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Resumo

Candida spp. sdo leveduras presentes na microbiota de humanos e animais, porém devido a desordens podem se
tornar patogénicas causando candidiase. Este estudo objetivou avaliar a diversidade de espécies de Candida em
animais domésticos e silvestres e o perfil de susceptibilidade antifingica. Um total de 79 isolados foram obtidos de
animais domésticos (n=49) e animais silvestres (n=30) coletados de 13 diferentes sitios de lesdo. Os isolados foram
previamente caracterizados morfoldgica e tintorialmente e a classificacdo definitiva ocorreu pelo sequenciamento de
DNA da regido ITS. O perfil de susceptibilidade foi obtido pela técnica de microdiluicdo em caldo com o0s
antifungicos: caspofungina, fluconazol, voriconazol, anfotericina B, nistatina e itraconazol. Doze diferentes espécies
de Candida foram identificadas, onde C. rugosa foi a espécie mais isolada (26%; 21/79), seguida por C. parapsilosis
(20%; 16/79) e C. albicans (15%, 12/79). O perfil de susceptibilidade foi avaliado em 30 isolados (10 isolados de C.
glabrata, 10 isolados de C. tropicalis e 10 isolados de C. parapsilosis), resultando em 100% dos isolados testados
resistentes ao itraconazol, porém nenhum deles foi resistente ao voriconazol. Os isolados de C. tropicalis foram
resistentes a maltiplos antifingicos. Esses dados alertam para o problema mundial de resisténcia a antimicrobianos,
agravado pelo aparecimento de cepas resistentes a multiplos farmacos. Este é o primeiro estudo que verificou a
ocorréncia e os perfis de resisténcia de Candida spp. em animais no Estado de Mato Grosso, Centro-oeste, Brasil,
demonstrando a necessidade de novos trabalhos para continuidade da compreenséo da relagdo entre estas leveduras e
seus hospedeiros.

Palavras-chave: Brasil; Candidiase; Fungo; ITS; Veterinaria.

Abstract

Candida spp. are yeasts present in the microbiota of humans and animals, but due to disorders, they can become
pathogenic, causing candidiasis. This study aimed to evaluate the diversity of Candida species in domestic and wild
animals and the antifungal susceptibility profile. A total of 79 isolates were obtained from domestic animals (n=49)
and wild animals (n=30) collected from 13 different injury sites. The isolates were previously characterized
morphologically and tinctorial and the definitive classification occurred by DNA sequencing of the ITS region. The
broth microdilution technique obtained the susceptibility profile with the antifungal agents: caspofungin, fluconazole,
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voriconazole, amphotericin B, nystatin, and itraconazole. Twelve different Candida species were identified, where C.
rugosa was the most isolated species (26%, 21/79), followed by C. parapsilosis (20%, 16/79) and C. albicans (15%,
12/79). The susceptibility profile was evaluated in 30 isolates (10 isolates of C. glabrata, ten of C. tropicalis, and ten
of C. parapsilosis), resulting in 100% of the tested isolates being resistant to itraconazole. Still, none of them was
resistant to voriconazole. Isolates of C. tropicalis were resistant to multiple antifungal agents. These data alerted the
worldwide problem of antimicrobial resistance, aggravated by the emergence of strains resistant to multiple drugs.
This study is the first study that verified the occurrence and resistance profiles of Candida spp. in animals in Mato
Grosso State, Midwest, Brazil, encouraging the execution of new works further to understand the relationship between
these yeasts and their hosts.

Keywords: Brazil; Candidiasis; Fungus; ITS; Veterinary.

Resumen

Candida spp. son levaduras presentes en la microbiota de humanos y animales, pero debido a trastornos pueden
volverse patégenas causando candidiasis. Este estudio tuvo como objetivo evaluar la diversidad de especies de
Candida en animales domésticos y salvajes y el perfil de susceptibilidad antifingica. Se obtuvieron un total de 79
aislamientos de animales domésticos (n=49) y animales salvajes (n=30) recolectados de 13 sitios diferentes de lesion.
Los aislamientos fueron previamente caracterizados morfoldgica y tintorialmente y la clasificacién definitiva ocurri6
por secuenciacion del DNA de la region ITS. El perfil de susceptibilidad se obtuvo mediante la técnica de
microdilucién en caldo con los agentes antiflngicos: caspofungina, fluconazol, voriconazol, anfotericina B, nistatina e
itraconazol. Se identificaron doce especies diferentes de Candida, donde C. rugosa fue la especie mas aislada (26%;
21/79), sequida de C. parapsilosis (20%; 16/79) y C. albicans (15%, 12/79). El perfil de susceptibilidad se evalué en
30 aislamientos (10 aislamientos de C. glabrata, 10 aislamientos de C. tropicalis y 10 aislamientos de C.
parapsilosis), resultando en 100% de los aislamientos probados resistentes a itraconazol, pero ninguno de ellos fue
resistente a voriconazol. Los aislamientos de C. tropicalis fueron resistentes a multiples agentes antifngicos. Estos
datos alertan sobre el problema mundial de la resistencia a los antimicrobianos, agravado por la aparicién de cepas
resistentes a multiples farmacos. Este es el primer estudio que verificd los perfiles de ocurrencia y resistencia de
Candida spp. en animales en el estado de Mato Grosso, Medio Oeste de Brasil, lo que demuestra la necesidad de
seguir trabajando para comprender mejor la relacion entre estas levaduras y sus huéspedes.

Palabras clave: Brasil; Candidiasis; Hongo; ITS; Veterinaria.

1. Introducéo

As espécies de Candida sdo leveduras amplamente distribuidas e sdo consideradas como constituintes da microbiota
da pele e das mucosas de humanos e animais. Quando as barreiras fisicas e/ou imunoldgicas do hospedeiro estdo
comprometidas, essas leveduras comensais aproveitam os fatores de viruléncia produzidos e causam infec¢des em vérios
tecidos e 6rgdos (Kashem & Kaplan, 2016; Zhai et al., 2021).

C. albicans tem sido descrita como a espécie mais prevalente em infecgdes, no entanto, outras espécies de Candida
por mecanismos patolégicos e epidemiolégicos também se destacam pela patogenicidade e apresentam uma resisténcia
emergente a agentes antifingicos como C. tropicalis, C. parapsilosis e C. guilliermondii (Cordeiro et al., 2013; Brilhante et al.,
2014). Outra preocupacdo € o surgimento de novas espécies como por exemplo C. auris descoberta em 2009 e que se apresenta
com distribuicdo cosmopolita, associada a quadro de doenca invasiva com alta mortalidade devido a um alto nivel de
transmissibilidade, resisténcia a multiplas drogas e persisténcia no ambiente (Vila et al., 2020; Chakrabarti & Singh, 2020).

Indiscutivelmente, o género Candida possui grande relevancia na salde humana e animal, porém o diagnéstico dessas
leveduras laboratorialmente nem sempre é realizado de maneira réapida e precisa, assim o atraso diagnéstico pode aumentar o
tempo de tratamento bem como do risco de morte ao paciente (Van de Groep et al., 2018). Dessa forma, técnicas moleculares
sdo uma ferramenta Gtil para a correta identificacéo dessas leveduras e para a caracterizagdo de novas espécies. A identificagdo
exata de uma espécie garante tambhém a eficacia dos resultados obtidos no teste de susceptibilidade (Clinical Laboratory and
Standards Institute, 2012; Malek, Paluchowska, Bogusz & Budak, 2017; Dudiuk et al., 2017).

Embora a terapia antifingica para infecgdes associadas ao género Candida seja padronizada, a verificagdo do perfil de
susceptibilidade é recomendada devido ao aparecimento de cepas resistentes aos antiflngicos. No entanto, essa técnica nem

sempre € realizada na rotina, pelo alto custo, principalmente em paises emergentes como o Brasil (Denning & Hope, 2010). No
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Brasil, os principais antifingicos utilizados no tratamento de Candida sp. sdo os azolicos como fluconazol, itraconazol e
voriconazol. Estes sdo antifingicos de amplo espectro e ndo apresentam toxicidade pronunciada no hospedeiro. Embora esses
compostos sejam amplamente usados, a resisténcia ja foi relatada em isolados de Candida de animais selvagens e domésticos
(Brilhante et al., 2014; Sidrim et al., 2016).

A diversidade de Candida spp. em animais silvestres e domésticos no Brasil, e sua suscetibilidade aos antiflngicos
ainda é pouco estudada, o que dificulta o entendimento das espécies e a ocorréncia dessas na regido, bem como o tratamento
mais adequado. O objetivo deste trabalho foi realizar o primeiro estudo de Candida spp. em animais domésticos e selvagens no

estado de Mato Grosso a fim de verificar a diversidade dessas leveduras e avaliar o perfil de susceptibilidade a antiflngicos.

2. Metodologia
2.1 Comité de Etica

Esta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica e Experimentagio Animal da Universidade Federal de Mato Grosso
(Mato Grosso, Brasil), processo numero: 23108.161697/2016-67.

2.2 Isolamento

Os isolados foram obtidos de materiais recebidos e processados no Laboratério de Microbiologia Veterinaria da
Universidade Federal de Mato Grosso — UFMT (Cuiaba, Mato Grosso - Brasil) e foram coletados de 5 espécies de animais
domésticos e 11 espécies de animais silvestres. Ao todo, os isolados foram de 13 sitios de coletas, entre eles: pelos, fezes, leite,
urina, liquido cavitério, figado, linfonodos, suabe nasal, suabe ocular, suabe oral, suabe otolégico, inglivio e pulm&o. As
leveduras foram inicialmente isoladas e caracterizadas morfoldgica e tintorialmente como Candida spp. de acordo com Quinn
etal. (2011).

2.3 Extracdo de DNA

As leveduras foram cultivadas em caldo Sabouraud por 12h a 37°C, com agitacdo. As culturas (2 mL) foram
centrifugadas e os pellets ressuspensos em 1mL de tampao de lise (100 mmol de NaCl, 25 mmol de EDTA, 100 mmol de Tris-
HCI, pH 8,0 e 0,5% de SDS) contendo 0,05 gramas de pérola de vidro para a extracdo de DNA gendmico de acordo com Del
Poeta et al., 1999. O DNA obtido foi ressuspenso em 50pL de dgua ultrapura, quantificado, diluido a 10ng/pL e armazenado a

-20°C até o uso.

2.4 ldentificacdo molecular

O protocolo de amplificacdo de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase) utilizou os oligonucleotideos 1TS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3) e ITS5 (5-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3) (White, Bruns & Taylor, 1990), que
amplificam as regides ITS1 e ITS2 fungicas, resultando em um fragmento de aproximadamente 500pb. As reagdes foram
realizadas utilizando o sistema ProFlex PCR (Life Technologies) em um volume final de 25uL [10ng de DNA, 1U de Taq
DNA Polimerase (Sigma), 0,2mmol dNTPs, 2,0mmol MgCl,, 2,5uL de tampdo de PCR 10x (200mM Tris - HCI, pH 8,4,
500mmol KCI) e 20pmol de cada oligonucleotideo].

Os parametros dos ciclos de PCR foram: 95°C durante 10 min; seguido por 40 ciclos de 95°C por 15s, 53°C por 30s e
72°C por 30s; com uma extens&o final a 72°C por 5min. Agua ultrapura foi usada como controle negativo, e DNA de C.
glabrata, confirmado por sequenciamento, foi usado como controle positivo. Os produtos de PCR foram analisados em gel de

agarose (1,0%) a 10 V/cm, corados com GelRed (Biotium) e visualizados usando fotodocumentador ChemiDoc XRS com o
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software ImageLab. Posteriormente, foram purificados usando o kit GFX PCR DNA (GE Healthcare), de acordo com as
instrugdes do fabricante.

As amostras foram sequenciadas usando um sequenciador automatico ABI3500 (Applied Biosystems), também de
acordo com as instrugdes do fabricante. As sequéncias obtidas foram comparadas com sequéncias depositadas na base de
dados de DNA wusando o programa BLAST do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(https://iwww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/Blast.cgi). As sequéncias obtidas foram depositadas no GenBank sob a identificacdo
MF797705 a MF797783.

2.5 Teste de susceptibilidade

A técnica de microdiluicdo em caldo foi utilizada para avaliar a suscetibilidade in vitro aos seguintes antiflingicos com
as respectivas faixas de concentragdo utilizadas em nove diluigdes em série: caspofungina (0,00781 a 4pug ml?), fluconazol
(0,25 a 128pg ml™), voriconazol (0,00781 a 4pug ml?), anfotericina B (0,0625 a 32ug ml™?), nistatina (0,25 a 128ug ml?) e
itraconazol (0,03125 a 16ug ml?) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO).

Os isolados foram cultivados em tubos estéreis com agar Sabouraud dextrose, incubados a 35°C por 24h e ressuspensos
em 5mL de solucéo salina estéril na concentragdo de 0,85%. A suspensdo resultante foi agitada em vortex durante 15 segundos
e as densidades celulares, ajustadas com espectrofotdmetro, acrescentando-se solucdo salina suficiente para obter a
transmitancia equivalente de uma solucdo-padrdo da escala de McFarland 0,5, em comprimento de onda de 530nm. A
suspensdo-padrdo foi ajustada para 1x10° a 5x10° células por mL. A suspensdo de trabalho foi produzida fazendo-se uma
dilui¢do 1:50 seguida de uma diluigdo de 1:20 da suspensdo-padrdo com meio liqguido RPMI 1640, resultando em concentracdo
de 1,5 +1,0x108 células por mL.

O teste de microdiluicéo foi realizado em placas estéreis, descartaveis, com 96 pocos. Aliquotas dos antiflingicos (duas
vezes concentradas) serdo dispensados na primeira coluna, e a diluigdo seriada foi realizada em volumes de 100ul com pipeta
multicanal a partir da segunda coluna (2 a 10). As fileiras 11 e 12 representaram, respectivamente, os controles negativos e
positivos. Cada poco da placa de microdilui¢do foi inoculado com 100uL da correspondente suspensdo do indculo. Os pogos
de controle de crescimento (controles positivos) continham 100uL de meio estéril, isento de antifingicos, inoculados com
100uL das suspensdes dos indculos.

As placas de microdiluicdo foram incubadas a 35°C e as concentragdes inibitdrias minimas determinadas apos 24 e 48h
de incubacdo. A leitura foi realizada com base na inibicdo do crescimento do fungo, comparado ao seu controle positivo. Para
interpretacdo dos resultados foram considerados os critérios definidos nos protocolos internacionais M27-A3 e M27-S3, ambos
especificados pelo Clinical Laboratory and Standards Institute (CLSI, 2012) (Inécio et al., 2021). Os valores de referéncia

utilizados estdo resumidos na Tabela 1.
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Tabela 1. Interpretacdo dos valores da Concentracéo Inibitoria Minima dos antifingicos testados.

Concentracdo Inibitéria Minima (ug/mL)

Espécies de Candida Antifingico  Susceptibilidade SDD Resisténcia
Caspofungina <0,125 0,25 >0,5
Fluconazol <8 16-36 >64
C. glabrata Vorico-n?zol <l 2 >4
Anfotericina B <1 - >1
Nistatina <8 16-36 >64
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 >1
Caspofungina <2 4 >8
Fluconazol <2 4 >8
C. parapsilosis Voriconazol <0,25 0.5 >1
Anfotericina B <1 - >1
Nistatina <8 16-32 >64
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 >1
Caspofungina <0,25 0,5 >1
Fluconazol <2 4 >8
C. tropicalis Voriconazol <0,125 0,5 >1
Anfotericina B <l - >1
Nistatina <8 16-32 >64
Itraconazol <0,125 0,25-0,5 >1

SDD = Sensivel Dose Dependente. Fonte: Autores adaptado de Clinical e Laboratory Standards
Institute (CLSI).

2.6 Anélise estatistica
A associacao entre os sitios de coleta e o isolado de Candida spp. foram avaliados pelo teste Qui-quadrado, por meio
do Software R (R-3.0.2). As diferengas foram consideradas significativas quando p <0,05.

3. Resultados

No total, 79 isolados de Candida foram obtidos, a maioria deles (62%; 49/79) eram de animais domésticos e 38%
(30/79) eram de animais selvagens. Os hospedeiros com o0s respectivos sitios de lesdo e as espécies de Candida isoladas estao
listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Lista completa das espécies de Candida isoladas com seus respectivos hospedeiros e sitio de coleta.

Ngrrnnggfr ;ja Hospedeiro — Nome Cientifico HospeF;:IOeFi)L(?E;rNome Sitio de coleta Espéciiesc;:ilgdcaandida
1 Alouatta caraya Bugio-preto Fezes Candida glabrata
2 Alouatta caraya Bugio-preto Pulméo Candida glabrata
3 Anodorhynchus hyacinthinus Arara-azul-grande Suabe oral Candida parapsilosis
4 Anodorhynchus hyacinthinus Arara-azul-grande Suabe oral Candida parapsilosis
5 Anodorhynchus hyacinthinus Arara-azul-grande Pulméo Candida glabrata
6 Anodorhynchus hyacinthinus Arara-azul-grande Suabe oral Candida albicans
7 Bos taurus Bovino Leite Candida rugosa
8 Bos taurus Bovino Leite Candida rugosa
9 Bos taurus Bovino Leite Candida rugosa
10 Bos taurus Bovino Suabe otoldgico Candida parapsilosis
11 Bos taurus Bovino Suabe otoldgico Candida orthopsilosis
12 Bos taurus Bovino Figado Candida glabrata
13 Bos taurus Bovino Figado Candida tropicalis
14 Bos taurus Bovino Leite Candida tropicalis
15 Bos taurus Bovino Leite Candida parapsilosis
16 Bos taurus Bovino Leite Candida rugosa
17 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe nasal Candida parapsilosis
18 Canis lupus familiaris Cachorro Pelo Candida parapsilosis
19 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otol6gico Candida tropicalis
20 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otol6gico Candida rugosa
21 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otol6gico Candida rugosa
22 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe oral Candida tropicalis
23 Canis lupus familiaris Cachorro Pelo Candida albicans
24 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida albicans
25 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida glabrata
26 Canis lupus familiaris Cachorro Pelo Candida glabrata
27 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otol6gico Candida tropicalis
28 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida rugosa
29 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otol6gico Candida rugosa
30 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida rugosa
31 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida rugosa
32 Canis lupus familiaris Cachorro Pelo Candida parapsilosis
33 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida rugosa
34 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida rugosa
35 Canis lupus familiaris Cachorro Fezes Candida albicans
36 Canis lupus familiaris Cachorro Liquido cavitario Candida glabrata
37 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida rugosa
38 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otol6gico Candida rugosa
39 Canis lupus familiaris Cachorro Linfonodo Candida albicans
40 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida parapsilosis

6


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.18541

Research, Society and Development, v. 10, n. 10, e264101018541, 2021
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i10.18541

41 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida parapsilosis
42 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida rugosa
43 Canis lupus familiaris Cachorro Urina Candida parapsilosis
44 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otolbgico Candida rugosa
45 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otolbgico Candida parapsilosis
46 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida rugosa
47 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida tropicalis
48 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida parapsilosis
49 Canis lupus familiaris Cachorro Suabe otoldgico Candida rugosa
50 Cariama cristata Seriema Suabe otoldgico Candida heveicola
51 Equus caballus Cavalo Pelo Candida parapsilosis
52 Equus caballus Cavalo Figado Candida rugosa
53 Felis catus Gato Suabe nasal Candida parapsilosis
54 Felis catus Gato Pelo Candida haemulonii
55 Felis catus Gato Suabe ocular Candida parapsilosis
56 Mazama gouazoubira Veado catingueiro Pulmé&o Candida pararugosa
57 Myrmecophaga tridactyla Tamandua bandeira Suabe oral Candida albicans
58 Myrmecophaga tridactyla Tamandua bandeira Suabe oral Candida albicans
59 Nasua nasua Quiati Fezes Candida rugosa
60 Nasua nasua Quiati Suabe oral Candida quercitrusa
61 Nasua nasua Quiati Fezes Candida tropicalis
62 Nasua nasua Quati Fezes Candida tropicalis
63 Nasua nasua Quati Fezes Candida tropicalis
64 Nasua nasua Quiati Pelo Candida albicans
65 Nasua nasua Quati Liquido cavitario | Candida metapsilosis
66 Nymphicus hollandicus Calopsita Inglavio Candida glabrata
67 Nymphicus hollandicus Calopsita Fezes Candida glabrata
68 Nymphicus hollandicus Calopsita Fezes Candida albicans
69 Nymphicus hollandicus Calopsita Fezes Candida albicans
70 Ovis aries Ovelha Fezes Candida albicans
71 Panthera onca Onca pintada Suabe oral Candida orthopsilosis
72 Panthera onca Onca pintada Suabe oral Candida michaelii
73 Panthera onca Onca pintada Suabe oral Candida albicans
74 Pseudoplatystoma corruscans Peixe pintado Fezes Candida glabrata
75 Rhea americana Ema Fezes Candida glabrata
76 Spizaetus melanoleucus Gavido-pato Suabe oral Candida rugosa
77 Spizaetus melanoleucus Gavido-pato Fezes Candida tropicalis
78 Spizaetus melanoleucus Gavido-pato Fezes Candida tropicalis
79 Spizaetus melanoleucus Gavido-pato Fezes Candida parapsilosis

Fonte: Autores.
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Os isolados foram classificados em 12 espécies diferentes com base na anélise da regido ITS (Tabela 3). C. albicans
representou 15% (12/79) dos isolados e as espécies ndo-albicans representaram 85% (67/79). C. rugosa foi a espécie mais
frequentemente isolada de animais domésticos (39% dos isolados; 19/49), seguida por C. parapsilosis (26%; 13/49). Em
animais silvestres, as espécies mais frequentemente isoladas foram C. albicans (23%; 7/30) e C. glabrata (23%; 7/30).

Tabela 3. Frequéncia das diferentes espécies de Candida obtidas das amostras de animais domésticos e silvestres.

Espécie de Candida Animaii Szg;ésticos Anim?r:s: ;i(l)\)/estres Total

C. rugosa 19 2 21

C. parapsilosis 13 3 16
C. albicans 5 7 12
C. glabrata 4 7 11
C. tropicalis 6 5 11
C. orthopsilosis 1 1 2
C. haemulonii 1 0 1
C. leveicola 0 1 1
C. metapsilosis 0 1 1
C. michaeli 0 1 1
C. pararugosa 0 1 1
C. quercitrusa 0 1 1

n: NUmero total. Fonte: Autores.

Foi observada associacdo estatistica significativa entre os locais de isolamento e as espécies de Candida. C. rugosa foi
a espécie mais frequentemente detectada em suabes otoldgicos (54%; 14/26) e leite (57%; 4/7). C. tropicalis foi a espécie mais
comumente isolada nas fezes (35%; 5/14) e C. albicans em suabes orais (33%; 4/12). Ao considerar o local de isolamento e as
espécies de Candida de animais selvagens, foi observada associagdo estatistica, sendo a C. tropicalis mais comum nas fezes
(38%); 5/13); C. albicans em suabes orais (40%; 4/10) e C. glabrata de pulméo (66%; 2/3). Dos isolados testados, 100% foram
resistentes ao itraconazol e nenhuma resisténcia ao voriconazol foi observada.

Nos isolados de C. glabrata ndo foi observada resisténcia aos antifingicos: caspofungina, fluconazol, voriconazol e
nistatina; onde as maiores taxas de susceptibilidade obtidas foram para caspofungina 90% (9/10) e voriconazol (100%; 10/10).
Na avaliacdo de C. parapsilosis, 0s isolados apresentaram no teste de susceptibilidade maior susceptibilidade a caspofungina
(100%; 10/10) e voriconazol e anfotericina B (90% em ambos os casos; 9/10). Todos os isolados de C. tropicalis foram
resistentes a caspofungina e itraconazol (100%; 10/10) e 50%; (5/10) ao fluconazol e a anfotericina B, apresentando, portanto,

um perfil medicamentoso multirresistente. Os dados de suscetibilidade antiflingica obtidos estdo agrupados na Tabela 4.
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Tabela 4 — Perfil de suscetibilidade in vitro de Candida spp. obtidas aos antifingicos testados.

Antifungicos

. . Caspofungina | Fluconazol | Voriconazol | Anfotericina B Nistatina Itraconazol
Espécies de Candida
S Sbb R |S sDD R|S SDD R| S SDD R | S SDD R | S SDD R
C.glabrata(n=10) |9 1 -2 8 -j10 - -| 7 - 3 6 - - - 10
C. parapsilosis (n=10) |10 - - 18 1 1|9 1 -] 9 - 1 -l - - 10
C. tropicais (n=10) - - 10 | 5 - 5110 - -| 5 - 5| 4 5 1| - - 10
Total 19 1 10115 9 6|29 1 0] 21 0 9 |12 17 1 - - 30

S: Sensivel; SDD: Sensivel dose dependente; R: Resistente; n: NUmero total. Fonte: Autores.

4. Discussao

O género Candida é um dos mais importantes causadores de infec¢des fungicas em animais (Dworecka-Kaszak,
Bieganska & Dabrowska, 2020). No entanto, as informagdes sobre a distribui¢do dessas leveduras em animais domésticos e
silvestres no Brasil sdo escassas. A grande diversidade genética de espécies desse género dificulta o diagndstico laboratorial e,
consequentemente, o tratamento adequado e eficaz (Nejad et al., 2020).

C. albicans é a espécie de Candida mais comum em humanos (Aradjo, Lopes & Cruz, 2020) e animais (Sidrim et al.,
2016). A anélise de sequenciamento da regido ITS realizada no presente estudo revelou que foi a terceira espécie mais isolada
(15% de todos os isolados; 12/79); C. rugosa foi a espécie mais frequentemente isolada (26%; 21/79), seguida por C.
parapsilosis (20,2%; 16/79). Entretanto, entre os isolados de Candida de animais silvestres, C. albicans foi a espécie mais
frequentemente encontrada, junto com C. glabrata (23% em ambos os casos; 7/30).

Alguns estudos em humanos ja foram realizados no estado de Mato Grosso, Brasil. Um deles avaliou a diversidade de
espécies do género Candida isoladas de diferentes sitios anatdbmicos de militares, onde C. albicans foi a espécie mais frequente
(34,4% das amostras), seguida por C. parapsilosis (20,25%) e C. tropicalis (13,9%). Isolados de C. rugosa ndo foram
detectados neste estudo (Leite-Junior et al., 2011). Outro estudo realizado no estado avaliou a etiologia de candidiases
nosocomiais, onde foi observado que C. albicans também foi a espécie mais identificada com 39,09% dos casos (Yamamoto et
al., 2012).

Como j& foi evidenciado, a colonizacdo de animais e humanos nesta regido do Brasil por Candida spp. ndo segue o
mesmo padrdo, pois no presente estudo a espécie mais frequentemente isolada foi C. rugosa, seguida de C. parapsilosis. Pode-
se também concluir que existe um envolvimento cada vez maior de espécies ndo-albicans nas infec¢des; isso, por sua vez,
sugere sua patogenicidade crescente devido a formacdo de biofilmes e aumento da resisténcia aos antifiingicos, expandindo a
capacidade de infectar e permanecer no hospedeiro (EI-Kholy et al., 2021).

Em analises moleculares de Candida spp. realizados com isolados veterinarios realizados na Universidade de Cornell
(Ithaca, NY, EUA), C. albicans foi a espécie mais detectada (17% de todos os isolados); entretanto, outras espécies desse
género, quando combinadas, representaram um percentual maior de 83%, apontando também para um aumento na incidéncia
de espécies de Candidas ndo-albicans (Garner, Starr, McDonough & Altier, 2010).

A observacdo de que C. rugosa foi a espécie mais encontrada no presente estudo pode estar associada por ter se
tornado um patégeno emergente em humanos capazes de produzir fatores de viruléncia como as enzimas proteinase, esterase,
hemolisina e biofilme (Singh et al., 2016; Peremalo et al., 2019) e em animais, estd principalmente associada a mastite. C.
rugosa ja foi reconhecido como agente etiolgico de mastite em 14 vacas leiteiras durante um surto de contaminagdo ambiental

sendo isolado também da ragdo, agua e curral, o que demonstrou sua capacidade de sobreviver em diferentes ambientes e,
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portanto, de espalhar-se mais facilmente no ambiente (Scaccabarozzi et al., 2011). No entanto, no presente estudo, C. rugosa
foi associada principalmente a otite (14/21), sequido de mastite (4/21).

C. parapsilosis foi a segunda espécie mais frequentemente identificada neste estudo, encontrada em 20,25% (16/79)
dos isolados, e em suabes otolégicos em 31,25% (5/16). Estda comumente associada a dermatite seborreica e é encontrada nas
otites na presenca ou auséncia de outra levedura, Malassezia pachydermatis (Bumroongthai et al., 2016). Além de isolados
otolégicos, C. parapsilosis também foi encontrada em pelos (2/16), cavidade nasal (2/16), leite (2/16) e cavidade oral (2/16),
demonstrando sua capacidade de colonizar varios érgdos e tecidos. Da mesma forma que C. rugosa, C. parapsilosis foi
descrita como uma levedura emergente em infec¢Oes animais (Cordeiro et al., 2017).

Para determinacéo da susceptibilidade antiflngica foram testados 30 isolados, sendo 10 de cada espécie (C. glabrata,
C. parapsilosis e C. tropicalis). Essas espécies foram escolhidas por serem espécies ndo-albicans consideradas emergentes em
infecgdes e por estarem entre as mais frequentes, com distribuigdo semelhante em animais domesticos e silvestres.

O itraconazol é um dos antifingicos mais utilizados para o tratamento da candidiase em animais, entretanto, todos os
isolados testados no presente estudo foram resistentes a esse farmaco. Isso sugere uma resisténcia emergente a essa droga no
género Candida. Portanto, o teste de susceptibilidade deve ser realizado para indicar qual antifingico obtera a melhor resposta
contra o agente flingico testado, aumentando assim, a probabilidade de sucesso da terapia farmacolégica instituida por meio
dos resultados obtidos (Pfaller et al., 2012; Brilhante et al., 2018).

Nenhum dos isolados testados foi resistente ao voriconazol, resultado semelhante encontrado durante a avaliagdo do
perfil de suscetibilidade de isolados de Candida do trato genital de fémeas dromedarias (Camelus dromedarius) no Ird
(Sharifzadeh, Soltani & Shokri, 2015).

Os isolados de C. tropicalis foram resistentes a maltiplos agentes antifingicos. Essa observacédo ja foi relatada no
Nordeste brasileiro e, portanto, deve ser monitorada (Zuza-Alvez et al., 2016). Esta levedura representa um risco para a salde
humana e animal devido ao seu potencial patogénico (Hernandez-Chavez et al., 2018) a qual também ja foi relatada em surto
em uma criagdo de matrizes suinas com quadro clinico gastrointestinal, que desencadeou a morte de 60% dos animais
acometidos (Zhai et al., 2021).

5. Concluséo

Estre estudo contribuiu para o entendimento da ocorréncia e do perfil de susceptibilidade a antifingicos de Candida
spp. no estado de Mato Grosso - Brasil, onde ficou evidente que isolados de animais silvestres e domésticos diferem aos de
humanos j& descritos por outros autores. A alta resisténcia ao itraconazol alerta que o tratamento continuado com esse
medicamento pode se tornar ineficaz. A resisténcia a multiplos farmacos observada em C. tropicalis sinaliza para um risco
eminente de candidiase sem opcOes de tratamento. Este € o primeiro estudo de Candida spp. em animais no estado de Mato
Grosso e encoraja a execucdo de novas pesquisas relacionadas a verificacdo da presenca de fatores de viruléncia e
acompanhamento do perfil de susceptibilidade aos antiflingicos de espécies de Candida em animais domésticos e silvestres

como estratégia de entendimento epidemioldgico que ajudam a direcionar o correto tratamento.
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