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RESUMO

Os homens e animais possuem uma relagdo milenar, em que o grupo das aves, em especial, é utilizado
amplamente para diversas finalidades, tais como alimentagdo e companhia. As aves sdo retratadas
como disseminadoras de patdogenos ao ambiente, entretanto, o conhecimento a respeito deste papel a
determinadas espécies aviarias, intimamente correlacionadas ao ser humano, sdo um tanto escassos. O
presente trabalho teve como objetivos isolar, identificar e caracterizar o fendtipo e o gendtipo de
leveduras obtidas de fezes de cinco aves de cativeiro: galinha (Gallus gallus domesticus), Passaro-do-
amor (Agapornis spp), Periquito-australiano (Melopsittacus undulatus) calopsita (Nymphicus
hollandicus) e canario (Serinus canaria domesticus). Para tanto, foram avaliadas 247 amostras de
fezes destas cinco espécies avidrias, provenientes de sete cidades localizadas na regido noroeste do
estado de Sdo Paulo, Sul de Minas Gerais e sudoeste do Mato Grosso do Sul. A coleta foi realizada
com auxilio de espatulas estéreis. O material foi semeado em agar Sabouraud dextrose e agar semente
de Niger, como titulacdes. A identificacdo das espécies baseou-se nas caracteristicas macro e
micromorfologicas, e bioquimicas. Ademais, todos os isolados identificados, foram submetidos ao
teste de antifungigrama por disco-difusdo (CLSI, documento M44-A), frente a anfotericina B,
cetoconazol, fluconazol e itraconazol. Aqueles que apresentavam padrdes de suscetibilidade dose-
dependente ou resistente, foram submetidos ao teste de microdiluicdo em caldo (CLSI, documento
M27-A3). A ocorréncia de leveduras se deu em 89% das amostras, variando de 77,5% a 94,0%
independente da ave estudada. Foram obtidos 318 isolados, pertencentes a 29 espécies diferentes. O
género prevalente foi Candida com 183 isolados (57,5%), seguido de Cryptococcus com 45 (14,2%),
Rhodotorula com 38 (11,9%) e Trichosporon com 36 (11,3%); os demais géneros totalizaram 16
isolados (5,0%). Nota-se que, em relacdo ao nimero de isolados por espécie fungica, C. albicans, C.
guilliermondii, C. tropicalis e Rhodotorula mucilaginosa corresponderam as de maior ocorréncia.
Evidencia-se que 76 isolados (23,9%) apresentaram resisténcia ou dose-dependéncia ao fluconazol, e
113 (35,5%) ao itraconazol. Ndo foi possivel estabelecer padroes genéticos dos microrganismos
relacionados a ave, cidade fonte ou genoétipo, com algumas exce¢des. Em suma, as aves estudadas
podem ser consideradas potenciais agentes distribuidores de leveduras resistentes a azodlicos,
comprometedoras da saide humana, especialmente, em individuos imunocomprometidos, criangas e

1dosos.

Palavras-chave: leveduras, aves de cativeiro, Gallus gallus domesticus, Agapornis spp, Melopsittacus
undulatus, Nymphicus hollandicus, Serinus canaria domesticus, suscetibilidade antifingica, MSP-

PCR, genotipagem.
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ABSTRACT

Men and animals have an age-old relationship, where the group of birds, in particular, is widely used
for various purposes, such as food and company.Men and animals have an age-old relationship, where
the group of birds in particular is widely used for various purposes, such as food and company. The
birds are portrayed as disseminators of pathogens to the environment, however, knowledge about this
role certain avian species, closely correlated to humans, are somewhat scarce. This study aimed to
isolate, identify and characterize the phenotype and the genotype obtained yeast stool five captive
birds: chicken (Gallus gallus domesticus), Love bird (Agapornis spp), Budgerigar (Melopsittacus
undulatus) cockatiel (Nymphicus hollandicus) and canary (Serinus canaria domesticus). Therefore, we
evaluated 247 stool samples of these five avian species from seven cities located in the northwest from
State of Sdo Paulo, southern of Minas Gerais and southwestern Mato Grosso do Sul. The collection
was performed using sterile spatulas. The material was seeded in Sabouraud dextrose agar and seed
Niger agar, with titrations. The identification of species was based on biochemical and macro and
micromorphological characteristics. In addition, all isolates identified were submitted to antifungal
susceptibility testing by disk diffusion (CLSL, M44-A), compared to amphotericin B, ketoconazole,
fluaconazole and itraconazole. The occurrence of yeasts occurred in 89% of samples, ranging from
77.5% to 94.0% of the studied independently bird. There were obtained 318 isolates belonging to 29
different species. There were obtained 318 isolates belonging to 29 different species. The prevalent
genus isolated was Candida with 183 (57.5%), followed by Cryptococcus with 45 (14.2%),
Rhodotorula with 38 (11.9%) and Trichosporon with 36 (11.3%); other genres totaled 16 isolates
(5.0%). Note that, in the number of fungal species isolated, C. albicans, C. guilliermondii, C.
tropicalis and Rhodotorula mucilaginosa corresponded to the most frequent. It was observed that 76
isolates (23.9%) were resistant or dose-dependency to fluconazole, and 113 (35.5%) to itraconazole.
Unable to establish genetic patterns of microorganisms related to bird, fountain city or genotype, with
some exceptions. In short, the birds studied can be considered potential distribution agencies of yeasts
resistants to azoles, compromising human health, especially in immunocompromised individuals,

children and the elderly.

Key-words: yeasts, captive birds, Gallus gallus domesticus, Agapornis spp, Melopsittacus undulatus

Nymphicus hollandicus, Serinus canaria domesticus, Antifungal susceptibility, MSP-PCR,
genotyping.
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INTRODUCAO
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1. INTRODUCAO

As aves sdo animais que possuem uma inter-relacdo milenar com o ser humano.
Sempre os animais foram elementos integrantes do meio ambiente, todavia, a partir da
mudanga de habitos antrdpicos, aliado ao crescimento populacional, iniciou-se o processo de
domesticacdo. Este processo ¢ marcante até os dias de hoje, em que a humanidade se utiliza
do grupo animal, especialmente das aves, para a obtencdo de diversos recursos, como por

exemplo, para a alimentac¢do e companbhia.

Diversos estudos demonstram a presenga e dispersao de patdgenos pelas aves, em
especial leveduras, por meio de fomites que as fezes possuem. As leveduras constituem
microrganismos eucaridticos que tem a possibilidade de colonizar diversos hospedeiros ou até
ocasionar doencgas, como patdgenos primarios ou oportunistas. Neste sentido, as ferramentas

disponiveis para o seu controle sdo um tanto escassas.

De ocorréncia mundial, as infec¢des fungicas em humanos e animais tiveram um
aumento nos ultimos anos. Em especial no ser humano, um fator justificante ¢ o crescimento
da populagdo com algum tipo de imunodeficiéncia, entre pacientes HIV positivos,
transplantados, com terapia prolongada de corticoides ou antibacterianos, e idosos. Evidencia-
se também um importante fator alarmante, o surgimento de cepas com fendtipos de resisténcia
aos medicamentos convencionais, que aliado a baixa disponibilidade de drogas antifiingicas,

torna a emergéncia destas doencgas de dificil tratamento.

As leveduras sdo veiculadas por aves, embora que sejam escassos dados cientificos
que descrevam este papel a determinadas espécies aviculas intimamente ligadas ao ser
humano, assim como a rastreabilidade de cepas resistentes nestes nichos ambientais, além do

conhecimento dos padrdes genéticos associados.

Considerando a popularidade das aves e o interesse na prevencdo de patologias
ocasionadas por fungos, os resultados aqui obtidos poderdo colaborar com a caracterizagao de
fontes de microrganismos resistentes, bem como sustentar o desenvolvimento de novas

estratégias para a preven¢ao da aquisi¢do de enfermidades a partir destes ambientes.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. A inter-relagdo homem-animal.

A inter-relagdo homem-animal pode ser considerada um bindémio ancestral, cuja
origem se remete ha milhares de anos. Os animais sempre foram elementos integrantes do
meio ambiente, sendo esta relagdo ligada, sobretudo a sua propria subsisténcia e
sobrevivéncia. Contudo, a relagdo que era inicialmente apenas para obtengao de alimentos por
meio da caga, sofreu mudancas. O aumento populacional, junto a evolugdo cultural, levou o
homem a iniciar o processo de domesticagdo, no qual os animais e humanos passaram a
coabitar-se intimamente. Este processo ocorreu cerca de 9 mil anos a.C. (Periodo Neolitico),
no Préximo Oriente, periodo em que as bases econdmicas se transformaram gradualmente,
passando a existir agricultura e pastoricia e, consequentemente, uma sedentarizardo da
populacdo humana, anteriormente nomade (PEREIRA, 2014). Este convivio se perpetuou de
tal forma, que ¢ comum encontrar o ser humano em companhia animal, seja este mamifero,

ave, réptil, anfibio ou peixe, fato que favorece o crescimento do mercado “pef”. (ABREU,

2009).

Neste contexto, o ser humano se relaciona com o grupo das aves para diversas
finalidades, sejam como animal de estimacdo, ou para a alimentacdo, vestuario, fabricacdo de
travesseiros e artesanatos, entre outros. Estima-se que exista cerca de 10.000 espécies de aves
conhecidas, sendo que 3.649 sdo amplamente utilizadas como animais de estimagao,

ampliando para 4.561 para outras utilidades antropicas (BUTCHART, 2008).

A utilizacdo da ave pet € uma pratica extensamente difundida, principalmente espécies
doceis, atraentes e de facil manejo. No interior do estado de Sdo Paulo, encontram-se algumas
espécies pet, extremamente populares, a saber: calopsita (Nymphicus hollandicus), canério
(Serinus canaria domesticus), passaro-do-amor (Agapornis spp) e periquito-australiano
(Melopsittacus undulatus). O comércio destas aves representa um negocio lucrativo para os
criadores e pet shops, uma vez que sdo comercializadas para diversas regides do Brasil,

tornando-se uma importante fonte de renda.

A criagdo e comercializacdo de aves € uma atividade regulamentada pelo Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente ¢ dos Recursos Naturais Renovaveis (IBAMA). Este 6rgao

trouxe desde 1997 uma nova visdao do conceito de reproducdo e manutengao de aves, a partir
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da qual, ¢ possivel que lojas de animais, cadastradas comercializem aves reproduzidas em

criadouros devidamente registrados (ALLGAYER & CZIULIK, 2007).

Outras aves de expressdo para fins comercias, neste caso para alimentac¢do, sdo o0s
galinaceos (Gallus gallus domesticus), nos quais se explora a produgdo de carne e ovos. De
fato, desde o Século VII a.C, a galinha representa uma importante fonte de alimento e,
atualmente, a avicultura brasileira responde a quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB)
nacional. Tal pratica, em especial ao interior do pais, coloca o Brasil como o maior exportador
de came de frango do mundo (MENDES & PAZ, 2009; LOPES, 2011; UNIAO
BRASILEIRA DE AVICULTURA-UBABEF, 2014).

2.2. Breve historico e caracteristicas gerais das aves estudadas.
Para o presente estudo, foram selecionadas cinco aves, a saber:
2.2.1. Passaro-do-amor (Agapornis spp)

Classe: Ave

Ordem: Psittaciformes

Familia: Psittacidae

Subfamilia: Psittacinae

Género: Agapornis (Selby, 1836)
Espécie: varias

Tamanho médio: 13-17 cm
Envergadura: 14 cm

Expectativa de vida: 10-12 anos

Origem: Africa

larcos Paulo Pereira - 2013 www haweh net/marcosppaulo -—

Figura 1 — Ilustragdo de Péassaro-do-amor
Agapornis sp. FONTE: Marcos Paulo.
Disponivel em <http://www.kawek.net/marcosppaulo-105293> Acesso em 20 mar. 2015

A etimologia no nome Agapornis, € de origem grega, sendo Agape (“amor”) e Ornis
(“passaro”), sendo pdassaro-do-amor o nome popular mais frequentemente utilizado. Este
termo vem do fato que em condigdes naturais, estas aves possuem o héabito de sempre viver
em casais (BROICH, 2004). Existem nove espécies de Agapornis, a saber: A. roseicollis, A.
personata, A. fisheri, A. nigrigenis, A. lilianae, A. cana, A. taranta, A. pullaria, A. swindernia,

sendo as trés primeiras mais populares em pet shop (FELIPINI, 2012).


http://www.kawek.net/marcosppaulo-105293
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Estas aves foram inicialmente descobertas no final do séc. XVIII, estabelecidas nos
aviarios europeus no séc. XIX e no Brasil a partir de 1990 (BROICH, 2004). Neste momento
registra-se a importacdo de diversas espécies de Agapornis sp, que sustenta a boa oferta atual

destas aves em diversos pet shops (FELIPINI, 2012).

2.2.2. Galinha (Gallus gallus domesticus)

Classe: Ave

Ordem: Galliformes

Familia: Phasianidae

Subfamilia: Phasianinae

Género: Gallus

Espécie: Gallus gallus domesticus (Brissom, 1760)

Origem: Asia

Figura 2— Ilustracdo de Galo
Gallus gallus. FONTE: Science Store.
Disponivel em <www.science-store.com> Acesso em 20 mar. 2015

A galinha (Gallus gallus domesticus), ¢ uma ave encontrada em todos os continentes
(BARBOSA et al., 2007), sendo considerada o animal doméstico mais difundido e abundante
do planeta (FREITAS et al., 2011). No Brasil, acredita-se que a galinha foi introduzida pelos
portugueses no inicio do século XVI, quando Cabral trouxe alguns exemplares e as deixou

com os indios das terras recém-descobertas (FERREIRA, 2012).

As galinhas sd3o uma importante fonte de alimento ha séculos, fornecendo carne e
ovos, com destaque a uma das mais baratas fontes de proteina. Acredita-se que a introdugao
desta ave como animal doméstico surgiu na Asia, de onde é nativo o galo-banquiva (Gallus
gallus) (FREITAS et al., 2011). Criadas frequentemente por pequenos produtores familiares
nas areas rurais, fornecendo seguranca alimentar e rendimentos, sdo importantes espécies de

exploragdo avicola em muitas areas de quase todos os paises no mundo (EEKEREN, 2006).

A Associacdo Brasileira de Proteina Animal (ABPA) apresenta dados de que, no
Brasil, a avicultura emprega mais de 3,6 milhdes de pessoas, direta e indiretamente, e
responde por quase 1,5% do Produto Interno Bruto (PIB) nacional. Caracteriza-se como um

setor representado por dezenas de milhares de produtores integrados, centenas de empresas


http://www.science-store.com/gs4-lifescience/bird-orders-poster.htm
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beneficiadoras e dezenas de empresas exportadoras, salientando sua importancia

socioeconomica (ABPA, 2014).

2.2.3. Periquito-australiano (Melopsittacus undulatus)

Classe: Ave

Ordem: Psittaciformes

Familia: Psittacidae

Subfamilia: Psittacinae

Género: Melopsittacus

Espécie: Melopsittacus undulatus (Shaw, 1805)
Tamanho médio: 17-25 cm

Envergadura: 18 cm

Expectativa de vida: 12-14 anos

Origem: Australia

Figura 3 — Ilustracdo de Periquito Australiano
Melopsittacus undulatus. FONTE: Passarolandia.
Disponivel em: < passarolandia.blogspot.com> Acesso em 20 mar. 2015

O Periquito-australiano (Melopsittacus undulatus) ¢ atualmente considerado o passaro
mais popular no mundo (ABREU, 2009; BIRDS IN BACKYARDS, 2015a). O nome do
género Melopsittacus € de origem grega, que significa "papagaio melodioso", ¢ o nome
especifico, undulattus, ¢ do latim, e pode ser traduzido como "ondulado" ou "ondas

padronizadas".

John Gould, ornitélogo e naturalista inglés, em 1848, apds expedicao pela Austrélia,
levou consigo cerca de 70 espécies distintas de aves a Inglaterra, onde incidentalmente
descobriu o periquito-australiano (Melopsittacus undulatus). Gould foi responsavel pela
divulgacao das espécies de aves australianas, através da publicagao do livro “The birds of
Australia” (CASTELO-BRANCO, 2009). Desde o séc. XIX, a sua utilizagdo, como animais
de estimacdo, foi estabelecida devido as caracteristicas de suportarem tal pratica, como sua

facil domesticagdo e adaptagdo em gaiolas.


http://passarolandia.blogspot.com/
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2.2.4. Calopsita (Nymphicus hollandicus)

Classe: Ave
Ordem: Psittaciformes \
Familia: Psittacidae

Subfamila: Cacatuinae

Género: Nymphicus

Espécie: Nymphicus hollandicus (Kerr, 1792)
Tamanho médio: 30 - 33 cm

Envergadura: 45 cm

Expectativa de vida: 20 anos

b/
Figura 4 — Ilustrago de Calopsita

Nymphicus hollandicus. FONTE: Satide Animal.
Disponivel em: <www.saudeanimal.com.br> Acesso em 20 mar. 2015

Origem: Australia

A Calopsita (Nymphicus hollandicus) representa a menor espécie de cacatua existente,
e a segunda mais popular ave de estimacdo do mundo (BRILHANTE et al., 2010).
Atualmente, ainda ¢ comum encontrd-la na natureza em sua regido de origem, a Australia. A
etiologia do nome “Nymphicus” é em homenagem as ninfas da mitologia grega, e
“hollandicus” a sua regido de origem, Nova Holanda como era o nome dado ao continente

australiano no seu periodo de coldnia inglesa (SILVEIRA, 2012).

Desde o fim do século XIX, as calopsitas ja se encontravam bem estabelecidas nos
aviarios europeus. Entretanto, sua grande disseminacdo ocorreu apds metade do séc. XX,
tendo foco inicial nos Estados Unidos (BIRDS IN BACKYARDS, 2015b; MATHIAS, 2008).
No Brasil, desde 1998 a espécie ¢ classificada pelo IBAMA como pertencente a fauna

doméstica (CARVALHO et al., 2013).

2.2.5. Canario-do-reino (Serinus canaria)

O canério-do-reino (Serinus canaria domesticus), conhecido como candrio belga ou
canarinho ¢ uma ave originaria do arquipélago das Ilhas Canarias, Azores e Madeira
(localizadas na costa africana do oceano Atlantico), sendo etimologia de seu nome procedente

de sua origem (MARTINEZ, 2009).
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Classe: Ave

Ordem: Passeriforme

Familia: Fringillidae

Subfamilia: Carduelinae

Género: Serinus

Espécie Serinus canaria domesticus (Linnaeus, 1758)
Tamanho médio: 14 cm

Envergadura: 12 cm

Expectativa de vida: 10 anos

Origem: Ilhas Canérias

Figura 5 — Ilustragdo de Canario
Serinus canaria domesticus. FONTE: Saude Animal.
Disponivel em <www.saudeanimal.com.br > Acesso em 20 mar. 2015

O historico de criagdo desta espécie ¢ datado ha mais de cinco séculos, em que apos a
conquista das Ilhas Canarias no séc. XVI, iniciou-se a exportacdo para a Europa e América do
Sul (ABREU, 2009; MARTINEZ, 2009). Ainda, ¢ possivel encontrar em seu habitat natural,
exemplares vivendo livremente (CANTONI, 2013).

A criacdo de candrios até o final do século XIX era pouco difundida, vindo a se
desenvolver na Alemanha, como o mais notavel centro de canaricultura. Sdo aves canoras,
que possuem belissimo canto e a facilidade de manejo, elementos que sustentam sua

comercializacdo, sendo facilmente encontradas em pet shops (ABREU, 2009).

2.3. Caracterizagdo das aves como veiculadores de microrganismos

A manutencdo de aves selvagens ou exoéticas em cativeiro ¢ uma atividade bastante
comum no Brasil, sendo os passeriformes e psitaciformes muito populares como animais de

estimacao (LUGARINI et al., 2008).

As excretas de aves de cativeiros ou de vida-livre representam uma fonte de
contamina¢do microbiana, tanto dos ambientes domésticos, como publicos. De modo geral, as
doencas zoondticas comumente disseminadas por aves incluem clamidofilose, criptococose,
salmonelose, tuberculose, campilobacteriose, doenca Lyme, Influenza aviaria, Febre do Nilo
Ocidental, Bornavirus aviario, doenca de Newcastle, toxoplasmose, giardose,

criptosporidiose, entre outras (HUBALEK, 2004; BOSERET et al, 2013). A propagacio de


http://www.saudeanimal.com.br/canarios.htm
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microrganismos patogénicos ¢ dependente de varios fatores bidticos e abiodticos que afetam a

sobrevivéncia microbiana no nicho ambiental (CAFARQUIA, 2006a; FOTI et al., 2011).

Alem de bactérias, parasitos e virus, os fungos destacam-se como organismos
prevalentes. Aos agentes flingicos, as espécies de Cryptococcus sao de grande evidéncia
(NOSANCHUK, 2000; DECOSTERE et al., 2003; CASTELLA, 2008; EVANS, 2011;
MOLTER et al., 2014).

2.4. Leveduras como parte da microbiota e fezes das aves

Sabe-se que, diversos agentes microbianos colonizam o trato gastrintestinal das aves e
sdo encontradas nas fezes. Os géneros Candida, Cryptococcus, Trichosporon, Rhodotorula,
Saccharomyces sdo frequentes neste nicho anatdmico e, como consequéncia, de maior
ocorréncia nas doencas aviarias ¢ humanas (MANCIANTI et al., 2001; BRILHANTE et al.,
2010; MARINHO et al., 2010; FOTI et al., 2011;). A Tabela 1 apresenta uma revisao da
literatura com os dados de pesquisas sobre microbiota em aves. Ainda que ocorra uma
variagdo, observa-se uma maior ocorréncia para Candida spp, microrganismos da microbiota

do trato gastrintestinal com ampla distribuigdo.

A presenca destes microrganismos nas fezes e sistemas organicos das aves permite-
nos inferir o seu papel como reservatorios e disseminadores de fungos para o ambiente e
outros animais, podendo caracterizar uma via de transmissdo zoonética (MORETTT et al.,
2000; NOSANCHUK et al., 2000, MARTINO et al., 2002; SAMOUR & NALDO, 2002;
MELVILLE et al., 2004; LAGROU et al., 2005; CASTELO-BRANCO, 2009).



Tabela 1 — Levantamento bibliografico dos principais géneros de leveduras isolados de aves.

Ave Espécies identificadas Tipo de material/coleta Autor
Aves de sistema de produgao Candida sp Swab superficie Wells & Stademan, 1958

Cryptococcus sp Enviscerado Walker & Ayres, 1959
Rhodorula sp
Torulopsis sp

Trichosporon sp

Columbifomes Candida sp Fezes Emmons, 1955

Cryptococcus sp Swab de cloaca Kocan & Hasenclever, 1972

Debaryomyces sp Swab oral Ruiz & Bummer, 1981

Filobasidium sp Castalon- Olivares ef al., 1994

Geotrichum sp
Kloeckera sp
Malassezia sp
Rhodotorula sp
Saccharomyces sp
Stephanoscus sp
Trichosporon sp
Torulopsis sp

Casali et al., 2003
Sriburee et al., 2004
Rosario et al., 2005
Pedroso et al., 2006

Andrade-Silva et al., 2010
Rosario et al., 2010

Zarrin et al., 2010

Chae et al., 2012
Mseddi et al., 2012

Wuetal., 2012
Tangwattanachuleeporn et al., 2013
Teodoro et al., 2013
Ferreira et al., 2014
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Tabela 1 — Levantamento bibliografico dos principais géneros de leveduras isolados de aves (continuacao).

Aves Migratorias Aureobasidium sp
Candida sp
Cryptococcus sp
Debaryomyces sp
Hanseniaspora sp
Hansenula sp
Metschnikowia sp
Pichia sp
Prototheca sp
Rhodotorula sp
Saccharomyces sp
Torulopsis sp
Trichosporon sp

Fezes
Swab de cloaca

Kawakita & Van Uden, 1965
Cragg & Clayton ,1971
Cafarchia et al., 2006a

Fotiet al., 2011
Hedayati et al., 2011
Francesca et al., 2014

Passeriformes e psitaciformes Candida sp Fezes Criseo et at., 1995
Cryptococcus sp Swab de cloaca Macianti et al., 2002

Debaromyces sp Swab oral Abegg et al., 2006
Geotrichum sp Lugarini ef al., 2008

Pichia sp Santos et al., 2009
Rhodotorula sp Brilhante ef al., 2010
Saccharomyces sp Marinho et al., 2010
Trichosporon sp Vlahovi€ et al., 2010

Zygosaccharomyces sp
Aves de cativeiro Cryptococcus neoformans Fezes Kielstein et al., 2000
Filit et al., 2002
Rapinantes Candida sp Fezes Cafarchia et al., 2006b
Cryptococcus sp Swab de cloaca Brilhante ef al., 2012
Rhodotorula sp Swab oral

Trichosporon sp




24

Tabela 1 — Levantamento bibliografico dos principais géneros de leveduras isolados de aves (continuacao).

Aves aquaticas polares Candida sp Fezes Chryssanthou et al., 2011
Cryptococcus sp Swab de cloaca Dynowska et al., 2013
Debaryomyces sp Swab oral
Dipodascus sp
Dipodascospis sp
Exophiala sp
Kloeckera sp
Geotrichum sp
Pichia sp
Rhodotorula sp
Saccharomyces sp
Trichosporon sp

Emas (Rhea americana) Candida sp Fezes Brilhante et al., 2013
Swab de cloaca
Swab oral
Aves Selvagens Candida sp Fezes Lord et al., 2010
Citeromycessp Swab de cloaca Mendes et al., 2014
Cryptococcus sp Swab oral Dynowska et al., 2015

Geotrichum sp
Malassezia sp
Pichia sp
Rhodotorula sp
Saccharomyces sp
Saccharomycopsis sp
Trichosporon
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2.5. Potencial patogénico de leveduras isoladas de aves

Os avangos e descobertas no controle e tratamento de doengas bacterianas e
virais de aves foram notdveis na Ultima década. Em contrapartida, pouco progresso foi
alcancado no controle de infecgdes fingicas, apesar de seu alto impacto sobre a saude

animal e humana (MORETTI et al., 2000).

A condi¢do de imunossupressao ou nao, aliada ao quadro de colonizagdo fingica
prévia ¢ fator predisponente para estabelecimento de doengas. De origem do trato
gastrintestinal, a propaga¢ao oro-fecal pode levar microrganismos, patégenos primarios
ou ndo, para outros animais ou humanos, a partir de nichos ambientais (MORETTI et
al., 2000; MARTINO et al., 2002; SAMOUR & NALDO, 2002; MELVILLE et al.,
2004; CASTELO-BRANCO, 2009).

Microrganismos presentes nas fezes de aves, ja foram comprovados como fonte
infeccdo em humanos. Os dois casos descritos na literatura sdo de aves de estimacao,
animais coabitante do homem, a saber: a) Mulher idosa, imunocomprometida,
diagnosticada com meningite por C. neoformans teve comprovagdo de um isolado
clonal recuperado a partir das fezes de uma cacatua saudavel, com a qual convivia ha
sete anos. A suspeita da infec¢ao se deu por meio de aerozdis, pois a paciente nao esteve
diretamente envolvida no manejo ou na limpeza da gaiola da ave (NOSANCHUK et al.,
2000); b) mulher adulta, imunocompetente diagnosticada com meningite criptocococia
apods a exposi¢do a uma pega (uma ave da familia Corvidae) mantida como um animal
de estimacdo na casa de seus pais. A cultura das fezes da pega foi positiva para C.
neoformans. Novamente, ao inquérito epidemiologico, acreditou-se que a infecgdo
ocorreu por inalagdo, pois a paciente conviveu na casa com a ave por trés meses

(LAGROU et al; 2005).

As infecgdes flingicas em aves, de modo geral, constituem um grave problema
nos aviarios, especialmente em granjas de avicultura. Estes habitats normalmente
apresentam condi¢des de propagagdo (clima tmido, alta densidade de individuos,
inadequacdo do saneamento dos utensilios alimentares, terapia antibacteriana

prolongada), concomitantes as condi¢des predisponentes dos animais, como a
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hipovitaminose A e/ou deficiéncias imunoldgicas, geralmente relacionadas ao estresse

(NOURI & KAMYABI, 2010).

As diversas espécies de Candida sao consideradas parte da microbiota normal
das aves, entretanto, vem sendo descritas como agentes infecciosos, principalmente a da
espécie Candida albicans, coincidindo com as infec¢des humanas. Em graves surtos, ¢
o agente etioldgico predominante de doengas severas, devido a sua capacidade de
invadir tecidos, especialmente o trato gastrintestinal superior — TGS (orofaringe,
inglavio e esdfago). Este fato contribui a suscetibilidade do grupo das aves,
corroborando os casos em galindceos (como galinhas, perus, codornas), passeriformes
(passaro-ponto), psitaciformes (entre aratingas, calopsitas, papagaios, periquitos
australianos e cacatuas) e rapinantes (aguias, falcdes) (MORETTI et al., 2000;
MARTINO et al.,, 2002; SAMOUR & NALDO, 2002; MELVILLE et al., 2004,
RIPPON et al., 2010; SHRUBSOLE-COCKWILL et al., 2010; QUIST et al., 2011;
PROENCA et al., 2014).

No homem, as mais frequentes espécies com manifestacdes clinicas sao devidas

a C. albicans (predominantes em todo o mundo), C. parapsilosis e C. tropicalis (na

América Latina) e C. glabrata (nos EUA) (DEL-PALACIO et al., 2009).

As espécies de Candida nao-albicans como C. tropicalis, C. parapsilosis, C.
krusei e C. rugosa ganham o cendrio na etiologia de doengas fungicas em humanos,
com relatos em animais (BRITO et al., 2009; DING et al., 2014; MORETTI et al., 2000;
SAMOUR & NALDO, 2002). A maioria dos casos tem origem enddgena, quando os
individuos sdo predispostos ao crescimento excessivo da microbiota (BARBOSA et al.,
2012; DE-ROSA et al., 2013; JUNIOR et al., 2011; KWAMIN et al., 2012; NOURAEI
et al.,, 2012; PEDROSO et al., 2014; QUIST et al, 2011;; SARDI et al., 2013;
VELASCO et al., 2000)

O género Cryptococcus comporta mais de 38 espécies, duas das quais sdo
consideradas potencialmente patogé€nicas para humanos e animais: Cryptococcus
neoformans e Cryptococcus gatti, o primeiro relevante em individuos
imucomprometidos ¢ o segundo, imunocompetentes (KON et al, 2008; QUEIROZ,
2008; LESTER et al., 2011; MCMULLAN et al., 2013).
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Por muito tempo a espécie Cryptococcus gattii foi estritamente associada a
espécies de eucaliptos e as infeccdes em regides de climas tropicais e subtropicais
(ELLIS & PFEILLER, 1990). Entretanto, outras fontes ambientais desta espécie foram
comprovadas, onde se pode recuperar a partir de mais de 50 espécies vegetais no
mundo, incluindo espécies de arvores nativas brasileiras (LAZERA et al., 2000;

HARRIS et al., 2012).

Ja a espécie C. neoformans no ambiente ¢ principalmente encontrado em
excretas de aves, especialmente de pombos (Columba livia). O ecossistema urbano tem
se tornado propicio para permanéncia destas aves, em que com o acumulo de excretas,
torna como a fonte de infec¢do mais importante para homens e animais (FARIA et al.,
2010). Vale ressaltar que a fonte de Cryptococcus spp nio se restringe somente aos
ambientes dos pombos, tendo em vista outras possiveis fontes de transmissao zoonotica,
a saber: canario, cacatua etc. (CRISEO et al., 1995; F ILIU et al., 2002; KIELSTEIN et
al., 2000; LAGROU et al., 2005; LUGARINI et al., 2008; NOSANCHUK et al., 2000;
SHRESTHA et al., 2004).

Espécies de Cryptococcus ndo-neoformans € ndo-gatii emergem no cenario de
infecgdes, de acorodo com a revisdo bibliografica de 50 casos humanos (Tabela 2) e 14

em animais (Tabela 3).
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Autor/Ano Pais Hospedeiro Condicio Espécies de Cryptococcus ndao-neoformans
Humano Sintomas C. adeliensis  C. albidus C. laurentii C. uniguttulatus
KRUMHOLZ, R.A. (1972) EUA 68 anos - M Infec¢dao Pulmonar *
DA CUNHA & LUSINS (1973) EUA 45 anos - M Infecgdo SNC* *
KAMALAM et al. (1977) Reino Unido 40 anos - M Infecgdo cutanea *
MELO et al. (1980) EUA 29 anos - M Meningite *
LYNCH et al. (1981) EUA 55 anos - F Abcesso pulmonar *
WINN et al. (1985) EUA 37 anos - M Pneumonia *
GLUCK et al. (1987) EUA 65 anos - F Criptococose *
LIN et al. (1989) Taiwan 45 anos - F Infeccdo cutanea *
SINNOTT et al. (1989) EUA 13 anos - F Peritonite *
MOCAN et al. (1989) Reino Unido 14 anos - F Peritonite *
KRAJDEN et al. (1991) Canada 54 anos - F Infecc¢ao pulmonar *
KRAIJDEN et al. (1991)b EUA 37 anos - M Infeccdo pulmonar *
HOROWITZ et al. (1993) EUA 37 anos - M Infecgao Fluido Pleural *
CUSTIS et al. (1995) EUA 61 anos - F Endofitalmite *
LOISON et al. (1996) Franca 38 anos - M Septicemia *
KRCMERY et al. (1997) Eslovaquia 17 anos- M Fungemia *
RITTERBAND et al. (1998) EUA 51 anos - M Ceratite *
JOHNSON et al. (1998) EUA Prematuro - M Fungemia *
JOHNSON et al. (1998) EUA 27 anos - F Fungemia *
KORDOSSIS et al. (1998) Grécia 34 anos - M Meningite *
WELLS et al. (1998) EUA 4 anos - F Fungemia *

KUNOVA & KRCMERY (1999) Eslovaquia 26 anos - M Fungemia *
KUNOVA & KRCMERY (1999)b Eslovaquia 50 anos - M Fungemia *
KUNOVA & KRCMERY (1999)c Eslovaquia 57 anos - M Fungemia *

NARAYAN et al. (2000) Reino Unido 70 anos - M Infeccao cutianea *
CHENG et al. (2001) Taiwan Prematuro - M Fungemia *
KIERTIBURANAKUL et al. (2001) Tailandia 18 anos - F Fungemia *
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Autor/Ano Pais Hospedeiro Condicio Espécies de Cryptococcus nao-neoformans
Humano Sintomas C. adeliensis C. albidus C. laurentii C. uniguttulatus
MCCURDY et al. (2001) EUA 65 anos - F Ventriculite *
AVERBUCH et al. (2002) Israel anos - Ganglioneurobastoma *
LEE et al. (2004) Coréia 23 anos - M Infecgao respiratoria *
GARELICK et al. (2004) EUA 16 anos - F Ulceragao escleral *
RAMCHANDREN et al. (2004) EUA 51 anos -M Fungemia *
RIMEK et al. (2004) Alemanha 40 anos - F Meningite *
VLCHKOVA-LASHKOSKA et al. (2004) Macedonia 51 anos - M Infecgdo cutanea *
DE CASTRO et al. (2005) EUA 69 anos - F Ceratite *
SIMON et al. (2005) Hungria 9 anos - M Fungemia *
MANFREDI et al. (2006) Italia 34 anos - M Meningoencefalite *
SHANKAR et al. (2006) India 35 anos - F Criptococose pulmonar *
KHAWCHAROENPORN et al. (2006) EUA 35 anos - M Meningoencefalite *
BURNIK et al. (2007) Turquia 55 anos -M Pneumonia *
HOANG et al. (2007) EUA 14 anos - M Infeccdo cutanea *
FURMAN-KUKLINSKA et al. (2009) Pol6nia 39 anos- M Glomerulonefrite membranoproliferativa *
CLEVELAND et al. (2012) EUA 44 anos - M Infecg¢do pulmonar *
RODRIGUEZ et al. (2012) Colombia 0,4 anos-M Fungemia *
KULKARNI et al. (2012) India 55 anso - M Infeccdo cutanea *
BANERIJEE ef al.(2013) India 76 anos - M Infec¢ao pulmonar *
MOLINA-LEYVA et al. (2013) Espanha 8 anos - F Infeccdo cutanea *
LIU et al. (2014) China 28 anos - M Encefalite *
CONTI et al. (2014) Italia 74 anos - M Neutropenia e diarréia *
CALISTA et al. (2015) Italia 47 anos - M Pneumonia *

a - SNC: Sistema Nervoso Central
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Autor/Ano Pais Hospedeiro Condicio Espécies de Cryptococcus nao-neoformans
Animal Sintomas C. albidus C. laurentii C. magnus C. uniguttulatus
CODAZZA et al. (1973) Italia Cavalo Infeccdo genital *
DESBROSSE et al. (1996) Franca Cavalos Ceratite micotica *
BERNARDO et al. (1998) Portugal Cao Otite micotica externa *
MARTINS et al. (2002) Portugal Golfinho Infecgdo respiratoria *
DECOSTERE et al. (2003) Bélgica Estorninho (Ave) Perda de penas *
KANO et al. (2004) Japdo Gato Otite externa *
LABRECQUE & MESSIER (2005) Canada Cao Infeccdo na pata *
KANO et al. (2008) Japao Gato Infecgdo sistémica *
CAMPOS et al. (2009) Brasil Cao Infecgao SNC* *
ZUCCARI et al. (2010) Brasil Cao Infecgdo respiratoria *
TURKYLMAZ & KAYNARCA (2010) Alemanha Vaca Mastite subclinica *
POTH et al. (2010) Alemanha Gato Infeccdo da pata *
MADRID et al. (2011) Brasil Cao Infec¢ao Cavidade nasal *
MCLELAND et al. (2012) Canada Ledo-marinho Infecgdo respiratoria *

a - SNC: Sistema Nervoso Central
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O género Trichosporon comporta leveduras que sdo amplamente distribuidas no
solo, vegetacdo, dgua e no homem, podem ser parte microbiota normal da pele e vias
respiratorias (BAKA, 2013; MICELI & LEE, 2011). Sao agentes causadores de
infecgdes cutaneas e estdo envolvidos em micoses sistémicas, localizadas ou
disseminadas, especialmente em individuos com algum grau de comprometimento
imunoldgico, como pacientes com neoplasias hematoldgicas subjacentes, AIDS,
queimaduras e tumores solidos (BAKA et al., 2013; MONTOYA et al., 2015). Nove
espécies tém o potencial de causar doengas no homem, a saber: Trichosporon asahii
(causa mais comum em infec¢des invasivas disseminadas), Trichosporon inkin (agente
etiolégico da piedra branca), Trichosporon asteroides, Trichosporon cutaneum,
Trichosporon mucoides, Trichosporon ovoides, Trichosporon pullulans e mais
recentemente, 7Trichosporon loubieri e Trichosporon japonicum (MICELI & LEE,

2011).

Valorizada a ocorréncia em animal, em calopsita, Gartrell e colaboradores
(2005) relataram a um caso de dermatite, relacionada a presenca de 7. asahii, tendo

como fator predisponente a hipovitaminose A.

Espécies de Rhodotorula tém sido tradicionalmente consideradas como
leveduras ndo patogénicas. Sdo leveduras saprofitas ubiquas que podem ser isoladas a
partir de muitas fontes ambientais, como em alimentos e bebidas (WIRTH &
GOLDANI, 2012). Entretanto, nas ultimas décadas, tem emergido como um patdégeno
oportunista, especialmente em hospedeiros imunocomprometidos (KIM et al., 2013). O
género inclui oito espécies, sendo que apenas trés Rhodotorula mucilaginosa,
Rhodutorula glutinis e Rhodotorula minuta sao conhecidas como causa de doengas em
humanos (MENON et al., 2014). Deve-se a sua etiologia: meningite, endocardite,
ventriculites, peritonite, fungemia, ceratite (MENON et al., 2014), onicomicose (ZHOU
et al., 2014), pacientes com cateter intravenoso (KIM et al., 2013), com tumores s6lidos,
insuficiéncia renal cronica, doenga linfoproliferativa e sindrome da imunodeficiéncia

adquirida (SPILIOPOULOU et al., 2012).

Sob atribuicdo ao género Rhodotorula, em animais, constituem eventos comuns:

dermatite necrosante em galinhas poedeiras (ARUO et al., 1980), e em frangos
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(BEEMER et al., 1970); epidermite granulomatosa em cdao (KADOTA et al., 1995),
lesdes cutaneas em ledo-marinho-do-sul (ALVAREZ-PEREZ et al., 2010).

2.6. Perfil de suscetibilidade antifungica

No mercado existem cinco classes de drogas antiflingicas disponiveis (polienos,
fluoropirimidinas, azdis, equinocandinas e alilaminas), todas elas com algum ponto de
desvantagem: limitado nimero de agentes antifungicos disponiveis, drogas com baixo
espectro de acao, ndo seletividade para fungo e efeito unicamente fungistatico, além de,
em condigdes especificas, induzirem o surgimento de cepas resistentes (BECK-SAGUE

& JARVIS 1993; REX et al., 2000; CHEN et al.; 2007).

A resisténcia antifungica refere-se a capacidade do fungo crescer na presenga de
um agente antifingico. Na resisténcia in vitro, o fungo ultrapassa o ponto critico do
valor de concentragdo inibitéria minima (MIC) de droga, no qual era esperado ser
suscetivel. Na resisténcia in vivo, define-se como a incapacidade de erradicar uma
infec¢do fungica, apesar da administracdo de um agente antifungico, ora efetivo ou nao,

frente as analises in vitro (KANAFANI & PERFECT, 2008).

Em fungos, a resisténcia primaria ocorre para algumas espécies de Candida,
como C. krusei, C. glabrata e C. lusitaniae frente aos compostos azodlicos e
Anfotericina B. J4, a resisténcia secundaria se desenvolve entre as cepas anteriormente
suscetiveis, que apos a exposi¢ao ao agente anti-fingico, modifica o perfil fenotipico

para resisténcia (HOSPENTHAL et al., 2004; KANAFANI; PERFECT, 2008).

O surgimento de microrganismos resistentes aos antimicrobianos ¢ um
importante problema de satde publica, especialmente em hospitais e outras instituigdes
de saude. Na produgao animal s3o utilizados agentes antimicrobianos, como aditivos ou
promotores de crescimento na ragdo, bem como na preven¢ao ou tratamento de doencas
especificas. Seu uso garantiu os altos indices de produtividade obtidos nas tultimas
décadas, reducao da mortalidade e morbidade, e a manutencao do bem-estar animal. No
entanto, o uso destes antimicrobianos, como preventivo as doencas infecciosas, pode

contribuir na sele¢ao de resisténcia (MENDES, 2013).
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Durante os ultimos anos, foram realizados diversos trabalhos no monitoramento
do perfil de suscetibilidade as drogas, particularmente com leveduras isoladas de
amostras clinicas humanas e animais (PINTO et al., 2008; BRITO et al., 2009;
BOURGEOIS et al., 2010; FAVALESSA et al., 2010; SELLAMI et al., 2011; JIANG et
al., 2013; MENEZES et al., 2013; BRILHANTE et al., 2015; MONTOYA et al., 2015).
Neste sentido, em Fortaleza, Sidrim et al. (2010) reporta o isolamento de leveduras a
partir do sistema gastrointestinal de calopsitas, com perfil de suscetibilidade variavel

aos azolicos, especialmente com tendéncia a resisténcia.

Costa e colaboradores (2010); Andrade-Silva e colaboradores (2012); e Ferreira-
Paim e colaboradores (2012) observaram em estudo com Cryptococcus spp isolados de

fezes de aves, a ocorréncia de resisténcia ao azolicos e/ou anfotericina B.

Novamente, foi obtida a confirmagao do fendtipo de resisténcia ao Itraconazol e
ao Fluconazol a partir de leveduras isoladas de aves de rapina e emas (BRILHANTE et

al., 2012; 2013).

Estudos realizados no Laboratdério de Microbiologia da Faculdade de Medicina
de Sao José do Rio Preto (FAMERP), evidenciam em fezes de galinhas de corte (REIS
et al.,, 2012), poedeiras (ALMEIDA et al.,, 2011) e canarios (REIS et al., 2013),
leveduras ds géneros: Candida, Cryptococcus, Trichosporon Rhodotorula e
Zygosaccharomyces com perfil de resisténcia ou sensibilidade dose dependente aos
antifungicos azolicos. Deste modo, se desperta uma preocupacdo, o fato de uma
possivel fonte de contaminagdo ambiental com leveduras patogénicas, que apresentam
um fendmeno de resisténcia in vitro, diante antifingicos rotineiramente utilizados na

prética clinica, como o fluconazol e o itraconazol.

2.7. Epidemiologia molecular: perfil genotipico

E de grande complexidade a epidemiologia dos fungos, em que os estudos
pioneiros propuseram a analise fenotipica sem grande poder de defini¢do. Nos ultimos
anos, grandes avangos na tipagem molecular de microrganismos permitem o melhor

entendimento da dinamica do organismo infectante na populagdo humana,
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estabelecendo critérios em relacionamentos complexos de comensalismo ou infecgdo,
compreendendo os mecanismos genéticos e evoluciondrios, identificando a origem da
infeccdo ou monitorando a emergéncia de cepas resistentes (MANFREDI et al., 2006;

SPESSO et al., 2013).

Deste modo, o conhecimento dos padrdes genéticos dos microrganismos abre
novas possibilidades nos campos da sistematica e do diagnostico. A tecnologia da
Reagdo de cadeia da polimerase (PCR) permite o desenvolvimento de estudos com
biologia molecular para diversas aplicabilidades. Desse modo, as diferencas genéticas
intra e interespecificas tém sido detectadas por diversos métodos de tipagem molecular,
como o RAPD (Random Amplified Polimorfism DNA), RFLP (Restriction Fragment
Lenght Polymorfism), AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorfism) e PCR-
Fingerprinting (PEDROSO, 2008). Assim, as técnicas baseadas em PCR tornam-se uma
boa alternativa, mostrando-se mais sensiveis, especificas e rapidas, se comparadas aos
métodos tradicionais baseados em fatores fenotipicos (LIBIKIND et al., 2003; MEYER
et al., 1993). No entanto, estes métodos necessitam de um trabalho laborioso e sdo ainda
relativamente caros (LIBIKIND et al., 2003; ANDRADE et al., 2006; PEREIRA et al,
2014).

Microssatélites e minisatélites, também conhecidos como “simple sequence
satellites” ou “short tandem repeats”, consistem de sequéncias curtas repetidas de
DNA, sem consenso entre autores, sobre a definicdo do tamanho das mesmas

(RICHARD et al., 2008).

Os genomas eucaridticos possuem grande quantidade de sequéncias repetitivas
de DNA. Os /oci microssatélites sdo frequentemente hipervariaveis, o que os torna
ferramentas ideais para a identificagdo molecular e diferenciacdo de individuos, por
meio de PCR - DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD) (WILLIAMS et
al., 1990). A técnica de RAPD ndo exige o conhecimento da sequéncia do molde de
DNA. O primer, originario do fago M13, ¢ a sequéncia, no qual leva aos perfis
eletroforéticos altamente reprodutiveis, e mostra variagcdes interespecificas e

intraespecificas, com ampla utilizagdio em RAPD-PCR (MEYER et al., 1993;
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LATOUCHE et al., 1997; LIBKIND et al., 2003; WALCZAK et al., 2007; PEREIRA et
al., 2014).

A andlise RAPD-PCR com microsatélite ou também conhecida como PCR-
fingerprinting (MSP-PCR), tem sido utilizada para a diferenciagdo de: a) cepas clinicas
(PINI et al., 2005; DA-SILVA-ROCHA et al., 2014); b) cepas de origem alimentar
(PRILLINGER et al., 1999; ANDRIGHETTO et al., 2000; ANDRADE et al., 2006;
VALMORRI et al., 2010); ¢) cepas ambientais (LIBKIND et al., 2003; ABEGG et al.,
2006; RIBEIRO & NGAMSKULRUNGROJ, 2008; FERREIRA-PAIM et al., 2012;
DANESI et al.,, 2014); bem como a diferenciacio e determinacdo de espécies
leveduriformes, como cepas de Saccharomyces cerevisiae (PRILLINGER et al., 1999;
XUFRE et al., 2000), Hanseniaspora / Kloekera sp. (CARUSO et al., 2002; CADEZ et
al., 2002), Yarrowia lipolytica (ANDRIGHETTO et al., 2000; DEAK et al., 2000;
GUERZONI et al., 2001); Sporobolomyces odoratus / S. ruineniae (VALERIO et al.,
2002); Candida sake (WALCZAK et al., 2007), Wickerhamomyces sylviae
(FRANCESCA et al., 2013).

Todas as abordagens praticas acima citadas devem seguir protocolos passiveis
de alteragdo pelo usuario, conforme as particularidades do seu trabalho e necessitam do

maximo de critério para a execug¢ao.
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RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA
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3. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Considerando a popularidade das aves de estimagdo e de fins comerciais, o seu
papel como fonte de disseminagdo de leveduras patogénicas, e/ou resistentes aos
antifingicos, expde o homem ou outros animais a risco de doencas infecciosas.
Portanto, o estudo que propde a analise de distribui¢do e monitoramento desses
microrganimos quanto a suscetibilidade antimicrobiana, bem como dos perfis genéticos

associados, ¢ relevante.
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo geral:

Isolar, identificar e caracterizar o fen6tipo e o gen6tipo de leveduras obtidas de
fezes de aves de cativeiro.

4.2. Objetivos especificos:

* Isolar e identificar as leveduras presentes em fezes de cinco espécies de aves:

Agapornis sp, G. gallus, M. undulatus, N. hollandicus e S. canaria,

* Identificar o perfil fenotipico de suscetibilidade antimicrobiana pelo método de
disco-difusdo e microdilui¢do, frente aos antifungicos: poli€nico Anfotericina B e

azolicos Cetoconazol, Fluconazol e Itraconazol;

* Identificar o perfil molecular dos isolados prevalentes em relagdo a ave por

PCR-fingerpriting, técnica de micro-satélite (MSP-PCR);

» Comparar os perfis genéticos com o fenotipo de suscetibilidade antifungica.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1. Selegao ¢ coletas das amostras

De margo de 2011 a maio de 2014, foram coletadas amostras de fezes de aves
(1-5 gramas) presentes no chao e superficies de poleiros, viveiros, galpdes e criatdrios.
As amostras foram acondicionadas em recipientes estéreis hermeticamente fechados,
transferidas em caixas isotérmicas e encaminhadas para o Laboratorio de Microbiologia
da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto — FAMERP para os estudos

micoldgicos.

Para galinhas (Gallus gallus domesticus), foram selecionadas granjas de sete
cidades diferentes, a saber: Agua Clara — MS, Itagipe — MG, Uberlandia — MG, Nova
Alianca — SP, Sao José do Rio Preto — SP, Palestina — SP e Paulo de Faria — SP.

Para as demais aves, foram selecionadas amostras de cativeiros, incluindo
criatorios e pet shop, provenientes de trés cidades do noroeste paulista, a saber: Neves

Paulista — SP, Balsamo — SP e Sédo José do Rio Preto — SP.

5.2. Numero de amostras

No total, 247 amostras foram coletadas seguindo a distribui¢do: 83 de galinhas,
44 de calopsitas e 40 para cada uma das demais aves (candrio, passaro-do-amor e

periquito-australino)

5.3. Analise Micologica

Para isolamento e identificacdo micoldgica das espécies fungicas, seguiram-se
os protocolos descritos por De Hoog (2000) e Filit e cols. (2002) com modificagdes.
Para cada amostra, foram utilizados dois meios de cultura para o isolamento primario:
Agar Sabouraud Dextrose (Oxoid) e dgar semente de niger (Guizotia abyssinica). Para
cada grama do material, adicionou-se 10 ml de solucdo salina (NaCl 0,9%), contendo

cloranfenicol (0,4 g / L). A suspensdo foi homogeneizada em vortex, durante trés
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minutos, e foi deixada a decantar durante 30 minutos, a temperatura ambiente. Em
seguida, aliquotas de 100 pl do sobrenadante de cada amostra foram aspiradas e
semeadas com auxilio de alca de Drigalski em ambos os meios. Foram também
semeadas dilui¢cdes de 107" e 107 . As placas foram incubadas a 30 °C, por 10 dias, e

observadas diariamente.

5.4. Identificagao

Em cada amostra positiva, as colonias foram observadas ao microscopio e
isoladas para identificagdo da espécie, valorizando os parametros bioquimicos (hidrolise
da uréia e assimilagdo de hidratos de Carbono e Nitrogénio), como descrito por De
Hoog (2000). Utilizou-se de modo complementar o meio Chromagar Candida

(Himedia®, India).

Cryptococcus spp. foram inicialmente identificados macroscopicamente, com
base na produgdo de fenol-oxidase (coloragio marrom) em Agar Niger e pelo aspecto
mucoide dass coldnias. Posteriormente foram confeccionadas laminas coradas por Tinta
da China para verificar a preseng¢a de cépsula polissacaridica. Teste de produgdo de
urease e de assimilagdo de hidratos de Carbono e Nitrogénio seguiram de acordo com
protocolo descrito por De Hoog (2000). Meio de CGB — canavine-glycine-bromothymol
blue foi utilizando com objetivo de diferenciar Cryptococcus gatti e Cryptococcus

neoformans.

Microrganismos que nao apresentaram padrdes de identificagdo morfologica ou
bioquimica compativeis foram submetidos a identificacdio pelo método comercial

ID32C® (BioM¢érieux®, Franga).

5.5. Testes de suscetibilidade antimicrobiana

5.5.1. Antifungigrama por Difusdo em Disco
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Apoés a identificagdo e isolamento do microrganismo, cada espécime foi
submetido ao teste de disco-difusdo em agar. O teste foi realizado de acordo com a
metodologia descrita no documento M44-A (CLSI, 2004) e pelo fabricante do “kit”
(CECON®, Brasil). Foram utilizados quatro grupos de discos de papel de filtro
contendo, separadamente, 100 mcg de Anfotericina B, 50 mcg de Cetoconazol, 25mcg
de Fluconazol, 10 mcg de Itraconazol e placas de Petri (90 mm de didmetro) contendo
agar Mueller-Hinton (Difco®,Gra-Bretanha) a uma profundidade de 4,0 mm. Cada
isolado e controles - Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida albicans ATCC
90028 - foram subcultivados em placas com agar Sabouraud Dextrose (Oxo0id®, Gra-
Bretanha) com incubacdo a temperatura de 35-37 °C por 24 horas. Apds crescimento,
colonias foram suspensas em 5 mL de solucdo salina estéril (0,9 %) com tubidez
ajustada a escala 0,5 de McFarland e em espectrofotometro, utilizando um comprimento
de onda de 530 nm. A suspensdo de leveduras foi inoculada com swab estéril sobre a
superficie do agar Mueller-Hinton. Os discos de Anfotericina B, Cetoconazol,
Fluconazol e Itraconazol foram depositados, assepticamente, sobre o dgar inoculado e a
placa foi incubada aerobicamente a temperatura de 30-35 °C por 24-48 h. O diametro da
zona de inibi¢do foi medido para a determinag¢do da susceptibilidade. Os critérios
interpretativos do teste de disco-difusdo para Anfotericina B, Cetoconazol, Fluconazol e
Itraconazol seguiram pela determinacdo do fabricante (CECON®, Brasil): anfotericina
B: sensivel (S): >10 mm, resistente (R): <10mm; cetoconazol: (S): >20 mm, Dose-
dependente (DD): 20-10 mm, (R): < 10 mm; fluconazol: (S): >19mm, (DD): 19-14 mm,

(R): <14 mm; itraconazol: (S): 220 mm, intermediario; (DD): 19-12 mm, (R): <11 mm.

5.5.2. Antifungigrama por Microdilui¢ao

Os microrganismos, identificados com resisténcia ou resisténcia intermedidria
pelo método de disco-difusdo, foram reavaliados pelo método de microdiluicdo em
caldo - documento M27-A3 pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2012). Além dos isolados, foram incluidas em cada ensaio, as leveduras C. parapsilosis
ATCC 22019 e C. albicans ATCC 90028, como referéncia padrdo. Para tal, foi utilizado
o meio liquido RPMI-1640 (Sigma®, Estados Unidos) tamponado com acido
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morfopropileno sulfonico (MOPS; Sigma) e glicose 2% (modificagdo do documento
M27-A3, com base no European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing -
EUCAST, 2012, ajustando-se o pH em 7,0 com acido cloridrico. A padroniza¢ao dos
in6culos foi realizada utilizando previamente a escala 0,5 de Mac Farland e ajustada em
90% de transmitancia em espectrofotometro (Biospectro), em comprimento de onda de
530 nm. Foram utilizados os antifingicos, Anfotericina B (Sigma®, Estados Unidos),
Cetoconazol (Janssen Pharmaceutica®, Bélgica), Fluconazol (Pfizer®, Estados Unidos)
e Itraconazol (Janssen Pharmaceutica®, Bélgica), cujas concentracdes variaram de
0,125 a 64 pg/ml para o Fluconazol e de 0,03 a 16 pg/ml para Itraconazol, Cetoconazol
e Anfotericina B. Microplacas estéreis com 96 pogos (cralplast) foram inoculadas com
dez concentracdes de cada antifingico, colocadas em sentido vertical na placa, nas
colunas de 2 a 11. As colunas 1 e 12 foram utilizadas como controle (1 esterilidade e 12,
crescimento). O inoculo foi dispensado na quantidade de 100 pl, nas colunas de 2 a 12.
As placas foram agitadas em agitador de Micro Placas MA 562 e incubadas em estufa

umida a 35°C por 24 horas.

Os critérios de corte para defini¢do de sensivel, sensivel dose-dependente e
resisténcia, foram considerados segundo o documento M27-A3 padronizado em 2008

pelo CLSI (Tabela 4).

Tabela 4 — Valores de ponto de corte sugeridos para interpretacdo de teste de

suscetibilidade de leveduras.

Suscetibilidade Antifingicos — CIM (ug/ml)
Fluconazol Itraconazol Cetoconazol Anfotericina B*
Sensivel <8 <0,125 <0,125 <1
SDD 16-32 0,25-0,5 0,25-0,5 -
Resistente >64 >1 >1 >1

SDD: Suscetibilidade Dose-dependente

pg/ml: micrograma por mililitro

<: menor ou igual a

>: maior ou igual a

* Anfotericina B ndo possui pontos de corte pelo documento CLSI (2008). Foi
utilizado o critério de suscetibilidade segundo o estudo de Colombo (2010).
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5.6. Analise Molecular

Os isolados com numero mais expressivo, das quatro espécies de leveduras
isoladas (Candida albicans, C. guilliermondii, C. tropicalis e Rhodotorula
mucilaginosa), previamente identificadas por métodos fenotipicos, foram submetidos a
analise molecular pela técnica de PCR-fingerprinting. Como grupo externo, foi
utilizado um isolado de Candida tropicalis (ATCC 13803), para constru¢dao dos

dendogramas de C. albicans, C. guilliermondii e R. mucilaginosa.

5.6.1. Extracao do DNA

Uma coldnia de cada levedura isolada das espécies acima citadas foi semeada
em placa de dgar Sabouraud dextrose e incubada por até 72 horas a 30 °C; a extragdo do
DNA gendmico foi realizada de acordo com o método descrito por Bolano e
colaboradores (2001) com modificagdes. Para este procedimento, uma alga cheia da
colonia da levedura foi transferida para um tubo de microcentrifuga de 2 ml e
congelados a 20 °C por uma hora. Um volume de 500 pL do tampao de lise (NaCl 1,25
mol/L, Dodecil-sulfato-de-s6dio - SDS 0,5%, Tris-HCI 100 mmol/L, pH 7,5 , EDTA 0,25
mol/L, pH 8,0) e 5 uL de 2-mercaptoetanol foram adicionados em cada tubo, vortexado
por 2 minutos e incubados a 65 °C por 1 hora. O lisado foi extraido com 500 pL da
mistura fenol—cloroforme—alcool isoamilico (propor¢do 25: 24: 1) e vortexado por 2
minutos. Os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 12000 rpm. A fase aquosa foi
transferida para um novo tubo, e o DNA foi precipitado pela adigdo de 500 pL de
isopropanol a 20 °C “overnight”. A solugdo foi centrifugada por 15 minutos a 12000
rpm para obtencdo do “peller” de DNA. O “pellet” foi lavado com etanol 70%,
centrifugado por 15 minutos a 12000 rpm e deixado volatizar. Apos a completa

volatizag¢ao do etanol, o DNA foi ressupendido em 400 pl de TE (Tris-HCl 10 mmol/L,
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pH 7,5 , EDTA 0,5 mol/L, pH 8.0) contendo 50 pg/mL de RNAse A (Invitrogen®,
Brasil), incubado a 37 °C por 40 minutos e estocando a 4 °C “overnight” e estocados a
20 °C para posterior uso nas reacdes de PCR.

A pureza e a quantificacdo do DNA extraido foram avaliadas por leituras de
densidade optica (DO) em espectrofotdometro de luz UV (Biophotometer Eppendorf
22331), a 260 nm e 280 nm e calculada a razdo D.O. 260 nm/280 nm, que mostrou ser

de boa qualidade, livre de proteinas e outros residuos quando seu valor esteve entre 1,7

e 2,0.

5.6.2. Reacdo de PCR-fingerprinting

A reacdo de PCR foi baseada em sequéncias de amplificagdo aleatoria
minisatélite de fago M13 (5’GAGGGTGGCGGTTCT 3’°), como primer Unico da
reacdo, utilizando o protocolo de Meyer e colaboradores (2001), com adaptagdes. Todas
as reacoes de amplificagdo foram realizadas de forma independente, em um volume de
25 pL, contendo 1,0 ul de DNA gendémico (2,5 ng/ml), 2,5 pl de tampao (10X), 1,6 pl
de deoxinocleotideo trifosfato (2,5mM), 1,25 pl de primer (20 pmol) e 0,2 ul Taq
DNA polimerase (5U pl/ml) (Invitrogen®, Brasil) e completando o volume final com

agua Mili-Q ultrapura (Invitrogen®, Brasil).

O termociclador T100™ Thermal Cycler (Bio-rad Laboratories®, Reino Unido)
foi programado durante 3 minutos a 94 °C para desnaturagdo inicial, seguido de 40
ciclos de desnaturacdo de 1 minuto a 94 °C, anelamento por 20 segundos a 45 °C,

extensdo por 2 minutos a 72 °C, e extensao final de 10 minutos a 72 °C.

5.6.3. Condigoes eletroforéticas

Os produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em de gel de agarose a
2,0% em tampao TE 1X, com a adicicdo de brometo de etidio (0,8 pl/100 mL)
(Invitrogen®, Brasil; 10 mg/ml) a 70 V durante 4 horas. O resultado foi observado sob
luz ultravioleta e fotografado utilizando o aparelho Kodak Gel Logic 2200 Imaging
System (Molecular Imaging Software®).
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5.6.4. Avaliagdo da similaridade dos padrdes de bandas

Os perfis de PCR-fingerprinting foram analisados de acordo com a presenga ou
auséncia de bandas definidas nas imagens de géis digitalizados. O software
Bionumerics, versdo 6.6 (Applied Maths®, Bélgica), foi usado para estabelecer as
relagdes genéticas entre as cepas. Os niveis de semelhanca foram calculados utilizando
o coeficiente de Dice e as andlises das matrizes de similaridade foram construidas
utilizando o método aritmético para dados ndo pareados (UPGMA). A tolerancia

escolhida para comparar as bandas foi de 2%, (SOLL, 2000).
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6. RESULTADOS
6.1. Positividade para as leveduras

Dados de incidéncia de leveduras, em relacdo as espécies de aves estudadas,
estdo apresentados na Tabela 5. No geral, observam-se elevado percentual de
isolamento, 89%, independentemente da ave. No entanto, a ave que apresentou a maior
ocorréncia foi galinha, seguida do passaro do amor, calopsita, periquito australiano e

canario.

Tabela 5 — Incidéncia do resultado positivo para leveduras de acordo com a espécie

aviaria estudada.

Ave Nome Cientifico N  Positivo (%) Negativo (%)
Passaro-do-amor Agapornis spp 40 37 (92,5%) 3 (7,5%)
Periquito-australiano Melopsittacus undulatus 40 34 (85,0%) 6 (15,0%)
Canario Serinus canaria domesticus 40 31 (77,5%) 9 (22,5%)
Calopsita Nymphicus hollandicus 44 40 (90,9%) 4 (9,1%)
Galinha Gallus gallus domesticus 83 78 (94,0%) 5 (6,0%)
Total 247 220 (89,0%) 27 (11,0%)

6.2. Distribuigao dos isolados

Em 318 isolados de 29 espécies diferentes, a distribuicdo dos isolados, segundo
a espécie de ave estudada, segue na Tabela 6. O género prevalente foi Candida com
183 isolados (57,5%), seguido de Cryptococcus sp com 45 (14,2%), Rhodotorula sp
com 38 (11,9%) e Trichosporon sp com 36 (11,3%). Os demais géneros totalizaram 16
isolados (5,0%). Nota-se que, em relagdo ao nimero de isolados por espécie fungica, C.
albicans, C. guilliermondii, C. tropicalis e Rhodotorula mucilaginosa corresponderam

as de maior ocorréncia.
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Tabela 6. Distribuicdo dos espécimes de leveduras isoladas, de acordo com a espécie de ave estudada.

Passaro-do-amor Galinha Periquito-australiano Calopsita Canario
Numero total de Agapornissp  Gallus gallus M. undulatus N. hollandicus S. canaria
Espécies isolados % N=40 N=83 N=40 N=44 N=40
Candida albicans 50 15,72 - 43 1 6 -
Candida catenulata 14 4,40 - 14 - - -
Candida famata 26 8,18 3 10 3 8 2
Candida glabrata 3 0,94 - 3 - - -
Candida guilliermondii 34 10,69 10 1 7 11 5
Candida krusei 1 0,31 - - 1 - -
Candida lipolytica 2 0,63 - - - 1 1
Candida lusitaniae 3 0,94 - 1 - 2 -
Candida membranifaciens 5 1,57 - - - 3 2
Candida parapsilosis 4 1,26 2 - 1 - 1
Candida tropicalis 36 11,32 2 18 7 7 2
Candida zeylanoides 5 1,57 - 4 - - 1
Cryptococcus albidus 15 4,72 9 - - 4 2
Cryptococcus curvatus 1 0,31 - - - - 1
Cryptococcus humicola 5 1,57 - - - 1 4
Cryptococcus laurentii 9 2,83 1 4 1 1 2
Cryptococcus neoformans 7 2,20 4 - 1 1 1
Cryptococcus uniguttulatus 8 2,52 4 - 3 - 1
Geotrichum candidum 1 0,31 - - - 1 -
Kodamaea ohmeri 8 2,52 1 1 4 2
Rhodotorula glutinis 3 0,94 - - - 1 2
Rhodotorula minuta 1 0,31 1 - - - -
Rhodotorula mucilaginosa 34 10,69 5 6 9 5 9
Sporobolomyces salmonicolor 4 1,26 1 - - 3 -
Trichosporon asahii 20 6,29 1 7 2 9 1
Trichosporon gracile 3 0,94 - - 3 - -
Trichosporon inkin 7 2,20 2 1 3 - 1
Trichosporon mucoides 6 1,89 - - 1 3 2
Zygosaccharomyces spp 3 0,94 - - - -
Numero total de isolados 318 (220) 46 (37) 115 (78) 44 (34) 71 (40) 42 (31)

(Nimero de amostras
positivas para leveduras)
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Candida famata, C. guilliermondii, C. tropicalis, C. laurentii, R. mucilaginosa e
T. asahii foram as leveduras comuns a todas as aves estudadas. Diferentemente,
algumas espécies de leveduras foram encontradas para uma unica espécie de ave:
Rhodotorula minuta ocorreu somente no passaro-do-amor (Agapornis sp); Candida
catenulata, Candida glabrata e Zygosacharomyces spp em galinhas (Gallus gallus); C.
krusei e T. gracile nos periquitos-australianos (M. undulatus); G. candidum em
calopsitas (N. hollandicus); e C. curvatus em canarios (S. canaria). Observou-se
concomitancia de algumas espécies de leveduras entre duas a quatro espécies de aves

diferentes.

Demonstra-se a seguir, a analise dos resultados por ave, onde as relacdes de

porcentagem de espécie descritas sdo correspondentes ao total de isolados de cada ave.
a) Passaro-do-amor (Agapornis sp)

O género prevalente foi Cryptococcus, totalizando 18 isolados (39,1%), sendo
Cryptococcus albidus mais comum, com nove isolados (19,6%). No entanto, Candida
spp seguiu com 17 isolados, representando (37,0%), com C. guilliermondii como
espécie prevalente (21,7%). Destaca-se a presenca de C. neoformans com quatro

isolados (8,7%).
b) Galinha (Gallus gallus)

Candida sp destacou-se como grupo fingico comum, totalizando 94 isolados

(81,7%), e a espécie prevalente, Candida albicans com 43 isolados (45,7%).
c) Periquito-australiano (M. undulatus)

Candida sp ocorreu em 20 isolados (45,45%). No entanto, a espécie comum foi
Rhodotorula mucilaginosa com nove isolados (20,5%). Também se observou a presenca

de C. neoformans, em apenas um isolado (2,3%).
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d) Calopsita (N. hollandicus)

O género prevalente foi Candida sp, totalizando 38 isolados (56,7%), sendo a
espécie Candida guilliermondii mais comum, com 11 isolados (16,42). E observada a

presenca de apenas um isolado (1,4%) de C. neoformans.
e¢) Candrio-do-reino (S. canaria)

O género prevalente foi Candida sp, totalizando 14 isolados (34,3%). Entretanto,
a espécie mais frequentemente isolada foi Rhodotorula mucilaginosa, com oito isolados

(19,0%). Novamente, C. neoformans ¢ obtido com apenas um isolado (2,4%).

6.3. Resisténcia antifungica

Nenhum isolado apresentou resisténcia ao poliénico anfotericina B ou ao azélico
cetoconazol. Os resultados obtidos para os demais antifingicos testados, fluconazol

(FCZ) e itraconazol (ITZ), sdo apresentados nas Figuras 6-15 e Tabelas 7-17.

Nos graficos, o eixo x representa as espécies leveduriformes isoladas para cada
ave, € o eixo y a quantidade de espécimes. O preenchimento em circulos corresponde as
cepas sensiveis (S) a fluconazol, assim como em losangos a itraconazol. O
preenchimento em linhas diagonais corresponde a suscetibilidade dose-dependente

(SDD) e o preenchimento em cinza a resisténcia (R) ao antifiingico.

Tabela 7 — Quadro geral de percentuais e quantidade (N) dos isolados de cada especécie aviaria relacionada a

suscetibilidade antifungica.

Fluconazol Itraconazol
Ave Total Sensivel SDD Resistente Sensivel SDD Resistente
Passaro-do-amor 46 27 (58,7%) 5(10,87%) 14 (30,43%) 24 (52,2%)  1(2,2%) 21 (45,6%)
Galinha 115 97 (84,4%) 5 (4,4%) 13 (11,3%) 89 (77,4%)  6(5,2%) 20 (17,4%)
Periquito-australiano 44 31(70,4%) 3 (6,8%) 10 (22,7%) 27 (61,4%) 5(11,4%) 12(27,3%)
Calopsita 71 61 (85,9%) 1 (1,4%) 9 (12,7%) 42 (59,2%)  5(7,0%) 24 (33,8%)
Canario 42 26 (61,9%) 1(2,4%) 15 (35,7%) 20 (47,6%) 2 (4,8%) 20 (47,6%)
Total 318 242 (76,1%) 15(4,7%) 61 (19,2%) 205 (64,5%) 23 (7,2%) 90 (28,3%)

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente
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Evidencia-se que, 61 isolados apresentaram resisténcia e 15, sensibilidade dose-

dependente ao Fluconazol; ao Itraconazol, 90 resisténcia e 23 dose-dependéncia.
a) Passaro-do-amor (Agapornis spp)

Adverte-se frente aos isolados do pdassaro-do-amor, que 19 (41,3%)
apresentaram resisténcia ou suscetibilidade dose-dependente a fluconazol e, 22 (47,8%)
ao itraconazol. R. minuta (1/1) e R. mucilaginosa (5/5) mostraram resisténcia para os
dois azolicos (FCZ e ITZ). Houve padrao Unico de resisténcia para maioria dos isolados
de C. albidus (9/9) e (8/9), e C. uniguttulatus (2/4) e (1/4) frente FCZ e ITZ,
respectivamente. Cryptococcus neoformans apresentou suscetibilidade dose-dependente

a FCZ em dois de quatro isolados (Figura 6 e 10; Tabela 10 e 11).

Figura 6 — Grafico de suscetibilidade antifungica ao fluconazol de isolados de Agapornis spp. O eixo x

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
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Tabela 8 — Tabela de suscetibilidade antifiingica ao fluconazol de isolados fingicos de Agapornis spp.

Faixa de
Espécies Total Sensivel SDD Resistente  MIC (ug/ml)
Candida famata 3 (6,5%) 3 (100,0%) - - -
Candida guilliermondii 10 (21,7%) 10 (100,0%) - - -
Candida parapsilosis 2 (4,3%) 2 (100,0%) - - -
Candida tropicalis 2 (4,3%) 2 (100,0%) - - -
Cryptococcus albidus 9 (19,6%) - 2 (22,3%) 7 (77,7%) 32,0-128,0
Cryptococcus laurentii 1(2,2%) 1 (100,0%) - - -
Cryptococcus neoformans 4 (8,7%) 2 (50,0%) 2 (50,0%) - -
Cryptococcus uniguttulatus 4 (8,7%) 2 (50,0%) 1 (25,0%) 1 (25,0%) 0-128,0
Kodamaea ohmeri 1(2,2%) 1 (100,0%) - - -
Rhodotorula minuta 1(2,2%) - - 1 (100,0%) 128,0
Rhodotorula mucilaginosa 5 (10,9%) - - 5 (100,0%) 128,0
Sporobolomyces salmonicolor 1(2,2%) 1 (100,0%) - - -
Trichosporon asahii 1(2,2%) 1 (100,0%) - - -
Trichosporon inkin 2 (4,3%) 2 (100,0%) - - -
Total 46 27 (58,7%) 5(10,9%) 14 (30,4%) 0-128,0

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente

Figura 7 — Grafico de suscetibilidade antifungica ao itraconazol de isolados de Agapornis spp. O eixo x

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
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Tabela 9 — Tabela de suscetibilidade antifingica ao itraconazol de isolados de Agapornis spp.
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Faixa de
Espécies Total Sensivel SDD Resistente  MIC (ug/ml)
Candida famata 3 (6,5%) 2 (66,7%) - 1(33,3%) 0-1,0
Candida guilliermondii 10 (21,7%) 7(70,0%) 1(10,0%) 2 (20,0%) 0,5-2,0
Candida parapsilosis 2 (4,3%) 2 (100,0%) - - -
Candida tropicalis 2 (4,3%) 2 (100,0%) - - -
Cryptococcus albidus 9 (19,6%) 1(11,1%) - 8 (88,9%) 2,0-16,0
Cryptococcus laurentii 1(2,2%) 1 (100,0%) - - -
Cryptococcus neoformans 4 (8,7%) 4 (100,0%) - - -
Cryptococcus uniguttulatus 4 (8,7%) 3 (75,0%) - 1 (25,0%) 0-16,0
Kodamaea ohmeri 1(2,2%) 1 (100,0%) - 0 -
Rhodotorula minuta 1(2,2%) - - 1 (100,0%) 16,0
Rhodotorula mucilaginosa 5(10,9%) - - 5 (100,0%) 16,0
Sporobolomyces salmonicolor 1(2,2%) - - 1 (100,0%) 2,0
Trichosporon asahii 1(2,2%) - - 1 (100,0%) 2,0
Trichosporon inkin 2 (4,3%) 1 (50,0%) - 1 (50,0%) 0-1,0
Total 46 24 (52,2%) 1(2,2%) 21 (45,6%) 0-16

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente

b) Galinha (Gallus gallus)

Do total de isolados fungicos de galinha (46), 18 (15,7%) apresentaram

resisténcia ou suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol e 26 (22,6%) ao

itraconazol. Em relagdo a ambos derivados azolicos, 12 cepas apresentaram resisténcia

ou suscetibilidade dose-dependente, a saber: C. tropicalis (4/18), C. laurentii (2/4) e R.

mucilaginosa (6/6). Houve um comportamento padrao de resisténcia dos isolados de C.

albicans (2/43) e (1/43), e C. glabrata (2/3) e (3/3) para FCZ e ITZ, respectivamente.

Para Trichosporon asahii, quatro apresentaram resisténcia ou suscetibilidade dose-

dependente ao ITZ. O perfil de sensibilidade dose dependente ao FCZ ocorreu para C.

catenulata em apenas um de quatorze isolados, enquanto C. zeylanoides (2/4). Candida

famata apresentou resisténcia ao ITZ em 70% dos isolados. Embora em raros casos, um

1solado de T. inkin e trés Zygosaccharomyces spp foram resistentes e suscetiveis dose-

dependente ao mesmo antifungico (Figuras 8 e 9; Tabelas 12 ¢ 13).
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Figura 8 — Grafico de suscetibilidade antifingica ao fluconazol de isolados de Gallus gallus. O eixo x

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
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Tabela 10 — Tabela de suscetibilidade antifiingica ao fluconazol de isolados de Gallus gallus.

Faixa de MIC

Espécies Total Sensivel SDD Resistente (ng/ml)
Candida albicans 43 (37,4%) 41 (95,4%) - 2 (4,7%) 0-128,0
Candida catenulata 14 (12,2%) 13 (92,9%) 1(7,1%) - 0-16,0
Candida famata 10 (8,7%) 10 (100,0%) - - -
Candida glabrata 3 (2,6%) 1 (33,3%) - 2 (66,7%) 0-128,0
Candida guilliermondii 1(0,9%) 1 (100,0%) - - -
Candida lusitanae 1 (0,9%) 1 (100,0%) - - -
Candida tropicalis 18 (15,65%) 14 (77,8%) - 4 (22,2%) 0-128,0
Candida zeylanoides 4 (3,5%) 2(50,0%)  2(50,0%) - 0-16,0
Cryptococcus laurentii 4 (3,5%) 2 (50,0%) - 2 (50,0%) 0-128,0
Rhodotorula mucilaginosa 6 (5,2%) - - 6 (100,0%) 0-128,0
Trichosporon asahii 7 (6,0%) 6 (85,7%) 1(14,3%) - 0-32,0
Trichosporon inkin 1 (0,9%) 1 (100,0%) - - -
Zygosaccharomyces spp 3 (2,6%) 3 (100,0%) - - -
Total 115 97 (84,4%) 5(4,4%) 13 (11,3%) 0-128,0

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente



Figura 9 — Grafico de suscetibilidade antifuingica ao itraconazol de isolados de Gallus gallus.

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
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Tabela 11 — Tabela de suscetibilidade antifiingica ao itraconazol de isolados de Gallus gallus.

Faixa de
Espécies Total Sensivel SDD Resistente MIC (ug/ml)
Candida albicans 43 (37,4%) 42 (97,7%) - 1(2,3%) 0-0,25
Candida catenulata 14 (12,2%) 14 (100,0%) - - -
Candida famata 10 (8,7%) 3 (30,0%) - 7 (70,0%) 0-4,0
Candida glabrata 3 (2,6%) - - 3 (100,0%) 16,0
Candida guilliermondii 1(0,9%) - 1 (100,0%) - 0,5
Candida lusitanae 1 (0,9%) - 1 (100,0%) - 0,5
Candida tropicalis 18 (15,65%) 14 (77,8%) - 4 (22,2%) 0-16,0
Candida zeylanoides 4 (3,5%) 14 (100,0%) - - -
Cryptococcus laurentii 4 (3,5%) 2 (50,0%) - 2 (50,0%) 0-4,0
Rhodotorula mucilaginosa 6 (5,2%) - - 6 (100,0%) 16,0
Trichosporon asahii 7 (6,0%) 3 (42,9%) 2 (28,6%) 2 (28,6%) 0-2,0
Trichosporon inkin 1 (0,9%) - - 1 (100,0%) 1,0
Zygosaccharomyces spp 3 (2,6%) 2 (66,7%) 1 (33,3%) - 0-0,5
Total 115 89 (774%) 6(52%) 20 (17,4%) 0-16,0

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente
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¢) Periquito-australiano (M. undulatus)

Do total de isolados fungicos de periquito-australiano, 13 (29,5%) apresentaram
resisténcia ou suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol e 17 (38,76%) ao
itraconazol. Em relacdo a ambos derivados azolicos, 11 espécimes apresentaram
resisténcia ou suscetibilidade dose-dependente, a saber: C. krusei (1/1), C. laurentii
(1/1) e R. mucilaginosa (9/9). Perfis de resisténcia comum ocorreram para isolados de
C. uniguttulatus (2/3) e (1/3), para FCZ e ITZ respectivamente. Resisténcia ao ICZ se
deveu a um caso de C. guilliermondii, C. tropicalis;, Trichosporon (Figuras 10 e 11;

Tabelas 14 e 15).

Figura 10 — Grafico de suscetibilidade antifingica ao fluconazol de isolados de M. undulatus. O eixo x

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
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Tabela 12 — Tabela de suscetibilidade antifiingica ao fluconazol de isolados de M. undulatus.

Faixa de
Espécies Total Sensivel SDD Resistente  MIC (pg/ml)

Candida albicans 1(2,3%) 1(100,0%) - - -
Candida famata 3(6,8%) 3 (100,0%) - - -
Candida guilliermondii 7 (15,9%) 7 (100,0%) - - -

Candida krusei 1(2,3%) - - 1 (100,0%) 0-128,0
Candida parapsilosis 1(2,3%) 1(100,0%) - - -
Candida tropicalis 7 (15,9%) 7 (100,0%) - - -
Cryptococcus laurentii 1(2,3%) - 1 (100,0%) - 16
Cryptococcus neoformans 1 (2,3%) 1(100,0%) - - -

Cryptococcus uniguttulatus 3 (6,8%) 1(33,3%) 2(66,7%) - 0-32,0

Kodamaea ohmeri 1(2,3%) 1(100,0%) - - -

Rhodotorula mucilaginosa 9 (20,5%) - - 9 (100,0%) 0-128,0
Trichosporon asahii 2 (4,6%) 2 (100,0%) - - -
Trichosporon gracile 3(6,8%) 3 (100,0%) - - -
Trichosporon inkin 3(6,8%) 3(100,0%) - - -
Trichosporon mucoides 1(2,3%) 1(100,0%) - - -

Total 44 31(70,4%) 3(6,8%) 10 (22,7%) 0-128,0

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente

Figura 11 — Grafico de suscetibilidade antifiingica ao itraconazol de isolados de M. undulatus. O eixo x

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
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Tabela 13 — Tabela de suscetibilidade antifiingica ao itraconazol de isolados de M. undulatus.
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Faixa de
Espécies Total Sensivel SDD Resistente MIC (ng/ml)
Candida albicans 1(2,3%) 1 (100,0%) - - -
Candida famata 3 (6,8%) 3 (100,0%) - - -
Candida guilliermondii 7 (15,9%) 6 (85,7%) - 1 (14,3%) 0-2,0
Candida krusei 1(2,3%) - 1 (100,0%) - 0,5
Candida parapsilosis 1(2,3%) 1 (100,0%) - - -
Candida tropicalis 7 (15,9%) 6 (85,7%) 1(14,3%) - 0-0,5
Cryptococcus laurentii 1(2,3%) - - 1 (100,0%) 0-2,0
Cryptococcus neoformans 1(2,3%) 1 (100,0%) - - -
Cryptococcus uniguttulatus 3 (6,8%) 2 (66,7%) 1 (33,3%) - 0-0,5
Kodamaea ohmeri 1(2,3%) 1 (100,0%) - - -
Rhodotorula mucilaginosa 9 (20,5%) - - 9 (100,0%) 2,0-16,0
Trichosporon asahii 2 (4,6%) - 2 (100,0%) - 0,5
Trichosporon gracile 3 (6,8%) 3 (100,0%) - - -
Trichosporon inkin 3 (6,8%) 3 (100,0%) - - -
Trichosporon mucoides 1(2,3%) - - 1 (100,0%) 0-1,0
Total 44 27(614%) 5114 %) 12 (27,3%) 0-16,0

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente

d) Calopsita (N. hollandicus)

Do total de isolados fungicos de calopsita (71), 10 (14,1%) apresentaram

resisténcia ou suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol e 29 (40,8%) ao

itraconazol. Em relacdo a ambos derivados azdlicos, sete apresentaram resisténcia ou

suscetibilidade dose-dependente, a saber: C. neoformans (1/1), R. mucilaginosa (4/4), R.

glutinis (1/1) e R. minuta (1/1). Houve diferenga entre os perfis de resisténcia ou dose-

dependéncia ao FCZ e ITZ, respectivamente, para os isolados de C. albidus (2/4) e

(4/4), e T. asahii (1/9) e (6/9). Apresentaram perfis Unicos de resisténcia ou dose-
dependéncia a ICZ: C. famata (1/8), C. guilliermondii (5/11), C. laurentii (1/1), K.
ohmeri (1/1), S. salmonicolor (2/3) e T. mucoides (2/3) (Figuras 12 e 13; Tabelas 16 e

17).
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Figura 12 — Grafico de suscetibilidade antifungica ao fluconazol de isolados de N. hollandicus. O eixo x

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
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Tabela 14 — Tabela de suscetibilidade antifingica ao fluconazol de isolados de N. hollandicus.

Faixa de
Espécies Total Sensivel SDD Resistente  MIC (ng/ml)
Candida albicans 6 (8,5%) 6 (100,0%) - - -
Candida famata 8(11,3%)  8(100,0%) - - -
Candida guilliermondii 11 (15,5%) 11 (100,0%) - - -
Candida lipolytica 1(1,4%) 1 (100,0%) - - -
Candida lusitanea 2 (2,8%) 2 (100,0%) - - -
Candida membranifaciens 3 (4,2%) 3 (100,0%) - - -
Candida tropicalis 7 (9,9%) 7 (100,0%) - - -
Cryptococcus albidus 4 (5,6%) 2 (50,0%) - 2 (50,0%) 0-128,0
Cryptococcus humicola 1 (1,4%) 1 (100,0%) - - -
Cryptococcus laurentii 1 (1,4%) 1 (100,0%) - - -
Cryptococcus neoformans 1 (1,4%) - - 1 (100,0%) 128,0
Geotrichum candidum 1(1,4%) 1 (100,0%) - - -
Kodamaea ohmeri 4 (5,6%) 4 (100,0%) - - -
Rhodotorula mucilaginosa 4 (5,6%) - - 4 (100,0%) 128,0
Rhodotorula glutinis 1 (1,4%) - - 1 (100,0%) 128,0
Rhodotorula minuta 1 (1,4%) - - 1 (100,0%) 128,0
Sporobolomyces salmonicolor 3 (4,2%) 3 (100,0%) - - -
Trichosporon asahii 9 (12,7%) 8(88,9%) 1(11,1%) - 0-32,0
Trichosporon mucoides 3 (4,2%) 3 (100,0%) - - -
Total 71 61 (859%) 1(1,4%) 9(12,7%) 0-128,0

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente
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Figura 13 — Grafico de suscetibilidade antifungica ao itraconazol de isolados de N. hollandicus. O eixo x

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
12
10
8 r
6 .
4 -
2 .
0 .
S W N L0 S W W Qo AT S U WV I
.00 ‘{*\& 0\\& \ﬂx\c‘ ) 6{\ C')Q:{\ .00\\ \6&}‘ .00\0: ‘{@{\\N “\0‘\ .\6\& ,@\Q;{ R ‘\O"A’ @\Q .&\%\ .00\0 $&‘\N 6\&
F W (@ @ (& & o o o8 ot @
LRSI R L TRV PPN RO R S
PR P NS QR R VIR ® & O QO
o & &6‘*00 Q@‘& o 0@@6‘0&@ Q@G SHRUIRCING @60' & & & ﬂc@ © ¥
(«J@‘\ 6\6 Cﬂ @QN (‘ﬁQ o @‘Z‘O 60\0 AU 0\0“\ < (\a‘\ B Resistente
o C QF & mSDD
X Sensivel
Tabela 15 — Tabela de suscetibilidade antifiingica ao itraconazol de isolados de N. hollandicus.
Faixa de
Espécies Total Sensivel SDD Resistente  MIC (ng/ml)
Candida albicans 6 (8,5%) 6 (100,0%) - - -
Candida famata 8 (11,3%) 7 (87,5%) - 1(12,5%) 0-2,0
Candida guilliermondii 11 (15,5%) 6 (54,5%) 2 (18,2%) 3 (27,3%) 0-4,0
Candida lipolytica 1 (1,4%) 1 (100,0%) - - -
Candida lusitanea 2 (2,8%) 2 (100,0%) - - -
Candida membranifaciens 3 (4,2%) 3 (100,0%) - - -
Candida tropicalis 7 (9,9%) 7 (100,0%) - - -
Cryptococcus albidus 4 (5,6%) - 1 (25,0%) 3 (75,0%) 0,5-16,0
Cryptococcus humicola 1 (1,4%) 1 (100,0%) - - -
Cryptococcus laurentii 1 (1,4%) - - 1 (100,0%) 1,0
Cryptococcus neoformans 1 (1,4%) - - 1 (100,0%) 16,0
Geotrichum candidum 1 (1,4%) 1 (100,0%) - - -
Kodamaea ohmeri 4 (5,6%) 3 (75,0%) 1 (25,0%) - 0-0,5
Rhodotorula mucilaginosa 4 (5,6%) - - 4 (100,0%) 16,0
Rhodotorula glutinis 1 (1,4%) - - 1 (100,0%) 16,0
Rhodotorula minuta 1 (1,4%) - - 1 (100,0%) -
Sporobolomyces salmonicolor 3 (4,2%) 1 (33,3%) - 2 (66,7%) 2,0-16,0
Trichosporon asahii 9 (12,7%) 3 (33,3%) 1(11,1%) 5 (55,6%) 0-4,0
Trichosporon mucoides 3 (4,2%) 1 (33,3%) - 2 (66,7%) 0-8,0
Total 71 42 (89,2%) 5(7,0%) 24 (33,8%) 0-16,0

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente
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e) Canario-do-reino (S. canaria)

Do total de isolados fungicos de candrio (71), 16 (38,1%) apresentaram
resisténcia ou suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol e 22 (52,4%) ao
itraconazol; 12 apresentaram resisténcia ou suscetibilidade dose-dependente
concomitantes aos azolicos, a saber: C. uniguttulatuss (1/1), R. glutinis (2/2), R.
mucilaginosa (8/8), e T. asahii (1/1). T. mucoides apresentou um isolado resistente ao
FCZ e dois ao ITZ. Apresentaram perfis de resisténcia ou dose-dependéncia a FCZ: C.
albidus (1/2) e C. curvatus (1/1). Apresentaram perfis de resisténcia ou dose-
dependéncia a ICZ: C. guilliermondii (2/5), C. lipolytica (1/1), C. parapsilosis sensu
lato (1/1), C. laurentii (1/2), C. neoformans (1/1) e T.inkin (1/1) (Figuras 14 e 15;
Tabelas 18 e 19).

Figura 14 — Grafico de suscetibilidade antifingica ao fluconazol de isolados de S. canaria. O eixo x

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
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Tabela 16 — Tabela de suscetibilidade antifiingica ao fluconazol de isolados de S. canaria.
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Faixa de MIC
Espécies Total Sensivel SDD Resistente (ng/ml)
Candida famata 2 (4,9%) 2 (100,0%) - - -
Candida guilliermondii 5(12,2%) 5 (100,0%) - - -
Candida lipolytica 1(2,4%) 1 (100,0%) - - -
Candida membranifaciens 2 (4,9%) 2 (100,0%) - - -
Candida parapsilosis 1(2,4%) 1 (100,0%) - - -
Candida tropicalis 2 (4,9%) 2 (100,0%) - - -
Candida zeylanoides 1(2,44%) 1(100,0%) - - -
Cryptococcus albidus 2 (4,9%) 1 (50,0%) - 1 (50,0%) 0-128,0
Cryptococcus curvatus 1(2,4%) - - 1 (100,0%) 128,0
Cryptococcus humicola 4 (9,8%) 4 (100,0%) - - -
Cryptococcus laurentii 2 (4,9%) 2 (100,0%) - - -
Cryptococcus neoformans 1(2,4%) 1 (100,0%) - - -
Cryptococcus uniguttulatus 1(2,4%) - - 1 (100,0%) 128,0
Kodamaea ohmeri 2 (4,9%) 2 (100,0%) - - -
Rhodotorula glutinis 2 (4,9%) - - 2 (100,0%) 128,0
Rhodotorula mucilaginosa 9 (19,5%) - - 9 (100,0%) 128,0
Trichosporon asahii 1(2,4%) - 1 (100,0%) - 16,0
Trichosporon inkin 1(2,4%) 1 (100,0%) - - -
Trichosporon mucoides 2 (4,9%) 1 (50,0%) - 1 (50,0%) 0-128,0
Total 42 26 (61,9%) 1(2,4%) 15(35,7%) 0-128,0

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente
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Figura 15 — Grafico de suscetibilidade antifungica ao itraconazol de isolados de S. canaria. O eixo x

representa as espécies leveduriformes isoladas e o eixo y a quantidade de espécimes.
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Tabela 17 — Tabela de suscetibilidade antifiingica ao itraconazol de isolados de S. canaria.
Faixa de
Espécies Total Sensivel SDD Resistente MIC (ug/ml)
Candida famata 2(4,9%) 2 (100,0%) - - -
Candida guilliermondii 5(12,2%) 3 (60,0%) - 2 (40,0%) 0-16,0
Candida lipolytica 1(2,4%) - - 1 (100,0%) 4,0
Candida membranifaciens 2(4,9%) 2(100,0%) - - -
Candida parapsilosis 1 (2,4%) - - 1 (100,0%) 2,0
Candida tropicalis 2(4,9%) 2 (100,0%) - - -
Candida zeylanoides 1(2,44%) 1(100,0%) - - -
Cryptococcus albidus 2(4,9%) 2 (100,0%) - - -
Cryptococcus curvatus 1(2,4%) 1(100,0%) - - -
Cryptococcus humicola 4(9,8%) 4(100,0%) - - -
Cryptococcus laurentii 2 (4,9%) 1(50,0%) 1(50,0%) - 0-0,5
Cryptococcus neoformans 1(2,4%) - - 1 (100,0%) 16,0
Cryptococcus uniguttulatus 1 (2,4%) - - 1 (100,0%) 1,0
Kodamaea ohmeri 2(4,9%) 2(100,0%) - - -
Rhodotorula glutinis 2 (4,9%) - - 2 (100,0%) 16,0
Rhodotorula mucilaginosa 9 (19,5%) - - 9 (100,0%) 16,0
Trichosporon asahii 1(2,4%) - - 1 (100,0%) 1,0
Trichosporon inkin 1(2,4%) - 1 (100,0%) - 0,5
Trichosporon mucoides 2 (4,9%) - - 2 (100,0%) 0-4,0
Total 42 20 (47,6%) 2 (4,8%) 20 (47,6%) 0-16,0

*SDD: Suscetibilidade Dose-dependente
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6.4. PCR-Fingerprinting

Os espécimes de Candida albicans, C. guilliermondii, C. tropicalis e
Rhodotorula mucilaginosa isoladas no presente estudo foram submetidos a andlise
molecular por PCR-Fingerprinting. Seguem os dendogramas abaixo nas Figuras 16-20.
(Estab: estabelecimento, MIC: Concentragdo Inibitéria Minima, R: Resistente, SDD:

Suscetibilidade Dose-dependente, Fluc: Fluconazol e Itra: Itraconazol).

a) Candida albicans

Os isolados amplificaram de quatro a 13 bandas com tamanhos que variam de
250 a 3000 pb (Fig. 16). Semelhangas ocorreram nos isolados com valores entre 61,2-
100,0%, com dois clusters principais (I e II). Ao primeiro, se observou quatro grupos
com identidade maior que 90% (a - d), constituidos por 18 isolados; ao segundo, apenas
trés (e - g), com 12 espécimes. Notou-se 12 agrupamentos com identidade genética
total, com isolados oriundos de cidades distintas na maioria dos grupos, excetos os
grupos 3, 4, 8 ¢ 10. Também foram observados isolados idénticos de aves diferentes
(grupo 1: calopsita e galinha; grupo 2: galinha e periquito-australiano). Nao se

correlacionou padrdes de fendtipos com os genotipos no grupo 3.

b) Candida guilliermondii

Todos os isolados amplificaram de trés a 13 bandas com tamanhos que variam
de 250 a 3000 pb (Fig. 17). Os isolados de C. guilliermondii apresentaram perfis com
semelhancas entre 42,5-100,0%, com dois clusters (I e II) (Fig. 17). Para Cluster 1,
observou-se o agrupamento de dois sub-clusters, um com apenas trés isolados, distintos
geneticamente (a), € outro, com inclusdo de 28 isolados de C. guilliermondii (b). Ao
ultimo, o percentual de identidade variou entre 52,9 a 100%. Neste grupo, cinco sub-
clusters foram construidos com identidade maior que 90% (b1, b2, b3, b4, b5). Notou-
se que, a excec¢do de dois, a maioria dos isolados tiveram origem geografica comum,

isto ¢ Neves Paulista, com variagdo de sua ocorréncia nas aves. Valorizado esse mesmo
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grupo, foi possivel observar quatro grupos com identidade genética (100%) (1 - 4),
construidos por nove isolados de diferentes aves. Para o Cluster II, notou-se o
agrupamento de trés isolados (80,4% de identidade), de origem aviaria e cidades
distintas. Nao se correlacionou padrdes fenotipicos com os genotipos nos grupos 1, 2 e

4,

¢) Candida tropicalis

Amplificaram de quatro a 16 bandas com tamanhos que variam de 250 a 3000
pb todos os isolados desta espécie (Fig. 17). Semelhangas ocorreram entre os isolados
com valores entre 50 a 100%, com a constru¢do de dois clusters principais (I e II). Ao
primeiro, se deveu apenas a dois isolados, com 54,5% de identidade. Ao segundo,
destacou-se a formagdo de sete grupos com identidade superior a 90% (a - g), composto
por 19 isolados. Considerando-se identidade total genética dos isolados, seis
agrupamentos foram visualizados (1 — 6), compostos por 13 isolados. A excecdo de
dois, houve correlagdo entre os isolados clonais considerando-se as aves, porém nao
para cidades de origem. Nao se correlacionou padrdes fenotipicos com os gendtipos

nos grupos 1 e 5.

d) Rhodotorula mucilaginosa

Todos os isolados amplificaram de oito a 18 bandas com tamanhos que variam
de 250 a 3000 pb (Fig. 19). Os isolados de R. mucilaginosa apresentaram semelhancas
cujos valores percentuais entre 72,7-96,6%. Dois clusters principais foram construidos
(I e I). Ao primeiro, seis grupos de identidade acima de 90% (a — f) ocorreram para 28
isolados. Para aqueles que apresentaram semelhanca em mais de 90%, ndo houve
concordancia com ave nem cidade fonte, com exce¢cdo do grupo b (canario de Neves
Paulista-SP). Os padrdes fenotipicos ndo podem ser correlacionados pois todas as

leveduras desta espécie apresentaram resisténcia aos azolicos fluconazol e itraconazol.
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Figura 16 - Dendograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer M13 para 50 isolados de Candida albicans. O céalculo de similaridade foi realizado

utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).

= E B 2 s = = = Isolado Ave Fonte MIC Itra  MIC Fluc Estabel
CALGA Calopsita Neves Pauiga - SP 003s 0ss Criatério
¥ cv14 Cdlopsita Neves Padiga - SP 01258 108 Criatério
A15 Galinha Paulo de Faria - SP 0,068 108 Granja
A43 Galinha Itagipe - MG 006S 05s Granja
A Galinha ltagipe - MG 0068 058 Granja
A3 Galinha Agua Clara-MS 006S 05S Granja
PEAS Periquit a -SP 0068 025S Criatéeio
222 A33 Galinha itagipe - MG 006S 058 Grania
A3B Galinha ltagipe - MG 01258 1280R Gramja
Vs Calopsta Neves Pauista - SP 006S 108 Crigtério
A2 Galinha Agua Clara - MS 006S 058 Granja
A19 Galinha Agua Clara-MS 006S 05S Granja
AR Galinha ltagipe - MG 006S 05S Granja
— A28 Galinha Itagipe - MG 01258 058 Granja
A10 Galinha Paulo de Faria - SP 006S 0s5s Granja
sa AS Galinha Paulo de Faria - SP 01258 108 Granja
A1 Galinha Paulo de Farla - SP 006S 0258 Granja
A21 Galinha AguaClara-MS 006S 05S Granja
=i cv4 Calopsta Neves Pauigta - SP 006S 003s Criatério
I A12 Galinha Paulo de Faria - SP 006S 0258 Granja
A3 Galinha Palestina - SP 0068 05s Granja
=2 A1 Galinha Palestina - SP 0,068 Sens Granja
A9 Galinha Paulo de Faria - SP 006S 05S Granja
Ad Galinha Palestina - SP Sens Sens Granga
A8 Galinha Paulo de Faria - SP 006S 05s Granja
A24 Galinha Agua Clara -MS 006S 05S Granja
A48 Galinha ltagipe - MG 0,068 05s Granja
A4S Galinha tagipe - MG 006S 058 Granja
Ad2 Galinha ltagipe - MG 006S 058 Granja
a3 o A4 Galinha ltagipe - MG 0068 108 Granja
AB Galinha Paulo de Faria - SP 006S 0ss Grana
Ad1 Galinha tagipe - MG 01258 025s Grana
== =] A5 Galinha Agua Clara-MS 0068 058 Granja
A7 Galinha Agua Clara-MS 006S 058 Granja
A0 Galinha ltagipe - MG 006S 0258 Granja
ATCC 90028 Candida albicans
V4 Cdopsita Neves Pauliga - SP 01258 108 Criatério
cvi17 Caopsita Neves Pauligta - SP 0058 0038 Criatério
A9 Galinha Itagipe - MG 0058 058 Granja
Al4 Galinha Paulo de Faria - SP 0068 058 Granja
A29 Galinha Itagipe - MG 0058 058 Granja
ey Ad4 Galinha Itagipe - MG 0058 058 Grana
A13 Galinha Paulo de Faria - SP 0068 05S Granja
A40 Galinha ltagipe -MG 0058 025S Granja
A1 Galinha Itagipe - MG 0068 025s Granja
A51 Galinha Uberlandia- MG 0058 058 Granja
Ad9 Galinha Uberlandia- MG Sens 108 Granja
- A Galinha Itagipe - MG 02500 20S Granja
e A7 Galinha ltagipe - MG 0068 108 Granja
A27 Galinha Agua Clara-MS 01258 108 Granja
ATCC Candida tropicalis

Fonte: o Autor.
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Figura 17 - Dendograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer M13 para 34 isolados de Candida guilliermondii. O calculo de similaridade foi realizado

utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).
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Figura 18 - Dendograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer M13 para 36 isolados de Candida tropicalis. O calculo de similaridade foi realizado

utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).
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Figura 19 - Dendograma obtido através dos perfis de bandas gerados com o primer M13 para 34 isolados de Rhodotorula mucilaginosa. O céalculo de similaridade foi realizado
utilizando o coeficiente de Dice (UPGMA).
[y ? ? $ ? =] ) ? solado Ave Fonte MIC Itra  MIC Fluc Estabel

Fonte: o Autor.

LG13 Canario Neves Paulista - SP 160R 1280R Criatdrio
LG3 Canario Neves Paulista - SP 160R 1280R Criatdrio
CAL1 Calopsita S30 José do Rio Preto-SP 160R 1280R Pet Shop
Ccvi Calopsita Neves Paulista - SP 160R 1280R Criatdrio
A34 Galinha Itagipe - MG 160R 1280R Granja
LG11 Canario Neves Paulista - SP 160R 1280R Criatorio
PEAB Periquito-austraiano Balsamo - SP 160R 1280R Crigtdrio
LG14 Canario Neves Paulista - SP 160R 1280R Criatdrio
LG9 Canario Nev es Paulista - SP 160R 1280R Criatdrio
AGA2 Passaro-do-amor Balsamo - SP 160R 1280R Criatorio
FRED Canario S3o José do Rio Preto-SP 160R 1280R Pet Shop
PEA3 Periquito-australiano Balsamo - SP 160R 1280R Criatério
AUST12 Periquito-australiano Neves Paulista - SP 160R 1280R Criatdrio
A37 Galinha Itagipe - MG 160R 1280R Granja
PEA7 Periquito-australiano Balsamo - SP 20R 1280R Criatdrio
PEA1 Periquito-australiano Balsamo - SP 16,0R 1280R Criatdrio
AGAS Passaro-do-amor Bdlsamo - SP 160R 1280R Crigtdrio
cv3 Calopsita Neves Paulista - SP 160R 1280R Criadrio
AGA13  Passaro-do-amor Bélsamo - SP 160R  1280R Criatério
CV5 Calopsita Neves Paulista - SP 16,0R 1280R Criatdrio
AGA12 P assaro-do-amor Bdlsamo - SP 160R 1280R Criatdrio
PEA4 Periquito-australiano Bdalsamo - SP 160R 1280R Criaorio
GAust1 Periquito-australiano Neves Paulista - SP 16,0R 1280R Criatério
BAUSTE  Periquito-australiano Neves Paulista - SP 160R 1280R Criatdrio
OH1500 Galinha S30 José doRioPreto-SP 20R 1280R Granja
A28 Galinha Itagipe - MG 160R 1280R Granja
LG10 Canario Nev es Paulista - SP 160R 1280R Criatorio
LG1 Canario Neves Paulista - SP 160R 1280R Criatorio
PEAS Periquito-australiano Bdlsamo - SP 20R 1280R Criatdrio
LG15 Canario Nev es Paulista - SP 160R 1280R Crigtorio
LOP1 Calopsita S3o José do Rio Preto-SP 160R 1280R Pet Shop
A1l Galinha Paulo de Faria- SP 16,0R 640R Granja
A9 Galinha Paulo de Faria- SP 160R 1280R Granja
AG Passaro-do-amor Nev es Paulista - SP 160R 1280R Criatério
ATCC Candida tropicalis
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7. DISCUSSAO

As aves albergam, no trato gastrintestinal, leveduras potencialmente patogénicas
para seres humanos, atuando como carreadoras e disseminadoras desses microrganismos
para o ambiente (CASTELO-BRANCO, 2009). A atual pesquisa confirma este evento,
pois foi observada uma alta taxa de isolamento de leveduras (89%). No entanto, a
distingdo dos relatos de literatura se deve ao fato de que, os valores percentuais foram
menores (de 42 a 64%) dos dados aqui obtidos (MANCIANTI et al, 2001;
BRILHANTE et al., 2010; FOTT et al., 2011). Tal diferenca pode ser explicada, pois em
nosso trabalho, para o isolamento primario, utilizamos dois meios de cultura diferentes

com titulacdes da amostra.

As leveduras do género Candida, comuns neste e em outros estudos, tém sido
caracterizadas como importante causa de infecgdes, e sdo associadas com uma alta
mortalidade e morbidade (WU et al., 2012; MAGRI et al., 2013; OLIVEIRA et al.,
2014; MERSEGUEL et al., 2015).

Em humanos, C. albicans tem sido a espécie comumente isolada, tanto de
hospedeiros saudaveis como doentes, sendo aos ultimos, causa de infec¢des severas
superficiais ou profundas (LASS-FLORL, 2009; LORD et al., 2010; MICELI & LEE,
2011).

O maior isolamento de C. albicans em galinha concorda com o relato de Garner
e cols. (2010), que a destacou como espécie mais comum em aves. De fato, ilustrados
por alguns estudos, os columbiformes (KOCAN & HASENCLEVER, 1972),
psitacideos (MANCIANTI et al, 2001), avestruzes (MELVILLE et al., 2004),
calopsitas (BRILHANTE et al.,, 2010) e rapinantes (BRILHANTE et al., 2012),
constituiram aves fonte desta espécie fungica. A vasta colonizacdo do trato
gastrointestinal por C. albicans e sua atividade inibitdria contra outros microrganismos,

podem justificar o seu maior isolamento, hipdtese descrita por Brilhante e colaboradores

(2010).

Nesta investigacdo foram isoladas outras espécies prevalentes em outras aves.
Um fato interessante ¢ o maior isolamento de C. guilliermondii em calopsitas, que
diverge do estudo realizado com calopsitas na cidade de Fortaleza, Ceara, que

caracterizou a microbiota desta mesma espécie, destacando-se como mais prevalente a



74

C. albicans (BRILHANTE et al., 2010). As condi¢des climaticas de cada regido, além
de uma possivel diferenca de manejo, com diferentes alimentos fornecidos, podem estar

influenciando a colonizacio de espécies fingicas prevalentes.

Outras espécies nao-albicans, classificadas como patdégenos emergentes, tém
sido relatadas em infecgdes humanas € em animais (DESNOS-OLLIVIER et al, 2008;
LORD et al., 2010; MERSEGUEL et al., 2015). No presente estudo, C. famata, C.
guilliermondii, C. tropicalis, C. parapsilosis sensu lato e C. krusei corresponderam as
espécies presentes em fezes de aves de cativeiro. No entanto, apesar da presenga destes

agentes, as espécies ndo apresentavam sinais visiveis de infeccao ou doenga fungica.

A observacdo da constante presenca de C. tropicalis, comum entre todas as aves
aqui analisadas (11,32% dos isolados), ¢ fato preocupante, pois, dentro do grupo nao-
albicans, a levedura esta entre as espécies mais envolvidas em infecgdes, com especial
destaque a mortalidade pés candidemia (MAGRI et al., 2013; TORTORANO et al.,
2002; ORTEGA et al., 2011).

Candida guilliermondii, na atual pesquisa, se caracterizou como a terceira
espécie de levedura de maior ocorréncia, comum em todas as aves. O isolamento desta
espécie ¢ mais comum a partir do ambiente, ndo sendo tdo frequentes em isolados
clinicos. No entanto, ela vem sendo reportada em infecgdes superficiais, tais como
onicomicoses, € mais raramente em infecgdes invasivas (SANTOS et al.,, 2014,

OLIVEIRA et al., 2014).

C. famata, ¢ uma espécie de levedura considerada como comensal, nao
patogénica, entretanto tem sido reportada em humanos como causa de infecgdes
cutaneas, do sistema ocular e SNC, além de casos de candidemia (NAWANGE et al.,
2010; RAMOS et al., 2015). Neste estudo, esta espécie foi comum em todas as aves e a

quinta de maior nimero de isolados.

Embora C. krusei, neste trabalho, tenha ocorrido em apenas um isolado, de fezes
do periquito-australiano, ndo se exclui a importancia epidemioldgica, uma vez que tem
emergido como um notdvel patégeno com resisténcia intrinseca aos azdlicos,
especialmente ao fluconazol (GILL et al., 2015). Esta levedura estd envolvida com
doencas severas em pacientes transplantados ou naqueles com tratamento prévio por

azolicos (ORTEGA et al., 2011).
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C. parapsilosis sensu lato foi isolada em poucas amostras, com apenas quatro
isolados, entretanto ¢ o mais prevalente agente patogénico emergente em seres humanos
e animais dos Gltimos anos. E considerada a ndo-albicans mais frequentemente relatada
em casos de candidiase invasiva, principalmente em individuos imunocomprometidos
(LORD et al., 2010; MICELI & LEE, 2011; TROFA et al, 2008). Estudos a fim de
determinar a distribuicdo de cepas a partir de fontes veterinarias e ambientais entre as
trés espécies do complexo C. parapsilosis espécies nao sdo frequentemente destacados
na literatura. Deste modo, concordando com Brilhante e colaboradores, (2013), estudos

adicionais deverao ser realizados a fim de uma melhor identificacdo destas cepas.

O segundo género mais isolado em nosso estudo ¢ Cryptococcus, sendo
frequente o isolamento a partir de fezes de diferentes espécies avidrias. Alta ¢ a
incidéncia da criptococose entre as pessoas com HIV/sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), com recentes estimativas indicando que ha um milhdo de casos de

meningite criptococdcica globalmente por ano nestes pacientes (GULLO et al., 2013).

Neste estudo, embora em baixa quantidade (n=7), foi observada a presenga de C.
neoformans; esta espécie estd entre os principais agentes etioldgicos da criptococose,
que é uma doenga muito grave. E um importante patégeno, distribuido em todo o
mundo e considerado importante causador de morbidade e mortalidade em individuos

imunocomprometidos (ABID et al., 2015).

As espécies ndo-neoformans e nao-gatii, tais como C. albidus e C. laurentii,
foram as mais isoladas deste género, e estdo emergindo em casos de infeccdes em

humanos e animais (DANESI et al., 2014; HUANG et al. 2015).

Anteriormente considerada ndo patogénica, Rhodotorula spp surgem como
patogenos oportunistas com a capacidade de colonizar e infectar pacientes suscetiveis.
Estudos demonstraram que a incidéncia de fungemia, em humanos, causada por
Rhodotorula era entre 0,5% e 2,3% nos EUA (LUNARDI et al., 2006) e na Europa
(DE-ALMEIDA et al.,, 2008). Destaca-se a espécie R. mucilaginosa, atualmente
considerada patdgeno oportunista emergente (DELIGIOS et al., 2015) e que em nosso
em nosso trabalho foi a 4* espécie (10,69% dos isolados) de levedura mais isolada,

sendo comum em todas as espécies de aves analisadas.
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Dentre os géneros mais isolados neste estudo, destaca-se o Trichosporon, cujas
infec¢des fungicas invasivas sdo consideradas como a segunda causa mais comum de
fungemia por leveduras, em pacientes com doengas hematoldgicas malignas, atras
apenas das ocasionadas por Candida (MICELI & LEE, 2011). As principais espécies de
Trichosporon causadoras de infecgao sao 7. asahii, T. asteroides, T. cutaneum, T. inkin,
T. mucoides e T. ovoides (anteriormente todas classificadas como 7. beigelii), sendo

nesta pesquisa, isolada trés destas.

A suscetibilidade a anfotericina B foi comum a todos os isolados testados nesta
pesquisa, incluindo C. krusei. Semelhante resultado foi observado por outros autores
que trabalharam com espécies de Candida, isoladas de amostras clinicas humanas
(CHEN et al., 2015; DA-MATTA et al., 2008), de animais, entre cdes saudaveis
(BRITO et al., 2009) e de aves, como calopsitas (SIDRIM et al., 2010), rapinantes
(BRILHANTE et al., 2012), emas (BRILHANTE et al., 2013) e pombos (TEODORO et
al., 2013).

Os resultados de sensibilidade para anfotericina B e cetoconazol, diferiram
daqueles encontrados por Ferreira-Paim e cols. (2012) e Andrade-Silva e cols. (2012)
com os isolados ambientais (fezes de aves e materiais vegetais em decomposicao) de
Cryptococcus sp. Em contraste, uma substancial resisténcia aos derivados azdlicos foi
observado, por este trabalho, entre os isolados de Candida, Rhodotorula e Trichosporon
além de Zygosaccharomyces spp € Kodamaea ohmeri. Estes dados corroboram os da
literatura, onde leveduras isoladas a partir de aves, tanto sistemas organicos como fezes,
também apresentaram resisténcia a azélicos (BRILHANTE et al., 2012 e 2013; LORD
etal., 2010; SIDRIM et al., 2010).

Ferreira-Paim e cols. (2012) observaram a ocorréncia de resisténcia aos
antifingicos em cepas ambientais de C. laurentii, proximas de areas hospitalares; de
acordo com os autores, provavelmente, as cepas sofreram uma sele¢do pelo contato dos
aerossois de antifungicos, provenientes destes ambientes, além do fato destas drogas
serem comumente utilizadas na profilaxia de infec¢des fungicas em aves. Portanto, o
mesmo achado em nossos isolados, embora de areas ndo hospitalares, deve estar ligado
a exposicdo aos agentes antimicrobianos utilizados na profilaxia e tratamento das

infec¢des fungicas destas aves.
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A técnica de PCR-Fingerprinting tem sido demonstrada ser um método rapido e
preciso para a deteccdo de DNA polimorfico (MEYER et al., 1993). Os estudos
anteriores apontavam para a relevancia do RAPD e PCR-Fingerprinting para
identificacao de leveduras (ANDRADE et al., 2006; LIBKIND et al., 2003; MEYER et
al.,, 2001; WALCZAK et al., 2007). Neste sentido, os resultados gerados p6s PCR-
Fingerprinting, com o primer M13, apresentaram padrdes de variedade genética para as

espécies, corroborando estes trabalhos.

A variabilidade genética possui importante relevancia por indicar um processo
de microevolugao e, consequentemente, diferencas fenotipicas entre os microrganismos

observados (ANDRADE-SILVA et al., 2012).

Os isolados obtidos nesta investiga¢do, considerados clones por este método (e
com o primer utilizado), ndo apresentaram boa concordancia quanto a ave, cidade fonte
e/ou fendtipo, com algumas excegdes. Neste sentido, estudos complementares, com a
utilizagdo de outros primers, bem como técnicas mais sensiveis, como a de

sequenciamento de DNA, deverao ser realizados para elucidar melhor estas relagdes.
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8. CONCLUSOES

Foi possivel o isolamento e identificagdo de leveduras nas fezes das cinco aves
estudadas;

Candida albicans, C. guilliermondii, C. tropicalis e Rhodotorula mucilaginosa
correspondem as espécies prevalentes;

O perfil fenotipico determinado mostra que as leveduras ndo apresentaram
padrdes de resisténcia a anfotericina B € nem ao cetoconazol, ao contrario aos
demais azoélicos (fluconazol e itraconazol). Portanto, é possivel o isolamento de
leveduras com perfil de suscetibilidade alterada a azolicos a partir dos ambientes
das aves de cativeiro estudadas;

Os padrdes genéticos obtidos para as espécies mais prevalentes demonstram que,
com a técnica utilizada, ndo apresentam uma boa correlagao entre os isolados da
mesma espécie aviaria e cidade, com algumas excegoes;

Padrdes genéticos associados com o fendtipo ndo foram determinados neste
estudo;

Diante disto, estas aves de cativeiro, amplamente utilizadas como pets ou na
produgdo de alimentos, podem ser consideradas vetores indiretos de espécies
fingicas resistentes a antifingicos e¢ comprometedoras a saude humana,

especialmente em individuos imunocomprometidos, criangas e idosos.
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