ALENCAR et al., 2010).
As doencas interferem diretamente na producdo desses animais, sejam elas infecciosas,
parasitarias, nutricionais, ou de outra natureza, e aquelas que acometem os sistemas
respiratorio e digestorio representam um sério problema para a caprinovinocultura, uma vez
que podem levar a grandes perdas econdmicas, devido aos elevados indices de morbidade e de
mortalidade (ANDRADE et al., 2012; ROSA et al, 2013).

O sistema respiratorio ¢ um dos sistemas mais vulneraveis a injirias em decorréncia
da sua exposi¢ao a numerosas particulas com potencial nocivo, tais como agentes infecciosos,
alergénicos, fisicos e quimicos, sendo frequente a ocorréncia de processos inflamatorios
(PUGH, 2005). Dependendo da agressividade do agente e da susceptibilidade do hospedeiro,
os mecanismos de defesa do aparelho respiratorio podem ndo ser suficientes, possibilitando a
instalacao de determinadas enfermidades (CARLTON et al., 1998).

No estudo sobre a prevaléncia de leveduras em pequenos ruminantes saudaveis,
realizado por Hassan et al. (2012) foi isolada C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis da
cavidade nasal de caprinos e ovinos. Os autores também relataram o isolamento de
Rhodotorula mucilaginosa da cavidade nasal de caprinos e ovinos. Nos animais clinicamente
doentes, com enfermidades de etiologias diversas, nao-fungicas, também foram isoladas as
espécies C. albicans, C. krusei € R. mucilaginosa da cavidade nasal de caprinos e ovinos, mas
C. parapsilosis foi isolada somente em ovinos.

Infecgdes por leveduras menos comumente encontradas na microbiota do trato
respiratorio desses animais também sdo relatadas, como nos casos de criptococose em
caprinos (OLIVEIRA et al., 2011) e ovinos (PEREIRA et al., 2005; SILVA et al., 2009),
sendo Cryptococcus gattii isolado de caprinos com doenga pulmonar grave (BARO et al.,
1998; TORRES-RODRIGUES et al., 2006). C. neoformans também foi isolado no trabalho de
Hassan et al. (2012) a partir da cavidade nasal de caprinos com distarbios respiratorios.

Nos ruminantes, de uma forma geral, o sistema digestorio possui caracteristicas
proprias bem definidas, o que lhes permite aproveitar os nutrientes contidos em alimentos
fibrosos. Isto ocorre gracas a acdo de microrganismos que habitam esse sistema, além da acao
mecanica executada através do processo de ruminagdo. O bom funcionamento ruminal ¢ de

fundamental importdncia para a satde dos ruminantes e para que isso ocorra oS
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microrganismos que compdem a microbiota do rumen devem estar em equilibrio
(CUNNINGHAM, 2008).

No rumen de caprinos, essa microbiota ¢ composta por fungos anaerobios dos géneros
Anaeromyces, Orpinomyces, e Neocallimastix (ABRAO et al., 2010). Porém ja foi relatada a
presenca das leveduras Pichia membranifaciens e Candida tropicalis no ramen de caprinos,
no entanto ndo se sabe ao certo o papel desses microrganismos no funcionamento rumenal
desses animais (ABRAO et al., 2011). Adicionalmente, visando a uma melhora na
produtividade desses animais, leveduras tem sido introduzidas na alimenta¢ao animal, como a
espécie Saccharomyces cerevisiae. Ap0Os se instalarem e proliferarem no trato gastrintestinal,
essas leveduras promovem o melhor funcionamento ruminal, aumentando a eficiéncia de
utilizacao da energia e dos nutrientes no rumen. No entanto, as consequéncias da introdugao
dessas leveduras na alimentagdo desses animais, para a mircrobiota do trato gastrointestinal,
ainda ndo sdo conhecidas (MARTIN & NISBET, 1992; WALLACE, 1994; GRAMINHA et
al., 2011).

Hassan et al. (2012) estudando pequenos ruminantes clinicamente saudaveis isolaram
nas fezes desses animais C. albicans, C. krusei ¢ C. parapsilosis. Nas fezes de ovinos, 0s
autores também encontraram R. mucilaginosa e T. cutaneum. Nos animais portadores de
doencas de etiologias diversas, ndo-fingicas, os autores também isolaram C. albicans, C.
krusei e C. parapsilosis de fezes de caprinos e ovinos e R. mucilaginosa e T. cutaneum apenas
das fezes de caprinos.

A presenca de leveduras como parte da microbiota também ¢ relatada em varias outras
espécies animais como caes (BRITO et al., 2007; BRITO et al. 2009), aves (SIDRIM et al.,
2010; BRILHANTE et al., 2012), camardes (BRILHANTE et al.,, 2011), cavalos
(CORDEIRO et al., 2013) e aves (BRILHANTE et al., 2013), sendo mais frequente o
isolamento de Candida spp. Assim o conhecimento sobre presenga dessa levedura em
caprinos e ovinos pode auxiliar no planejamento de medidas de sanidade nas criagdes desses
animais, contribuindo com o melhoramento da produtividade do rebanho, e tornando a

atividade mais lucrativa para o produtor.

2.3 Fatores de viruléncia de Candida spp.

Infecgdes por leveduras em mamiferos, inclusive aquelas causadas pelo género
Candida, sdao pouco frequentes, quando comparados a humanos ¢ a aves (WROBEL et al.,

2008). No entanto, nos ultimos anos, tem sido observado um aumento consideravel de relatos
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de candidiase, com diferentes manifestagdes clinicas e acometendo diversas espécies animais
(BRITO et al., 2009).

As leveduras do género Candida podem provocar doengas cutdneas ou sistémicas no
homem e em outros animais, que podem ocorrer de forma primaria ou secundaria, devido ao
uso prolongado de antibidticos, a deficiéncias nutricionais, a infec¢des virais e/ou bacterianas,
ao estresse cronico, dentre outros fatores que deprimam o sistema imunologico (LACAZ et
al., 2002; SANTIN et al., 2007; VIEIRA & COUTINHO, 2009). A disseminagdo de leveduras
presentes no trato gastrintestinal de alguns animais pode representar um problema na
medicina humana e veterinaria (MAIA, 2009).

Desta forma, a passagem de microrganismos comensais a agentes patogénicos, sob
condi¢des hospedeiras favoraveis, depende de varios fatores de viruléncia (COSTA et al.,
2009), que favorecem a instalacdo do microrganismo e a invasao tecidual no hospedeiro
(MANE et al.,2010; YENISEHIRLI et al., 2010).

Diversas espécies de Candida, por exemplo, possuem fatores de viruléncia, como a
capacidade de adesdo ao tecido do hospedeiro, estabelecendo ligagdes especificas entre
estruturas complementares existentes na superficie do patéogeno e da célula epitelial
(GHANNOUM, 2000). Dentre estes fatores podemos citar a formacdo de tubo germinativo,
que consiste na transicado morfoldgica da levedura para sua forma filamentosa, a qual possui
maior capacidade de aderir e penetrar nas células do hospedeiro. A variabilidade fenotipica,
que altera a morfologia da colonia e a modulagdo antigénica, que consiste na modificagcdo de
antigenos de parede também sdao fatores que aumentam a viruléncia dessas leveduras
(IBRAHIM et al., 1995; GHANNOUM, 2000; ZENG et al., 2008; ALBY & BENETT, 2009;
VIEIRA & COUTINHO, 2009; YENISEHIRLI et al., 2010).

Dentre os fatores de viruléncia, destacam-se as enzimas hidroliticas que atuam no
meio extracelular digerindo fosfolipidios e proteinas presentes na membrana celular dos
tecidos do hospedeiro, facilitando a penetracdo do microrganismo e favorecendo sua
patogenicidade (COSTA et al., 2010b). As fosfolipases fazem parte de um grupo heterogéneo
de enzimas que hidrolisam uma ou mais ligagdes éster nos glicerofosfolipidios, principais
componentes quimicos das membranas celulares hospedeiras. Estas enzimas sdo denominadas
com letras (A, B, C, e D) variando de acordo com o sitio-alvo de ligagdo na molécula do
fosfolipidio além disso, algumas recebem numeros apos as letras para identificar subtipos de
fosfolipases, (GHANNOUM, 2000). Com a taxa de producdo dessa enzima podemos
estabelecer um valor preditivo de mortalidade (IBRAHIM et al., 1995; SAMARANAYAKE
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et al., 2005). As fosfolipases ja foram implicadas como fatores de viruléncia de véarios
organismos, dentre eles de Candida spp., sendo que o tipo de fosfolipases implicada na
viruléncia varia de acordo com o microrganismo (IBRAHIM et al., 1995; GHANNOUM,
2000).

A elevada atividade de fosfolipases estd correlacionada com outros fatores de
viruléncia, como ao aumento da capacidade de aderéncia as células epiteliais e da
mortalidade, em modelos animais (SAMARANAYAKE et al., 2005; COSTA et al., 2009) e a
maior capacidade de invasdao dos tecidos hospedeiros e de formacdao de tubo germinativo
(SAMARANAYAKE et al., 2005).

Um método para a deteccdo da atividade de fosfolipases em C. albicans, de facil
execugao e reprodutibilidade foi descrito por Price, Wilkinson e Gentry em 1982. O método
consiste em semear as cepas em placas contendo meio agar Sabouraud dextrose, acrescido de
gema de ovo que ¢ uma rica fonte de fosfolipidios, este se tornou um método classico na
triagem de cepas de Candida spp. para producao de fosfolipases por diversos pesquisadores
(FIG. 5). Uma zona de precipitacdo densa a redor da coldnia ¢ observado nos isolados
positivos, possivelmente, devido a formacgao de complexos de célcio com os acidos graxos,
liberados em decorréncia da acdo enzimatica sobre os fosfolipidios do meio (GHANNOUM,
2000; CAFARCHIA et al., 2008; ZENG et al., 2008; COSTA et al., 2009; VIEIRA &
COUTINHO, 2009).

Fonte: CEMM, 2013 — foto realizada pela autora

Figura 5: Produgao de fosfolipases por espécies de Candida em meio agar gema de ovo.
Observam-se halos esbranquigados e opacos ao redor das colonias, que indicam a
producao da enzima. A linha preta representa o didmetro da coldnia e a linha vermelha o

diametro do halo.
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O grau de atividade de fosfolipases (Pz) ¢ definido obtendo-se a razdo entre o didmetro
da colodnia e o didmetro total, formado por coldnia e zona de precipitacdo. Assim, quando Pz ¢é
igual a um (Pz = 1), ndo ha producao de fosfolipases extracelular, quando Pz ¢ menor que um
(Pz <1), hé atividade da enzima, sendo que Pz > 0,64 demonstra uma baixa atividade e Pz <
0,64 demonstra uma alta atividade enzimatica (GHANNOUM, 2000; VIEIRA &
COUTINHO, 2009). No entanto, o método desenvolvido por Price, Wilkinson e Gentry
(1982) ndo ¢ capaz de diferenciar a producao de lipases e fosfolipases, por isso ¢ utilizado
somente como método de triagem inicial. Além disso, para as cepas com baixa produgdo
enzimatica € necessario utilizar métodos mais sensiveis, como ensaios colorimétricos e
radiométricos especificos (GHANNOUM, 2000; COSTA et al., 2009).

A atividade proteolitica tem acenado como potencial fator de viruléncia em fungos.
Essas enzimas atuam no coldgeno, elastina, imunoglobulina, fibrinogénio, e fatores do
complemento, causando danos teciduais, fornecendo nutrientes para o patégeno e protecao
contra o sistema imune do hospedeiro (MONOD et al., 2002; MONOD, 2008).

A atividade de proteases também ja foi descrita em Candida spp., onde essas enzimas
colaboram para a invasao tecidual e colonizacdo do organismo e permitem um maior nimero
de fontes de nitrogénio disponiveis para o fungo, por degradacio de proteinas
(KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002; MOHAN & BALLAL, 2008). Estas enzimas se
diferenciam quanto a especificidade e mecanismo de acdo, sendo classificadas de acordo com
seu mecanismo catalitico em serina, cisteina, metaloproteinases e aspartil proteinases.

As aspartil proteinases (SAPs) compdem uma familia de 10 isoenzimas secretadas por
C. albicans, e sdo consideradas importantes fatores de viruléncia da espécie, aumentando o
potencial de invasdo no hospedeiro (MONOD et al. 2002). A familia de genes SAP inclui,
pelo menos, dez genes diferentes SAP1-SAP10 que codificam enzimas com fungdes
semelhantes, mas propriedades moleculares diferentes, como peso molecular, ponto
isoelétrico e pH para a atividade ideal (NAGLIK et al., 2003). Também ¢ relatado que, além
de C. albicans, essas enzimas sdo produzidas por C. kefyr, C. lipolytica, C. parapsilosis e C.
tropicalis (KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002).

Os métodos mais utilizados para avaliar a produgcdo de proteases sdao o
espectrofotométrico e em placas (FIG. 6) (VIDOTTO et al., 2004; AKCAGLAR et al., 2011).
O primeiro consiste basicamente na leitura da absorbancia de um indculo da levedura através
do espectrofotometro, a um determinado comprimento de onda. Outro método consiste na

avaliacdo da produ¢ao da enzima em meio sélido contendo albumina sérica bovina, sendo a
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positividade observada com a formacdo de um halo de protedlise ao redor da colonia
(VIDOTTO et al., 2004). A produgdo ¢ mensurada através da razdo entre o didmetro da
colonia e o didmetro da zona de protedlise ao redor da colonia (Pz), assim quando o Pz=1 nao
houve produgdo da enzima e, quanto menor o Pz, maior a produgdo enzimatica (VIDOTTO et

al., 2004).

Fonte: CEMM, 2013 — foto realizada pela autora

Figura 6: Producdo de proteases por espécies de Candida em meio agar contendo
albumina sérica bovina. Observam-se halos esbranquicados e opacos ao redor das
colonias, que indicam a producdao da enzima. A linha preta representa o diametro da
coldnia e a linha vermelha o didmetro do halo.

Biofilme ¢ uma comunidade séssil caracterizada por células que formam
microcoldnias e que estdo aderidas a um substrato, a uma interface, ou ainda umas as outras,
embebidas numa matriz exopolimérica de substincias extracelulares exibindo um fenotipo
alterado no que diz respeito a taxa de crescimento e a transcrigao genética (COSTERTON et
al. 2003).

Os biofilmes representam o tipo de crescimento microbiano predominante na natureza
e sdo importantes no desenvolvimento de infec¢des, uma vez que servem de nicho aos agentes
patogénicos e estdao associados a altos niveis de resisténcia a agentes antimicrobianos (KUHN
et al., 2002). Os microrganismos associados em biofilmes exibem um comportamento
diferente dos microrganismos na forma planctdnica, no que diz respeito ao crescimento e a
capacidade para resistir aos agentes biocidas. As infec¢des associadas a utilizacdo de
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implantes médicos invasivos estdo relacionadas com a formagdo de biofilmes nesses
dispositivos. As células microbianas podem invadir os tecidos em contacto com o dispositivo
ou serem liberadas na corrente sanguinea, causando infec¢ao. O desenvolvimento do biofilme
depende do tipo e do nimero de células que aderem ao dispositivo, do tipo de superficie que
constitui o dispositivo e do meio ou fluido ao quais os microrganismos estdo expostos
(DONLAN, 2001).

A natureza da estrutura do biofilme e as caracteristicas das células que o constituem
conferem uma resisténcia aos agentes antimicrobianos e as defesas naturais do organismo. Os
mecanismos responsaveis pela resisténcia a antifingicos podem estar relacionados as
limitagdes difusionais a passagem do agente pela matriz extracelular, as alteragdes fenotipicas
das células no biofilme e ainda ao desenvolvimento de mecanismos de resisténcia por
alteragcdo do genotipo das células (DUNNE, 2003).

O processo de formacdo do biofilme inicia-se com a adesdo microbiana seguida do
processo de maturacdo do biofilme. A fase inicial de adesdo caracteriza-se pela aproximagao
do microrganismo a superficie de adesao. Uma vez atingida uma distancia, a interacao entre o
microrganismo ¢ a superficie depende do somatodrio das forgas atrativas e repulsivas geradas
entre estas duas partes e este processo ¢ denominado de adesdo primaria. (COSTERTON et
al., 2003; ZOBELL, 2003).

Em um estdgio mais avangado do processo de adesdo, ¢ estabelecido um conjunto de
fendmenos que caracterizam a adesdo secundaria, na qual os microrganismos fracamente
aderidos consolidam o processo de adesdo, produzindo exopolissacarideos que formam
complexos com os materiais da superficie onde aderem e/ou através de receptores especificos
localizados na superficie das paredes celulares e apds a adesdo a superficie, tem inicio o
processo de maturacao do biofilme (HAWSER & DOUGLAS, 2003).

Uma vez atingida a maturacdo, sdo geradas no biofilme uma série de alteragdes na
forma de crescimento e cooperagao fisiologica entre as células (COSTERTON et al., 2003).
Em um biofilme maduro, as células mais préximas da superficie tornam-se inativas, e em uma
fase posterior morrem devido a falta de nutrientes, diminui¢do do pH, diminuicdo da
concentracdo de oxigénio e ao acimulo de produtos toxicos resultantes no metabolismo
celular. No final do processo de maturagao, o biofilme acaba por atingir uma massa critica e ¢
estabelecido um equilibrio dindmico no qual o crescimento de células ¢ compensado pela
libertagcao de células planctonicas disponiveis para a coloniza¢ao de outras superficies. (LA

TOURETTE PROSSER et al., 2003).
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Uma caracteristica particular dos biofilmes formados por Candida sdo as diversas
formas que podem estar presentes no biofilme formado por cada uma das espécies. Os
biofilmes maduros com um crescimento de 48 horas consistem numa rede densa de células
sob a forma de blastoconidios, de hifas e de pseudo-hifas (HAWSER & DOUGLAS, 2003).

O crescimento do biofilme estd limitado pela existéncia de nutrientes no meio
ambiente e pela difusdo desses mesmos nutrientes através da matriz do biofilme, bem como
pela liberagao de residuos. E sua maturacao ¢ também controlada por outros fatores, os quais
sao o pH interno, a difusao do oxigénio dissolvido e a osmolaridade (O'TOOLE & KOLTER,
2003).

O biofilme ¢ um importante fator de viruléncia do género Candida, pois confere
resisténcia a terapia antifiingica devido a limita¢ao da penetragdo de substancias através da de
sua matriz (SILVA et al., 2011). Os componentes da matriz dos biofilmes formados pelas
espécies de Candida interferem na resisténcia a agentes antifungicos, como exemplo,
podemos citar o biofilme produzido por C. tropicalis, que ¢ menos susceptivel a agentes
antifingicos do que o biofilme de C. albicans, possivelmente devido a presenga do polimero
hexosamina na matriz do biofilme (AL-FATANI & DOUGLAS, 2006). Dessa forma tem-se
buscado um maior conhecimento sobre a patogenicidade da formagdo do biofilme dentre as
leveduras género Candida e dentre as espécies mais estudadas estdo C. albicans e C.
tropicalis.

A maioria dos casos de candidose ocorre devido a infeccdo por C. albicans, no
entanto, nos ultimos anos houve um aumento no nimero de infec¢des causadas por espécies
de Candida nao albicans e dentre estas espécies esta a C. tropicalis que emergiu como o
segundo ou terceiro agente mais comum de candidemia, principalmente em pacientes
oncologicos, e sendo frequentemente associada com infec¢des nosocomiais do trato urindrio
(KOTHAVADE et al., 2010).

Segundo Stepanovic et al. (2000), a avaliagdo da formacdo de biofilme pode ser
mensurada de varias formas, sendo mais frequentemente demonstrada pelo teste de tubo em
que a pelicula que reveste uma cultura bacteriana ou fingica no tubo ¢ corada com um corante
cationico e visualmente dividida em escalas, ou pelo teste em placa de microtitulagdo, em que

a densidade Optica do biofilme corado ¢ determinada por espectrofotometria.
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2.4 Monitoramento de resisténcia antifingica em Candida spp.

A resisténcia aos derivados azolicos comegou a ser observada com o aparecimento de
cepas de C. albicans resistentes ao fluconazol, entre pacientes HIV positivos que
apresentavam candidiase oral e esofagica, previamente a introducdo de terapia anti-retroviral
(JOHNSON, 2008; KANAFANI & PERFECT, 2008).

Estes acontecimentos impulsionaram uma busca por uma abordagem terapéutica
efetiva para o paciente, visando ao aumento da sua sobrevida. Assim, a busca de informagdes
sobre o perfil de sensibilidade in vitro aos antifingicos da rotina clinica, principalmente dos
fungos mais comumente envolvidos em infec¢des, tem sido de grande importancia na
elaboragdo de planos terapéutico e profilatico adequado a regido.

Em 1985, o comité da Area de Micologia do Clinical Laboratory Standards Institute
(CLSI), entdo conhecido como National Committee for Clinical Laboratory Standards
(NCCLS), publicou o seu primeiro relatério, no qual foram exibidos os resultados de um
pequeno estudo colaborativo. Constatou-se que 20% dos laboratorios membros da instituigdo
realizavam testes de sensibilidade a agentes antiflingicos, na maioria das vezes, com Candida
spp., empregando o método de dilui¢do em caldo, e obtinham resultados de concentragdo
inibitéria minima (CIM) discrepantes. Assim, decidiu-se desenvolver e padronizar uma
metodologia reprodutivel e exequivel para laboratorios de rotina. Em 1997, apds extenso
trabalho de padronizagao, foi aprovada a utilizagdo dos métodos de microdilui¢ao (documento
M27-A) para a determinagdo da sensibilidade de Candida spp. a antifiingicos, especificando
seus pontos de corte. Em 2002, a Norma M27-A2 padronizou as faixas de referéncia de CIM
24 e 48 horas, para drogas previamente estabelecidas. Em 2009, foi publicado o documento
M27-A3, que traz como principal mudanca a alteragdo na percentagem de leitura em relagdo
aos derivados azolicos, onde a leitura para concentragdo inibitdria minima mudou de 80% de
inibi¢do para 50% em relagdo ao crescimento fungico (CLSI, 2008).

O teste de sensibilidade a antifungicos pelo método de microdiluigdo em caldo ¢
realizado em placas acrilicas estéreis de 96 pocos em formato de U. Nestas placas o inoculo ¢
diluido a uma concentracgdo definida e igual para os diversos po¢os, € entdo estes indculos, sao
expostos a drogas antifngicas com concentragdes sucessivamente decrescentes, sendo
possivel observar o efeito destes farmacos sobre o crescimento fungico, identificando assim a
menor concentracdo da droga capaz de inibir o crescimento do microrganismo, denominada
de concentragdo inibitéria minima (CIM) padronizado pelo Clinical Laboratory Standards

Institute (CLSI, 2008).
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No geral, a taxa de resisténcia aos azdlicos permanece baixa, entre a maioria das
espécies de Candida spp. invasoras, variando de 1- 2,1% em C. albicans, de 0,4-4,6% no
Complexo C. parapsilosis e de 1,4 - 6,6% em C. tropicalis (KANAFANI & PERFECT,
2008). Algumas espécies de Candida sp. apresentaram resisténcia a outros antifingicos
derivados azolicos usados e assim torna o tratamento de candidiase com a terapia cléssica
dificil (JOHNSON, 2008; MAIA, 2009; GOMES et al., 2010; NUNES et al., 2011).

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. O nosso grupo de pesquisa (Centro Especializado em
Micologia Médica) tem realizado muitas pesquisas nessa area, tendo relatado o isolamento de
Candida spp. resistentes a derivados azoélicos de cdes (BRITO et al., 2007; BRITO et al.
2009), de aves (SIDRIM et al., 2010; BRILHANTE et al., 2012; ALENCAR, 2012;
BRILHANTE et al, 2013), de camardes (BRILHANTE et al., 2011), de cavalos
(BITTENCOURT, 2012; CORDEIRO et al., 2013), ¢ de ourigo cacheiro (CASTELO-
BRANCO et al., 2013). Adicionalmente, este mesmo grupo também isolou C. neoformans
resistente a itraconazol a partir de fezes de pombos (COSTA et al. 2010b).

As espécies C. albicans e C. tropicalis vem apresentando resisténcia a alguns
derivados azoélicos o que pode ser consequéncia de mudangas na sequéncia de genes ou em
sua expressdo e que por sua vez, podem estar relacionados a processos seletivos devido a
exposicao a derivados azolicos utilizados pratica clinica (KANAFANI & PERFECT, 2008;
BRILHANTE et al., 2012) ou na agricultura (YANG et al., 2012).

De forma geral, existem dois mecanismos primordiais relacionados ao
desenvolvimento de resisténcia aos derivados azolicos em Candida spp. Dentre os quais esta
o desenvolvimento de bombas de efluxo ativo, que sdo codificadas pelos genes CDRI e
CDR?2, os quais codificam proteinas pertencentes a superfamilia ATP binding cassette, € pelo
gene MDRI, que codifica uma proteina pertencente a classe major facilitators. Com este
mecanismo hd um comprometimento da eficicia da droga devido a superexpressdo desses
genes € o consequentemente o aumento da atividade das bombas impedem o acumulo da
droga no interior da célula. A regulagdo positiva de CDR1 e CDR?2 confere resisténcia a quase
todos os azolicos, enquanto que de MDRI, confere resisténcia especifica a fluconazol
(KANAFANI & PERFECT, 2008). O segundo mecanismo consiste na alteragdo da enzima

lanosterol Cl14-o-demetilase, molécula-alvo dos derivados azolicos, codificada pelo gene
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ERGI1. A ocorréncia de superexpressdo ou de mutacdes nesse gene resulta na redugdo de

sensibilidade ou resisténcia a esse grupo de antifungicos (KANAFANI & PERFECT, 2008).
Até o presente momento, nao foram encontrados estudos de sensibilidade antifungica e

avaliacdo da producao de fatores de viruléncia in vitro de Candida spp. isoladas de caprinos e

de ovinos.
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3. JUSTIFICATIVA

Alguns fungos causadores de micoses sdo importantes patogenos tanto na area da
medicina veterinaria, quanto na medicina humana. Caprinos ¢ ovinos podem conter em sua
microbiota, leveduras potencialmente patogénicas que eventualmente poderdo lhes causar
infec¢des fungicas, afetando a produtividade das criagdes e aumentando os custos de
producao. Dessa forma, este estudo justifica-se pela necessidade de busca do conhecimento
acerca da microbiota fungica dos sistemas respiratorio superior e digestorio de caprinos e de
ovinos, com posterior avaliacdo do perfil de viruléncia de Candida spp. € monitoramento da

resisténcia antifingica in vitro.
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4. HIPOTESES CIENTIFICAS

1. Caprinos (Capra aegragus hircus) e ovinos (Ovis ariesi) apresentam como parte da
microbiota dos tratos respiratorio superior e digestorio, espécies de leveduras
potencialmente patogénicas.

2. Leveduras do género Candida isoladas dos sistemas respiratdrio e digestorio de caprinos
e de ovinos apresentam resisténcia a derivados azolicos.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral

Caracterizar as leveduras da microbiota do trato respiratdrio superior e do trato digestorio de

caprinos (Capra aegragus hircus) e de ovinos (Ovis ariesi), no Estado do Ceara.

5.2 Objetivos especificos

e [solar e identificar leveduras presentes na cavidade nasal, na cavidade oral e no reto de
caprinos e de ovinos;

e Avaliar a producao de fosfolipases e proteases pelas cepas de Candida spp. isoladas destes

animais;

e Avaliar a produgdo de biofilme de cepas pertencentes as espécies C. albicans e C.

tropicalis.

e Estabelecer o perfil de sensibilidade antifingica in vitro das leveduras isoladas frente a

anfotericina B e aos derivados azoélicos, fluconazol e itraconazol;
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ABSTRACT

Small ruminant production is an agricultural activity common worldwide. However,
studies on the fungal microbiota of these animals are scarce. Therefore, this study aimed at
isolating yeasts from the nasal, oral and rectal region of these animals and evaluating the
production of virulence factors, including phospholipases, proteases and biofilm and the
antifungal susceptibility of the recovered Candida spp. isolates. A total of 120 animals from
farms of the Ceara State, Brazil, were assessed in this study. The samples were collected from
nasal, oral and rectal cavities with sterile swabs. A total of 193 yeast isolates were recovered,
of which 160 were Candida spp., 17 were Trichosporon spp. and 16 were Rhodotorula spp.
Candida spp. strains were tested for the production of phospholipases, proteases and biofilm
and for in vitro antifungal susceptibility to amphotericin B, itraconazole and fluconazole.
Only the strains of C. albicans, C. tropicalis and the C. parapsilosis complex produced
phospholipases, but all of the analyzed Candida species produced proteases. Strains of C.
tropicalis showed higher production of biofilm when compared to the strains of C. albicans.
Resistance to both of the azole drugs was observed in the strains of C. albicans and C.
tropicalis. In summary, Candida spp. were predominant in the microbiota of the nasal, oral
and rectal cavities of small ruminants, including azole-resistant strains of C. albicans and C.
tropicalis that secrete phospholipases and proteases and produce biofilm.

Key words: Candida spp., yeast, goat, sheep, resistance, phospholipases, proteases, biofilm.
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INTRODUCTION

Small ruminant production is an agricultural activity practiced around the globe and in
Brazil this activity has expanded and is contributing for the social economic development of
the country. However, studies on the fungal microbiota and infections in small ruminants are
scarce. Hassan et al. (2012), for example, studying the microbiota of healthy goats and sheep
isolated Candida spp., Trichosporon spp. and Rhodotorula spp. from the nasal and vaginal
regions, from feces and milk. These findings are relevant because yeasts from environmental
and animal sources are cited as emerging human pathogens, with several reports of infection
with Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula, among others (Spanamberg et al.,
2008).

The presence of yeasts as part of the microbiota has been reported in several animal
species, such as dogs (Brito et al., 2007; Brito et al. 2009), birds (Sidrim et al., 2010;
Brilhante ef al., 2012; Brilhante ef al., 2013), crustaceans (Brilhante ef al., 2011) and horses
(Cordeiro et al., 2013) with Candida spp. as the most commonly isolated genus.

It is important to emphasize that commensal microorganisms may become pathogenic
agents when favorable host-associated conditions are met, and when virulence factors are
produced (Costa et al., 2009), such as hydrolytic enzymes (Ibrahim et al., 1995; La Fleur et
al., 2011) and biofilm (Monod et al., 2002), which will favor the microorganism colonization
and host tissue invasion (Yenisehirli ez al., 2010).

Therefore, this study aimed at isolating yeasts from the nasal, oral and rectal region of
healthy goats and sheep and evaluating the production of virulence factors, including
phospholipases, proteases and biofilm, and the antifungal susceptibility of the recovered

Candida spp. isolates.

MATERIAL AND METHODS

39



Animals

Clinical samples were collected from 60 goats and 60 sheep healthy from the cities of
Guaiuba (4° 2' 31" S, 38° 38’ 16” W), Horizonte (4° 5’ 51" S, 38°29' 27" W), Caucaia (3° 44’
4" S, 38° 39" 23" W) and ltaitinga (3° 58" 20" S, 38° 31’ 44" W), in the Ceara State, Brazil.
Samples were obtained from male goats (n=5) and sheep (n=7), female goats (n=55) and
sheep (n=53), of which 60 sheep and 30 goats were mixed-bred and the remaining 30 were
Saanen goats. This study was approved by the Animal Research Ethics Committee of the

Ceara State University (protocol no. 12641465-6).

Sample collection

Samples were collected from the nasal, oral and rectal cavities with sterile swabs, which
were inserted into the anatomical site, reaching a depth of 15 cm, and rotated 180°. Then, the
swabs were placed in sterile tubes containing 1 mL of sterile saline (0.9% NaCl), which were

refrigerated at =~ 4°C until processing, within a maximum of 12 hours (Brilhante et al., 2010).

Isolation and fungal identification

Swabs were inoculated in Petri dishes containing 2% Sabouraud dextrose agar with
chloramphenicol (0.5 g/L). The plates were incubated at 25°C for up to 10 days, with daily
evaluation for the presence of microbiological growth.

After this period, yeast colonies were submitted to Gram staining and microscopically
(40X) evaluated for the presence of blastoconidia, hyphae or pseudohyphae, as well as to
discard the possibility of bacterial contamination. Then, the genus and, whenever possible, the
species of the yeasts were identified using specific morphological and biochemical tests (De

Hoog et al., 2000).
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Colonies with macromorphology suggestive of Candida sp. were initially cultivated on
chromogenic medium (HiChrome Candida Differential Agar; HiMedia) to identify mixed
colonies. Pure colonies were subcultured into tubes containing potato dextrose agar and after
24-48h, the microorganisms were grown on cornmeal/Tween 80 agar for morphological
analysis. The identification of Trichosporon sp. was based on macromorphology of colonies
on Sabouraud agar and on micromorphology on 2% malt extract agar. The identification of
Rhodotorula sp. was based on macromorphology and micromorphology of colonies on 2%
malt extract agar (De Hoog et al., 2000). Then, all strains were subcultured in tubes
containing Christensen’s urea agar to evaluate urease production. Also, the sugar and nitrogen
assimilation, and sugar fermentation were evaluated and interpreted according to De Hoog et

al. (2000).

Phospholipases production assay

A total of 140 strains of Candida spp. (21 C. albicans, 68 C. tropicalis, 12 C. famata,
12 C. parapsilosis complex, 12 C. guilliermondii, 12 C. krusei and 3 C. glabrata) were tested
for the production of phospholipases, according to Sidrim et al. (2010). The inocula were
prepared in 0.9% sterile saline at a final concentration of 4 on the McFarland scale. Sterilized
filter paper disks of 5 mm diameter were impregnated with 5 pL of inoculum and placed on
Petri dish containing 2% dextrose Sabouraud agar supplemented with 1 mol/L sodium
chloride, 0.05 mol/L calcium chloride and 8% sterile egg yolk emulsion. Plates were then
incubated at 35 °C for up to seven days and the phospholipase activity (Pz) was determined by
calculating the ratio between the diameter of the yeast colony and the total diameter (colony +
precipitation zone), which allowed the strain to be classified as negative (Pz=1), positive

(0.64<Pz<1) or strongly positive (Pz<0.64) (Sidrim et al., 2010).
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Proteases production assay

The same strains submitted to phospholipase activity tests were also assessed for the
production of proteases. The test was performed according to Vidotto et al. (2004), with
modifications. For the preparation of 200 mL of the base medium, 0.04 g MgSQO,, 0.5 g
K,HPOy4, 1 g NaCl, 0.2 g of yeast extract, 4 g glucose and 3 g bacteriological agar were added
to 150 mL of distilled water, and the mixture was sterilized. Then, 0.5 g of bovine serum
albumin was diluted with 50 mL of distilled water and the solution was filtered and added to
the base medium, which was immediately distributed in Petri dishes in a volume of 20 mL per
dish. For each tested strain, an inoculum with concentration of 5 on the McFarland scale was
made and a sterilized filter paper disk was impregnated with 10 puL of this inoculum and then
placed on the agar surface. The plates were, then, incubated at 35 °C for up to 5 days.
Afterwards, the protease activity (Pz) was determined by calculating the ratio between the
diameter of the yeast colony and the total diameter (colony + proteolysis zone around the
colony). Lower Pz values indicated higher protease production, while Pz values of 1 indicated

the absence of enzymatic activity.

Biofilm formation assay

For the biofilm formation assay, nine strains of C. albicans and seven strains of C.
tropicalis resistant to fluconazole and itraconazole, two strains of C. tropicalis resistant to
fluconazole and six strains of each species susceptible to all tested antifungals were used. The
methodology was developed according to Peeters et al. (2008) and Ravi et al. (2009), with
modifications. Initially, the isolates were cultivated on Sabouraud agar for 48 h at 30 °C. After
this period, samples were transferred to Sabouraud broth and incubated for 24h at 150 rpm.
Then, they were centrifuged (300rpm — 10min), the supernatant was discarded, the pellet was

washed with sterile PBS and a new centrifugation was performed. This washing step was
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repeated twice. Then, the supernatant was discarded and the pellet was resuspended in RPMI
medium at a concentration of 0.5 in the McFarland scale. Afterwards, 100 uL of the inoculum
were incubated in each well of a 96-well flat-bottomed microtiter polystyrene plate and
maintained 48 h at a 150 rpm, at 37°C. Positive and negative growth control wells were used.
After incubation, the supernatant was carefully aspirated from the wells and three washings
were performed with PBS-Tween. Wells were then washed with 100 pL of 100% methanol.
Once dried, 100 pL of 0.3% crystal violet were added and left for 20 min. After this period,
the crystal violet was removed and two washings with 200 pL of sterile distilled water were
performed. Finally, 150 pL of 33% acetic acid were added to the stained wells and left for
30sec. After this period the volume was transferred to another plate which was read
immediately in a spectrophotometer to obtain the results of the optic density at a wavelength
of 590 nm (OD590nm). The data of the optic density obtained were corrected by subtracting
the optic density values obtained for the negative control. The cut-off value (ODc) for the
assay was defined as three standard deviations above the average OD590 nm of the negative
control. At the end, all strains were classified, according to Stepanovic et al. (2000), as non-
producers of biofilm (OD590nm<ODc), weak producers (ODc<OD590nm<2x0ODc),

moderate producers (2xODc<OD590nm<4x0ODc) and strong producers (4xODc<OD590nm).

Antifungal susceptibility test

To study the in vitro antifungal susceptibility of Candida strain from small ruminants, the
same strains tested for phospholipase and protease production were evaluated through broth
microdilution method standardized by the Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI,
document M27-A3, 2008). The tested drugs were amphotericin B (AMB), fluconazole (FLC)
and itraconazole (ITC), diluted according to the document M27-A3 (CLSI, 2008). The

concentrations tested for AMB and ITC ranged from 0.03125 to 16 ug/mL and from 0.125 to
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64 ng/mL for FLC (CLSI, 2008). The yeast inocula were prepared from 48 h Candida
cultures grown on potato dextrose agar, at 35 °C, reaching a final concentration of 0.5-2.5 x
10° cells/mL in RPMI medium buffered to pH 7 with 0.165 M morpholinepropanesulfonic
acid (MOPS), as recommended by the CLSI (2008). All samples were tested in duplicate and
microdilution plates were incubated at 35 °C, for 48 h. The minimum inhibitory concentration
(MIC) for AMB was defined as the lowest concentration capable of inhibiting 100% of the
yeast growth, while for azole derivatives, MICs were defined as the lowest concentration
capable of inhibiting 50% of yeast growth, when compared to the control well (CLSI, 2008).
MICs>1, >64 and >1 pg/mL (CLSI, 2008) indicated resistance to AMB, FLC and ITC.
However, fluconazole MICs of >8 ug/mL against C. albicans, C. parapsilosis complex and C.
tropicalis indicated in vitro resistance to this drug (Pfaller, 2012). As a quality control, the

strain of C. parapsilosis ATCC 22019 was included in each test (CLSI, 2008).

Statistical Analysis

Fisher's exact test was used to analyze the frequency of yeast recovery and
phospholipase and protease production by Candida spp. Analysis of Variance (ANOVA) and
Student's t-test were used to compare the production of biofilm by C. albicans and C.
tropicalis. Finally, Kruskal-Wallis' test and Mann-Whitney's test were used to compare the
MIC differences among Candida strains. For all tests, results with P<0.05 were considered

statistically significant.

RESULTS
Yeast Isolation
In this study, Candida spp., Rhodotorula spp. and Trichosporon spp. were isolated.

Among the isolates, Candida spp. was isolated from 45/60 goats and 26/60 sheep, comprising
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at least one collection site. The positivity in goats per anatomical site was 32/60 nasal cavities,
36/60 oral cavities and 18/60 rectal cavities, while in sheep the positivity rate per site was
11/60 nasal cavities, 25/60 oral cavities and 10/60 rectal cavities.

From 11/45 positive goats and 5/26 positive sheep the genus Candida was
simultaneously recovered from all three assessed anatomical sites. From 19/45 goats and
10/26 sheep, isolates were recovered from two anatomical sites, and from 15/45 goats and
11/26 sheep yeasts were obtained from only one anatomical site. Two species of Candida
were isolated from the same anatomical site of a given individual in 14/45 positive goats and
8/26 positive sheep. From the remaining animals, one single species of yeast was isolated per
anatomical site.

A total of 160 Candida isolates were obtained from goats and sheep, comprising seven
species: C. albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis complex, C. famata, C. guilliermondii, C.
krusei and C. glabrata (Table 1). The most frequent species were C. tropicalis (68/160,
P<0.0001), C. famata (24/160) and C. albicans (21/160). C. tropicalis was more commonly
isolated from goats, when compared to sheep (P<0.0001), especially from the nasal and oral
cavities (P<0.05, Table 1). C. albicans was more commonly isolated from the oral cavity
(P<0.01) of both animal species, when compared to the other two anatomical sites.

Also, 16 isolates of Rhodotorula spp. were obtained, of which 11 were R. glutinis (1
goat and 10 sheep), two were R. mucilaginosa (sheep) and 3 were R. minuta (2 goats and 1
sheep) (Table 1). The strains of Trichosporon spp. were more isolated from sheep (15/17) and
were found in all three investigated anatomical sites. In goats, this genus was not isolated

from the rectum (Table 1).

Phospholipase and protease production assay

45



A total of 140 strains of Candida were tested for the production of phospholipases and
proteases. The results of Pz for the enzymatic production are shown in Table 2. From the
total, 120 were negative (Pz=1) for the production of phospholipases, while 21 were positive
(12 C. albicans, 8 C. tropicalis and 1 C. parapsilosis complex), of which 11 were strongly
positive (Pz<0.64). C. albicans presented higher phospholipase production (P<0.001), when
compared to the other Candida species, and out of the tested isolates, 5/21 were positive and
7/21 were strongly positive. As for C. tropicalis, 4/7 were positive and 3/7 were strongly
positive and the only phospholipase-producing C. parapsilosis complex showed strong
enzymatic activity (Table 2). Among resistant strains, 6/9 C. albicans and 5/21 C. tropicalis
presented enzymatic activity. Concerning the production of proteases, 45 strains were
negative (Pz=1) and 95 were positive (Pz<I). The species that presented protease-producing
strains were C. albicans (8/21), C. tropicalis (54/68), C. krusei (11/12), C. guilliermondii
(2/12), C. parapsilosis complex (8/12), C. famata (10/12) and C. glabrata (2/3) (Table 2). C.
tropicalis presented higher protease production (P<0.0001), when compared to the other
Candida species. Among the azole resistant strains, 3/9 C. albicans and 18/21 C. tropicalis

produced the enzyme.

Biofilm formation assay

The test to assess the production of biofilm was performed in nine strains of C. albicans
and seven strains of C. tropicalis resistant to fluconazole and itraconazole, two strains of C.
tropicalis resistant to fluconazole and six azole susceptible strains of each species. The mean
optic density for C. albicans was 0.325+0.286, while for C. tropicalis, it was 0.786+0.523.
Overall, C. tropicalis presented higher values of optic density (P<0.01), when compared to C.
albicans. Based on these values, the strains of C. tropicalis were classified as strong biofilm

producers (13/15) and moderate producers (2/15), while the strains of C. albicans were
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classified as strong producers (5/15), moderate producers (5/15), weak producers (4/15) and

non-producer (1/15).

Antifungal susceptibility test

The results obtained by the antifungal susceptibility test are presented in the Table 3.
The obtained MICs varied from 0.03125 to 1; from 0.0625 to >64 and from 0.03125 to >16
ng/mL for AMB, FLC and ITC, respectively. Resistance to AMB was not observed, but 21
strains of Candida spp. were simultaneously resistant to fluconazole and itraconazole, which
were 9 C. albicans (1 goat, 8 sheep) and 12 C. tropicalis from sheep. Resistance to
fluconazole alone was observed in six strains of C. tropicalis (5 goat and 1 sheep), one strain
of C. albicans (goat) and two C. parapsilosis complex (sheep), while resistance to
itraconazole alone was observed in three strains of C. tropicalis (1 goat, 2 sheep). Overall, C.
tropicalis from goats presented higher MICs than those from sheep (P<0.001).

DISCUSSION

To the best of our knowledge, this is the first study on the yeast microbiota of nasal, oral
and rectal cavities of small ruminants, through which it was shown that yeasts compose the
microbiota of the investigated anatomical sites of goats and sheep, with emphasis on the
genus Candida.

There are studies on yeast isolation from several anatomical sites of small ruminants,
however the physiological role of these microorganisms in the organic systems of these
animals is still not known. C. tropicalis, for example, has been isolated from the rumen of
goats (Abrao et al., 2011), however the role of this yeast in the gastrointestinal tract of these
animals is not fully understood. C. albicans, C. krusei, C. parapsilosis complex, R.
mucilaginosa, T. cutaneum have also been reported in healthy sheep and goats (Hassan et al.,

2012). In our study, we isolated C. albicans, C. tropicalis, C. krusei, C. parapsilosis complex,
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C. famata, C. glabrata, C. guilliermondii, R. glutinis, R. minuta, R. mucilaginosa and
Trichosporon spp. from different anatomical sites of goats and sheep.

In our study, the genus Candida was predominant and, among the isolates of this genus,
a high frequency of C. tropicalis (42.5%) was observed, of which 73.5% originated from the
nasal and oral cavities of goats. These animals were mostly Saanen with milking aptitude and
were raised in intensive system, fed with elephant grass, by-products of breweries and
commercial feed. As reported by Abrao et al. (2011), this yeast composes the microbiota of
the rumen and, therefore, may also compose the oral microbiota of these animals due to the
rumination process, resulting in the transportation of these microorganisms from the rumen to
the oral cavity. Additionally, the manner through which goats acquire food and the intensive
management system these animals were raised may have led to a higher isolation of C.
tropicalis from the nasal cavity as well. Additionally, C. tropicalis may be found in the soil
(Yang et al., 2012), and, therefore, may have been carried by the feed provided to these
animals, in particular the roughages, leading to the colonization of their digestive tract.

In this study, C. albicans was one of the most isolated species, found in oral and rectal
cavities of goats and sheep and, therefore, considered as a part of the microbiota of these
anatomical sites, reinforcing the idea that this yeast species has as ecological niche living
animals, not environmental sources (Medeiros et al., 2008).

The dissemination of yeasts from the digestive tract of some animals may represent a
problem in human and veterinary medicine (Sidrim et al., 2010). The passage from
commensal microorganisms to pathogenic agents, under favorable host conditions, depends
on several virulence factors (Costa et al., 2009), which favor the installation of the
microorganism and tissue invasion in the host (Yenisehirli et al., 2010). Among the virulence
factors, the hydrolytic enzymes stand out, since they act in the extracellular environment

digesting phospholipids and proteins (phospholipases and proteases, respectively) present in
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the cellular membranes of the host tissues, facilitating microorganism penetration and
favoring their pathogenicity (Costa et al., 2010). In addition, biofilms represent the type of
microbial community predominant in nature and are important for the development and
maintenance of infections, since they act as a shield for the pathogenic agents, protecting
them from antimicrobial drugs and host defenses (Kuhn ez al., 2002).

Research on the phospholipases of yeast isolated from animals are scarce (Cafarchia et
al., 2008; Sidrim et al., 2010; Brilhante et al., 2011; 2013). According to Ibrahim et al.
(1995), phospholipases are important virulence factors of C. albicans. In our study, 12/21
strains of C. albicans produced this enzyme, representing the Candida species with the
highest positivity rate for phospholipase production, followed by 7/68 C. tropicalis and 1/12
C. parapsilosis complex.

Proteases are described in C. albicans and considered important virulence factors for
this species, increasing their potential for host invasion (Monod et al., 2002). These enzymes
are also produced by C. kefyr, C. lipolytica, C. parapsilosis species complex, C. tropicalis
(Kantarcioglu & Yucel, 2002), C. famata and C. guilliermondii (Brilhante et al., 2011). In our
study, all seven isolated species of Candida produced this enzyme, but only 8/21 strains of C.
albicans presented enzymatic activity, which contrasts with the literature that reports that
most strains of this species produce proteases (Vidotto et al., 2004, Akgaglar et al., 2011;
Brilhante et al., 2011). The low number of protease-producing C. albicans may have been
associated with the pH (4.9) of the medium used in our experiment, which differed from that
of the medium used by Vidotto et al. (2004) (pH=3.5). On the other hand, among strains of C.
tropicalis, 54/68 produced proteases, which corroborates previous reports (Zaugg et al.,
2001). Overall, with protease screening medium used in the present study, enzymatic activity
was observed in 67.8% of the tested strains, which showed that the used medium was efficient

for the detection of these enzymes.
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Biofilm production is another important virulence factor of Candida species, especially
C. albicans and C. tropicalis. This factor is important for the maintenance of the infections
since it promotes antifungal resistance (Kuhn et al., 2002; Al-Fattani & Douglas, 2006; La
Fleur et al., 2011). The literature demonstrates that C. tropicalis often presents higher biofilm
production, when compared to C. albicans (Tumbarello et al., 2007). In our study, we found
similar results with 86% of the tested C. tropicalis strains classified as strong biofilm
producers, whereas, 60% of C. albicans strains showed weak or moderate biofilm production.
The high biofilm production by C. tropicalis may be associated to the predominantly
environmental niche of this yeast species, mainly inhabiting soils (Yang et al., 2012), as a
strategy for self protection against environmental aggressors (Huq et al., 2008).

Concerning the in vitro antifungal susceptibility, there were no AMB resistant isolates,
similar to what was found for Candida strains from other healthy animals (Brito et al., 2009,
Sidrim et al., 2010; Brilhante et al., 2011, 2012, 2013). However, the occurrence of azole
resistance was observed among three species of Candida, i. e. C. albicans, C. tropicalis and
C. parapsilosis complex. This observation is important since these three strains of Candida
are commonly implicated as human and animal pathogens, representing the most common
etiological agents for candidiasis in Latin America (Hinrichsen et al., 2008). Additionally,
these findings are relevant, since the investigated animals were healthy and did not have a
history of antifungal treatment.

Resistance to azole derivatives has been reported among C. albicans and C. tropicalis,
which usually is a consequence of changes in the gene sequences or their expression due to
selective processes caused by previous exposure to these drugs that are commonly used in
clinical practice or agriculture (Kanafani & Perfect, 2008; Brilhante et al., 2012; Yang et al.,
2012). Yang et al. (2012), for example, isolated from different soils, including farmlands,

strains of C. tropicalis that presented reduced susceptibility to fluconazole. According to the
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authors, the soils may be an important source of azole resistant C. tropicalis due to the
overexposure to this azole antifungals used in agricultural practices. Therefore, the tested
animals may have had contact with resistant strains or with the azole drugs through the
ingestion of pastures treated with these antifungals. Thus, knowledge on products that are
used to treat and control plagues in crops destined to animal feeding is important. In our
study, most of the animals were fed elephant grass, corn meal or brewery by-products;

however, the use of antifungals during the cultivation of these pastures is unknown.

CONCLUSION
This study showed the predominance of Candida spp. as a part of the microbiota of
nasal, oral and rectal cavities of goats and sheep, including phospholipase and protease-

secreting, biofilm-producing and azole resistant strains of C. albicans and C. tropicalis.
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Table 1. Frequency of yeasts isolated from the different collection sites of goats and sheep

Species Goats Sheep Total
Nasal Oral Rectal Nasal Oral Rectal

Candida albicans - 7 2 - 9 3 21
C.tropicalis 25 21 4 2 12 4 68
C. famata 7 2 6 5 4 - 24
C. parapsilosis complex 1 3 3 2 4 2 15
C. krusei 4 3 4 1 1 - 13
C. guilliermondii 3 7 2 1 2 1 16
C. glabrata - - 1 1 1 - 3
Rhodotorula glutinis - 1 - 7 3 - 11
R. mucilaginosa - - - 1 1 2
R. minuta - 1 1 - 1 - 3
Trichosporon sp. 1 1 - 5 4 6 17

Total 41 46 23 24 42 17 193




Table 2. Production of phospholipases and proteases by Candida spp. from nasal, oral and

rectal cavities of goats and sheep

Phospholipases Proteases
Candida Species n
Positive St;;)irtligvl z Negative Positive Negative
(0,64<Pz<1) (g % 0.64) (Pz=1) (Pz<1) (Pz=1)
C. albicans 21 5 7 9 8 13
C.tropicalis 68 5 3 60 54 14
C. famata 12 - - 12 10 2
C. parapsilosis 12 i 1 1 3 4
complex
C. guilliermondii 12 - - 12 2 10
C. krusei 12 - - 12 11 1
C. glabrata 3 - - 3 2 1
Total 140 10 11 119 95 45
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Table 3. In vitro antifungal susceptibility of Candida species from nasal, oral and rectal

cavities of goats and sheep.

Candida species n MIC (png/mL)
Amphotericin B Fluconazole Itraconazole
C. albicans 21 0,03125 (1)* 0,5(3) 0,03125 (1)
0,0625 (2) 1(4) 0,0625 (1)
0,125 (2) 2(2) 0,125 (4)
0,25 (3) 4(2) 0,25 (1)
0,5(11) 8 (1)* 0,5 (5)
1(2) 16 (3)* 1(3)*
>64 (6)* >16 (6)*
C. tropicalis 68 0,0625 (1) 0,125 (4) 0,03125 (25)
0,25 (13) 0,25 (1) 0,0625 (7)
0,5 (29) 0,5 (10) 0,125 (8)
1(25) 1(12) 0,25 (2)
2 (10) 0,54)
4 (10) 1 (7)*
8(3)* 2 (*
16 (2)* 4 (1)*
32(1)* 8 (1)*
64 (1)* 16 2)*
>64 (14)* >16 (10)*
C. famata 12 0,03125 (2) 0,0625 (2) 0,03125 (4)
0,0625 (2) 0,5 (6) 0,0625 (4)
0,125 (4) 1(2) 0,125 (3)
0,25 (2) 2(2) 0,5 (1)
0,5 (2)
C. parapsilosis complex 12 0,03125 (1) 0,25 (1) 0,03125 (1)
0,0625 (2) 0,5 (4) 0,125 (3)
0,125 (1) (1) 0,25 (5)
0,25 (2) 2(3) 0,53)
0,5 4) 4(1)
1(2) 8(2)*
C. guilliermondii 12 0,03125 (1) 0,5(3) 0,03125 (2)
0,0625 (2) 1(4) 0,0625 (3)
0,125 (2) 2(2) 0,125 (6)
0,25 (2) 4(2) 0,25 (1)
0,5 (5) 8 (1)
C. krusei 12 0,0625 (1) 0,5(3) 0,03125 (5)
0,125 (4) (1) 0,0625 (3)
0,25 (1) 2(3) 0,125 (3)
0,5 (5) 4 (1) 0,25 (1)
1(D) 8(2)
32 (2)
C. glabrata 3 0,0625 (1) 0,0625 (1) 0,03125 (2)
0,125 (1) 1(1) 0,125 (1)
0,5 (1) 2 (1)

* indicates the number of strains. * indicates antifungal resistance (FLC: >8 pg/mL; ITC: >1 pg/mL).
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7. CONCLUSOES

1. Leveduras do género Candida podem ser encontradas como parte da microbiota nasal, oral

e retal de caprinos e ovinos saudaveis;

2. C. tropicalis foi a espécie mais isolada das cavidades nasal e oral de caprinos;

3. Ha resisténcia primaria a derivados azolicos em Candida spp., especificamente em C.

tropicalis isoladas de caprinos e C. albicans isoladas de caprinos e de ovinos;

4. Secrecao de fosfolipases foi detectada em cepas de C. albicans, C. tropicalis ¢ do

Complexo C. parapsilosis,

5. Todas as Candida spp. isoladas apresentaram produ¢do de proteases;

6. Cepas de C. tropicalis e C. albicans apresentaram producdo de biofilme, sendo que a C.

tropicalis apresentou maior producao.
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8. PERSPECTIVAS

Fungos causadores de micoses sdo importantes patdgenos emergentes na medicina
veterinaria e humana. Leveduras que fazem parte da microbiota de caprinos e ovinos podem
eventualmente lhes causar infec¢des, afetando a produtividade das criagdes e aumentando os
custos de producdo nas criagdes. Assim, este estudo contribuiu para o conhecimento sobre a
microbiota fungica por leveduras dos tratos respiratorio superior e digestorio de caprinos e de
ovinos. O conhecimento desta microbiota auxilia na compreensdo da interagdo parasito-
hospedeiro e seus possiveis disturbios, portanto ¢ um dado com relevancia sanitaria e de satude
publica. Ademais, o monitoramento do perfil de sensibilidade e producgdo fatores de viruléncia
de cepas de leveduras de origem animal ¢ escasso. Nesse estudo foi observado fenomeno
resisténcia a derivados azolicos em cepas de C. albicans e C. tropicalis o que nos leva a
refletir sobre a origem dessa resisténcia que pode ser consequéncia de uma pressao seletiva
feita pelo homem no ambiente ou mesmo no animal. A observacao de cepas de Candida spp.
produtoras de fosfolipases, proteases e biofilme em caprinos e ovinos saudaveis nos permite
sugerir que estes isolados tem potencial patogénico, podendo estabelecer, em circunstancias

favoraveis, uma infecc¢ao tanto no hospedeiro, como em seres humanos.
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