
4.1 MORFOLOGIA E DESENVOLVIMENTO DE 
 

 As amostras identificadas pelo exame de suspensão de fezes como 
para C. guttulatus foram submetidas ao crescimento em meios líquidos (YPG) e sólidos 
(YPGA).  As colônias das culturas de leveduras apresentaram crescimento de colônias 
morfologicamente parecidas com as descritas como 
figura 1.  

Figura 1. Borda de colônias de 
por microscopia ótica invertida (A). Obj. 10X; e células de 
Azul de Algodão. Obj. 40X (B).

 

 No teste de fermentação, foram testados os seguintes 
maltose, manitol, lactose, galactose e rafinose com os leveduriformes que apresentavam 
características morfológicas correspondentes a 
que glicose e sacarose apresentaram fermentação neste teste. 
apresentaram uma fermentação mais fraca (
na figura 2, pela mudança de cor e c
(indicado pela seta). 

 

 

 
 
 
 

4 RESULTADOS 
 
 

MORFOLOGIA E DESENVOLVIMENTO DE Cyniclomyces guttulatus

amostras identificadas pelo exame de suspensão de fezes como 
foram submetidas ao crescimento em meios líquidos (YPG) e sólidos 

As colônias das culturas de leveduras apresentaram crescimento de colônias 
ogicamente parecidas com as descritas como C. guttulatus conforme 

Borda de colônias de Cyniclomyces guttulatus em meio YPGA e visualizadas 
por microscopia ótica invertida (A). Obj. 10X; e células de C. guttulatus 
Azul de Algodão. Obj. 40X (B). 

No teste de fermentação, foram testados os seguintes açúcares:
maltose, manitol, lactose, galactose e rafinose com os leveduriformes que apresentavam 
características morfológicas correspondentes a C. guttulatus.  Podemos observar na 

sacarose apresentaram fermentação neste teste.  
apresentaram uma fermentação mais fraca (Tabela 1).  Essa fermentação pode ser 

2, pela mudança de cor e com e a formação de bolhas que indicou a produção de gás
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Cyniclomyces guttulatus 

amostras identificadas pelo exame de suspensão de fezes como suspeitas positivas 
foram submetidas ao crescimento em meios líquidos (YPG) e sólidos 

As colônias das culturas de leveduras apresentaram crescimento de colônias 
conforme mostrado na 

 
em meio YPGA e visualizadas 

C. guttulatus em caldo YPG. 

açúcares: glicose, sacarose, 
maltose, manitol, lactose, galactose e rafinose com os leveduriformes que apresentavam 

Podemos observar na figura 2 
 Galactose e rafinose 

Essa fermentação pode ser visualizada, 
a formação de bolhas que indicou a produção de gás 



 

Figura 2. Fermentação de carboidratos 
coloração amarela apresentam fermentação.

 

Tabela 3. Fermentação dos carboidratos para
Cão e Coelho. 

Amostras Glicose Sacarose
CF3(Thor) ++ / 

gás 
++ /
 

 ++ / 
gás 

++ / 
gás

 ++ / 
gás 

++ /
 

CF2(Lalá) ++ / 
gás 

++ / 
gás

 ++ / 
gás 

++ /
 

 ++ / 
gás  G

Coelho ++ / 
gás gás

 ++ / 
gás  

 ++ / 
gás gás

++ forte fermentação; + baixa fermentação; Gás 
 

Fermentação de carboidratos com isolados de coelho. Tubos com 
coloração amarela apresentam fermentação. 

Fermentação dos carboidratos para culturas de Cyniclomyces 

Sacarose  Maltose Manitol   Lactose 
++ / 
 gás 

 - -  - 

++ /  
gás 

 - -  - 

++ / 
 gás 

 - -  - 

++ /  
gás 

 - -  - 

++ / 
 gás 

 - -  - 

+ / 
Gás 

 - -  - 

+ /  
gás 

 - -  - 

+ / 
 gás 

 - -  - 

+ /  
gás 

 - -  - 

++ forte fermentação; + baixa fermentação; Gás - houve produção de gás. 
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de coelho. Tubos com 

yniclomyces guttulatus isolados de 

 Galactose Rafinose 
 + + /  

gás 
 + + /  

gás 
 + + /  

gás 
 + + / 

 gás 
 + + / 

 gás 
 + / gás + / 

 gás 
 + + / 

 gás 
 + + / 

 gás 
 + + / 

 gás 



 Os dados da comparação dos resultados do zimograma de 
espécies associadas a cães estão apresentados na tabela 
 

Tabela 4. Padrão de fermentação para as leveduras da microbiota de cães.

 

 
Microorganismo Glicose 
C. guttulatus  + 
S. cereviseae + 
C. albicans + 
C. tropicalis + 
Rhodotorula sp. - 
+ tem fermentação - não tem fermentação
 
 
 
4.2 PCR 
 
 A amplificação por PCR (região do domínio D1
aproximadamente 630pb para to
microbiota natural de cães e os isolados de 

 

 

 

Figura 3. Gel de Agarose
leveduras presentes na microbiota de cães: 1
Saccharomyces cerevisiae (cepa A)
Candida albicans (cepa A), 6
parapsilosis (cepa B), 9- 
Rhodotorula sp (cepa A), 12
17-CF3, 18- CF4, 19- Controle Negativo (água fora), 20
Biolabs). 

 

Os dados da comparação dos resultados do zimograma de C. guttulatus
espécies associadas a cães estão apresentados na tabela 2.  

Padrão de fermentação para as leveduras da microbiota de cães.

Açucares 
Sacarose Maltose Manitol Lactose 
+ - - - 
+ V NA - 
- + NA NA 
- + NA NA 
- - - - 

não tem fermentação v variável NA não se aplica. Adaptado de Brito, 2005 e Rocha, 2006.

A amplificação por PCR (região do domínio D1-D2) gerou um fragmento de 
pb para todas as culturas representativas de leveduras presentes na 

microbiota natural de cães e os isolados de C. guttulatus (Figura 3) 

Gel de Agarose 1,5% TAE 1x corado com brometo de etíd
leveduras presentes na microbiota de cães: 1 - Controle Negativo (água dentro), 2

(cepa A), 3 - S. cerevisiae (cepa B), 4 – S.  cerevisiae
, 6 – C. albicans (cepa B), 7- Candida parapsilosis
 Candida tropicalis (cepa A), 10- C. tropicalis

, 12- Rhodotorula sp. (cepa B), 13- CL1, 14-CL2, 15
Controle Negativo (água fora), 20- Marcador 100pb (New England 
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C. guttulatus com outras 

Padrão de fermentação para as leveduras da microbiota de cães. 

Galactose Rafinose 
+ + 
- + 
+ NA 
+ NA 
- - 

NA não se aplica. Adaptado de Brito, 2005 e Rocha, 2006. 

D2) gerou um fragmento de 
de leveduras presentes na 

 

1,5% TAE 1x corado com brometo de etídio da PCR para as 
Controle Negativo (água dentro), 2 - 

cerevisiae (cepa C), 5 - 
Candida parapsilosis (cepa A), 8 - C. 

tropicalis (cepa B), 11 - 
CL2, 15-CF1, 16-CF2, 

Marcador 100pb (New England 
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4.3 PCR-RFLP (gene 26s rDNA região D1-D2) 

 

 Após a confirmação de tamanho do amplicon gerado na PCR para a região D1/D2 do 
gene 26s rDNA, com aproximadamente 630pb, foi realizada a técnica de PCR-RFLP para 
identificação dos isolados de C. guttulatus.  

 Para isso foi necessário um passo auxiliar que foi a análise in silico com o auxílio do 
programa NEB cutter 2.0 para os corte com enzimas de restrição.  Nesta análise foram 
testadas as enzimas de restrição DdeI, HaeIII, HinfI, HhaI, MspI, NdeI, RsaI, SspI e SstI e as 
sequências previamente depositados no GenBank para a região do domínio D1/D2 do gene 
26S rDNA.  

 Observou-se a existência dos padrões de banda diferentes nos cortes in silico para as 
leveduras da microbiota gastrintestinal de cães e para C. guttulatus.  Baseado nesta análise, 
foram escolhidas as enzimas de restrição DdeI, HaeIII e MspI, conforme mostrado no quadro 
1 para diferenciar C. guttulatus de outras leveduras através dos padrões de banda gerados.  
Com essas enzimas também é possível diferenciar as leveduras da microbiota de cão entre si. 

 

Quadro 1. Comparação do padrão de bandas geradas para o produto de PCR 26S rDNA 
(Domínio D1-D2) com as enzimas DdeI, HaeIII e MspI no programa NebCutter 2.0 (New 
England Biolabs) 
 

DNA / Enzima DdeI  HaeIII  MspI 

Cyniclomyces guttulatus 
(U76196.1) 

327, 164, 77, 66  456, 173  388, 96, 83, 40, 27 

C. guttulatus coelho 
(JQ861267) 

326, 163, 77, 37, 
28 

 
 

436, 178, 18  386, 95, 83, 40, 27 

C. guttulatus cão 
(JQ861266) 

328, 164, 77, 66  457, 178  388, 97, 83, 40, 27 

C. guttulatus cobaio 
(KC484339) 

326, 163, 85, 44 
29 

 443, 186, 18  386, 96, 91, 40, 34 

Malassezia 
pachydermatis 
(DQ915500.1) 

211, 189, 176, 
40 

 --  -- 

Candida tropicalis 
(JN088216.1) 

290, 212, 69, 61  227, 225, 162, 18  -- 

Candida albicans 
(HQ876051.1) 

365, 212, 59  301, 168, 149, 18  245, 172, 151, 68 

Saccharomyces 
cerevisiae (JQ219350.1) 

293, 211, 93, 37  322, 184, 128  607, 27 

Rhodotorula sp 
(EU872490) 

536, 44, 33  445, 168  495, 118 

Pichia kudriavzevvi 
(KC143811) 

349, 197, 49, 29  237, 216, 70 68, 
33 

 425, 199 
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 Depois da PCR 150ng de DNA foi cortado com cada uma das três enzimas de 
restrição selecionadas.  A separação dos fragmentos foi realizada por eletroforese em gel de 
poliacrilamida 8% pois esta concentração se mostrou melhor para resolução dos fragmentos.  
Porém os fragmentos de menor tamanho (abaixo de 30 pb) não foram considerados para 
diferenciação das espécies (Tabela 5). 

Na análise dos géis foi usado o programa Quantity One (BioRad, versão 4.6.2), onde 
foi estimado o tamanho em pares da bases (pb) gerados pelos cortes com as enzimas de 
restrição.  Os tamanhos gerados pelos cortes estão expostos na tabela 5.  Podemos observar 
que as amostras identificadas como C. guttulatus apresentam dois padrões de fragmentos para 
a enzima DdeI e padrões únicos para as outras duas enzimas (Tabela 3). 

 

Tabela 5. Comparação dos padrões de bandas dos fragmentos de restrição de Cyniclomyces 
guttulatus isoladas de cães e das leveduras presentes na microbiota de cães, gerados usando as 
enzimas DdeI, HaeIII e MspI 

 

 
Amostras 

Enzimas 
          DdeI   HaeIII  MspI 

CL1 328, 168, 78 452, 175 390, 99, 81, 40 
CL2 326, 167, 77 461, 178 394, 100, 81, 40 
CF1 (Tequila) 321, 162, 75, 45 458, 176 400, 99, 79, 40 
CF2 (Lalá) 323, 163, 75 465, 178 397, 99, 80, 40 
CF3 (Thor) 326, 163, 76 475, 178 395, 99, 80,40 
CF4 (Cão novembro) 328, 163, 75 458, 178 393, 100, 80 
R9 328, 163, 75, 45 448, 175 393, 99, 81, 39 
C. guttulatus cão  
(JQ 861266) 

321, 159, 72, 43 426, 167 380, 97, 79, 40 

C. guttulatus coelho 
 (JQ 861267) 

323, 161, 75 442, 168 382, 97, 79, 40 

S. cereviseae 300, 206, 69, 41 307, 142, 120 588 
C. albicans 382, 205, 42 287, 146, 122 252, 160, 133 
C. tropicalis 307, 204, 68, 41 222, 187, 147 597 
C. albicans 377, 203, 42 293, 153, 124 253, 161, 132, 71 
Rhodotorula sp. 496, 47 386, 178 418, 167 
M. pachydermatis 222, 190, 170, 48 556 592 
Levedura X  338, 196, 45 245, 206, 73, 64 412, 186 
Kazachstania sp 319, 206, 69, 43 478, 82, 62 483, 129 
 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Figura 4. Padrão de bandas
DdeI. 1 - S. cereviseae, 2 
Rhodotorula sp., 6 - Malassezia
Coelho (R2), 9 - C. guttulatus
sem amostra, 12 - Marcador 50pb Thermo Scientific, 13
guttulatus CF4, 15-Levedura X, 16
- C. guttulatus CL1, 20 - C. guttulatus
 
  
 
 
 
 
Como mostrado na figura 4, todas as leveduras apresentaram ao menos um ponto de corte 
para a enzima DdeI.  Foi observado que é possível a diferenciação de 
outras leveduras analisadas.  Essa enzima confirmou a diferença entre os isolados de 
guttulatus que foram identificados na análise 
no caso de C. guttulatus coelho
isolado CF1 (Tequila) que foi acompanhado por uma redução na 
de aproximadamente 70pb (B).  A banda de 45pb foi gerada a partir de u
aproximadamente 70pb, junto com uma banda de aproximadamente 30pb que foi pequena 
demais (ou sua intensidade foi fraca)
espécies de leveduras no gel, notamos que a digestão com este enzima
permitir a diferenciação entre 
Kazachstania sp (Coluna 7). 
 
 
 
 
 

. Padrão de bandas das leveduras presentes em cães e cortadas com a enzima 
 - Candida albicans, 3 - Candida tropicalis, 4

alassezia pachydermatis, 7- Kazachstania sp.
C. guttulatus Cão (Husky), 10-Marcador 50pb Thermo Scientific, 

Marcador 50pb Thermo Scientific, 13 - C. guttulatus
Levedura X, 16 - C. guttulatus CF3, 17 - C. guttulatus

C. guttulatus CL2 

Como mostrado na figura 4, todas as leveduras apresentaram ao menos um ponto de corte 
I.  Foi observado que é possível a diferenciação de C. guttulatus

outras leveduras analisadas.  Essa enzima confirmou a diferença entre os isolados de 
que foram identificados na análise in silico.  A presença de uma banda de 45pb 

coelho (R2) localizado na coluna 8, C. guttulatus
isolado CF1 (Tequila) que foi acompanhado por uma redução na intensidade
de aproximadamente 70pb (B).  A banda de 45pb foi gerada a partir de u
aproximadamente 70pb, junto com uma banda de aproximadamente 30pb que foi pequena 
demais (ou sua intensidade foi fraca) para ser visualizada no gel.  Observando as outras 
espécies de leveduras no gel, notamos que a digestão com este enzima
permitir a diferenciação entre S. cereviseae (Coluna 1), C. tropicalis

sp (Coluna 7).  
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leveduras presentes em cães e cortadas com a enzima 
, 4 - C. albicans, 5-
., 8 - C. guttulatus 

Marcador 50pb Thermo Scientific, 11 - 
C. guttulatus R9, 14 - C. 

C. guttulatus CF2, 18-CF1, 19 

Como mostrado na figura 4, todas as leveduras apresentaram ao menos um ponto de corte 
C. guttulatus de todas as 

outras leveduras analisadas.  Essa enzima confirmou a diferença entre os isolados de C. 
.  A presença de uma banda de 45pb (A), 

C. guttulatus R9 coluna 13 e no 
intensidade da banda dupla 

de aproximadamente 70pb (B).  A banda de 45pb foi gerada a partir de uma das bandas de 
aproximadamente 70pb, junto com uma banda de aproximadamente 30pb que foi pequena 

para ser visualizada no gel.  Observando as outras 
espécies de leveduras no gel, notamos que a digestão com este enzima não era capaz de 

C. tropicalis (Coluna 3) e 



 
Figura 5. Padrão de bandas das leveduras presentes em cães e cortadas com a enzima 
1-Marcador 50pb Thermo 
guttulatus Coelho (R2), 4-
sp.,7 – Candida albicans, 8
cereviseae, 12-Marcador 50pb Thermo Scientific, 13
15-Levedura X, 16 - C. guttulatus 
guttulatus CL1, 20 - C. guttulatus
 
 

 
Figura 6. Perfil molecular das leveduras presentes em cães e cortadas com a enzima 
Marcador 50pb Thermo Scientific, 2
Coelho (R2), 4- Kazachstania
C. tropicalis, 9- C. albicans
13-C. guttulatus CF1, 14-
guttulatus CF4, 18-C. guttulatus
 

Padrão de bandas das leveduras presentes em cães e cortadas com a enzima 
Marcador 50pb Thermo Scientific, 2 – Cyniclomyces guttulatus 

- Kazachstania sp, 5 - Malassezia pachydermatis, 6
, 8 - Candida tropicalis, 9 - C. albicans, 10

or 50pb Thermo Scientific, 13-C. guttulatus R9, 14
C. guttulatus CF3, 17- C. guttulatus CF2, 18 - C. guttulatus 
C. guttulatus CL2. 

Perfil molecular das leveduras presentes em cães e cortadas com a enzima 
Marcador 50pb Thermo Scientific, 2-Cyniclomyces guttulatus Cão (Husky),

Kazachstania sp, 5- M. pachydermatis, 6- Rhodotorula 
C. albicans, 10- S. cereviseae, 11-C. guttulatus CL1, 12

-C. guttulatus CF2, 15-C. guttulatus CF3, 16
C. guttulatus R9, 19-Marcador 50pb Thermo Scientific.
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Padrão de bandas das leveduras presentes em cães e cortadas com a enzima Hae III. 
 Cão (Husky), 3 - C. 

pachydermatis, 6- Rhodotorula 
, 10 - Saccharomyces 

R9, 14- C. guttulatus CF4, 
C. guttulatus CF1, 19 - C. 

 

Perfil molecular das leveduras presentes em cães e cortadas com a enzima Msp I. 1-
ão (Husky), 3- C. guttulatus 

Rhodotorula spp.,7- C. albicans, 8- 
CL1, 12-C. guttulatus CL2, 

CF3, 16-Levedura X, 17-C. 
mo Scientific. 
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 Com a enzima HaeIII (Figura 5), foi observado que o padrão de bandas gerado por C. 
guttulatus pode ser confundido com o padrão de Rhodothorula sp.  Diferente da enzima DdeI, 
esta não apresentou diferenças entre os isolados de C. guttulatus.  Esta enzima também não 
foi eficiente para diferenciar C. albicans, S. cereviseae e M. pachydermatis que não tiveram 
seu amplicon cortado.   
 A digestão com a enzima MspI (Figura 6), gerou um único padrão de bandas (Tabela 
5) para os isolados de C. guttulatus que permitiu a diferenciação das outras espécies de 
leveduras.  Assim como a enzima HaeIII, e previsto nas análises in silico, esta enzima não 
corta os amplicons gerados para as espécies M. pachydermatis (Coluna 5), S. cereviseae 
(Coluna 10) e C. tropicalis (Coluna 8). 
 Quando comparados como um todo, os padrões de bandas obtidos experimentalmente 
foram similares aos previstos no programa NEB cutter.  As diferenças encontradas nas 
análises ocorrem pelo fato que as sequências usadas na análise in silico eram parciais, sendo 
assim menores que as sequências amplificadas na digestão experimental.  Assim, os padrões 
de bandas gerados pelas três enzimas de restrição escolhidas nos permitem diferenciar C. 
guttulatus das outras leveduras.  Porém se usarmos apenas as enzimas Dde I e Msp I podemos 
diferenciar todas as leveduras, utilizadas no estudo. 

 
 
4.4 SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS ISOLADAS 
 

4.4.1 Análises das sequências de coelhos 

 

 Um total de 15 culturas (Quadro 3), isoladas de fezes (10 amostras) e conteúdo 
estomacal (5 amostras) de duas populações de coelhos de laboratório (previamente 
identificadas como C. guttulatus através da técnica de PCR-RFLP descrita anteriormente), 
foram sequenciados.  Destas sequências foram retiradas as regiões correspondentes ao 
iniciadores e esta análise mostrou a existência de três grupos ("Sequence Types" - ST´s) 
denominados ST1 (591 pb), ST2 (589pb) e ST3 (591pb). 

 A maioria (10/15) dos isolados pertencem ao grupo ST2 (Tabela 2).  Esse grupo 
apresenta 100% de similaridade com a sequência (número de acesso no GenBank JQ861267), 
derivada da cultura de C. guttulatus isolada de um coelho no Brasil e descrita por nosso grupo 
de trabalho em 2012 (Flausino et al., 2012) e 100% de similaridade dos nucleotídeos com a 
sequência (número de acesso no GenBank KC484339) obtida de uma cultura de C. guttulatus 
isolada das fezes de um porquinho da índia brasileiro (Cavia porcellus) e depositada no 
GenBank pelo nosso grupo de pesquisa em 2013.  Como demonstrado na tabela 2, esse grupo 
foi encontrado nas duas populações de coelhos (LQEPV e IZ/UFRRJ) e o único encontrado 
nas amostras de conteúdo estomacal. 

 Os grupos ST1 e ST3 apresentaram-se bem parecidos (99% de similaridade) e 
mostraram um total de 6 nucleotídeos de diferença dentre os 591 pb analisados.  Os dados do 
BlastN mostraram que esses dois grupos possuem um alto grau de similaridade com a 
sequência (número de acesso no GenBank JQ689012), obtida da cepa tipo de coelho (NRRL 
Y-17561), que foi isolada de um coelho nos EUA. 

 O grupo ST1, foi o grupo predominante (4/7 culturas) nas amostras recuperadas das 
fezes coletadas na população 1 (Quadro 3).  Em contraste, esse grupo não foi observado nas 



amostras da população 2. 
diferença dentre os 591 pb examinados) para a cepa tipo

 O grupo ST3 foi observado em apenar uma amostra de fezes de um coelho da 
população 2 (Quadro 3), e mostrou uma diferença de 7 nucleotídeos quando comparada com a 
sequência de coelho JQ689012
tipo (Tabela 4). 

 
Tabela 6. Comparação das diferenças de nucleotídeos para a sequência de coelho 
depositada no GenBank (JQ689012)  para os amplicons gene 26S rDNA com os três 
grupos (Sequence Types) identificados 

 

 
  

 

amostras da população 2.  Esse grupo mostrou 98,5% de similaridade (9 nucleotídeos de 
pb examinados) para a cepa tipo de coelho (NRRL Y

O grupo ST3 foi observado em apenar uma amostra de fezes de um coelho da 
), e mostrou uma diferença de 7 nucleotídeos quando comparada com a 

JQ689012 e 98,8% de similaridade com sequencia depositado d

Comparação das diferenças de nucleotídeos para a sequência de coelho 
itada no GenBank (JQ689012)  para os amplicons gene 26S rDNA com os três 

grupos (Sequence Types) identificados nas amostras de coelho utilizadas neste estudo
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imilaridade (9 nucleotídeos de 
(NRRL Y-17561). 

O grupo ST3 foi observado em apenar uma amostra de fezes de um coelho da 
), e mostrou uma diferença de 7 nucleotídeos quando comparada com a 

sequencia depositado da cepa 

Comparação das diferenças de nucleotídeos para a sequência de coelho 
itada no GenBank (JQ689012)  para os amplicons gene 26S rDNA com os três 

nas amostras de coelho utilizadas neste estudo 
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As análises das variações de nucleotídeos, denominada avaliação do número e da 
posição relativa das diferenças de nucleotídeos, usando uma sequência conhecida como 
sequência de referência, foi realizada utilizando o programa Sequencer e os resultados dessa 
análise está exposto na tabela 4.  Quando comparamos os grupos ST1 e ST3 com a sequência 
JQ689012 é observado que as diferenças de 5 nucleotídeos incluindo a deleção da base na 
posição 428 foi comum para os 2 grupos (destacado em amarelo na tabela 4).  Interessante 
observar que, essas mesmas cinco diferenças, também foram observadas no grupo ST2.  Além 
disso, foi observado que três dos quatro outros nucleotídeos diferentes observados no grupo 
ST1 também estão presentes no grupo ST2.  A quarta diferença (uma substituição de G por T 
na posição 518) não foi observado no grupo ST2.  Contudo, o grupo ST2 tem uma 
substituição de nucleotídeo (G por A) na mesma posição.  As outras duas diferenças 
encontradas no grupo ST3, também foram vistas no grupo ST2.  O grupo ST2 mostrou um 
total de 14 substituições únicas quando comparado com as outras três sequências e duas 
deleções o que explico o tamanho reduzido dessa sequência (589pb). 

 

4.4.2 Análise das sequências de Cães  

 
 As sequências foram obtidas, para o domínio D1-D2, de sete isolados de C. guttulatus 
de fezes e lavado estomacal de cães (Quadro 2).  A análise das sequências mostrou que seis 
deles eram parecidos uns com os outros e com os grupos ST1 e ST3 identificados nas análises 
dos isolados de coelhos (Tabela 8).  Em contraste, o cão CF3 (Tequila) teve um alto grau de 
similaridade (99,7%) com o grupo ST2 encontrado nos coelhos.  A sequência do cão teve o 
tamanho de 590pb devido a inserção de uma citosina na posição 46.  Também foi observado 
uma diferença na posição 60 onde um G foi substituído por um A na sequência do grupo ST2 
(Tabela 5). 
 
 

Tabela 7. Comparação da sequência do cão CF3 
(Tequila) com o grupo ST2. 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

  
O isolado cão Husky recuperado em 2011 (DNA cedido pelo Dr. Gilberto Flausino) e 

o isolado CF4 (recuperado em novembro de 2014) tiveram 100% de homologia com o grupo 
ST3 (Tabela 8).  Os isolados CL1 e CL2 os quais foram isolados de dois cães em 2012 
(Furtado et al, 2013), são idênticos e mostraram apenas dois nucleotídeos de diferença quando 
comparados ao grupo ST1 tendo 99,7% de similaridade.  Os cães CF1 (Lala) e CF2 (Thor) 
também apresentaram alto grau de similaridade (99,8%) com o grupo ST1 apresentando 
apenas uma única substituição (C por T) na posição 477 (Tabela 6). 
 

ST2 CF3 



 
Tabela 8. Comparação das diferenças de 
comparados com ST1 and ST3
 

  

Além da análise de variação realizada com as sequências deste estudo, as sequências também 
foram comparadas com uma seq
depositada por pesquisadores da Noruega em 2009. 
recuperado de fezes diarreicas de cão. 
CF4 (Cão novembro) tiveram 
sequência da Noruega o que equivale a 98,4% de similaridade.

 

 

Tabela 9. Comparação de
(Cão isolado na Noruega)

 

 
 Os resultados da variabilidade
CF1 e CF2 estão na Tabela
uma diferença de quatro nucleotídeos quando comparado com a sequência da Noruega o que 

Comparação das diferenças de nucleotídeos entre os cães estudados
comparados com ST1 and ST3 identificados em coelhos  

Além da análise de variação realizada com as sequências deste estudo, as sequências também 
foram comparadas com uma sequência de 533pb (número de acesso no GenBank FJ755179) 
depositada por pesquisadores da Noruega em 2009.  Este isolado 

de fezes diarreicas de cão.  Como mostrado na tabela 7, os isolados de Husky e 
o) tiveram oito nucleotídeos de diferença quando comparados com a 

sequência da Noruega o que equivale a 98,4% de similaridade. 

mparação de cães classificados como grupo ST3 com a sequ
) 

variabilidade nucleotídica comparando os isolados de cães CL1, CL2, 
Tabela 8.  Podemos observar que, no caso dos cães CL1

nucleotídeos quando comparado com a sequência da Noruega o que 
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entre os cães estudados 

 

Além da análise de variação realizada com as sequências deste estudo, as sequências também 
uência de 533pb (número de acesso no GenBank FJ755179) 

isolado de C. guttulatus foi 
, os isolados de Husky e 

nucleotídeos de diferença quando comparados com a 

com a sequência FJ755179 

 

isolados de cães CL1, CL2, 
Podemos observar que, no caso dos cães CL1 e CL2, temos 

nucleotídeos quando comparado com a sequência da Noruega o que 



corresponde a 99,2% de similaridade. 
nos isolados CF2 e CF3 que apresentaram apenas um nucleotídeo de diferença para a 
sequência da Noruega.  

 
Tabela 10. Comparação dos Cães CF2, CF3, CL1 e CL2 
(Cão isolado na Noruega)
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

9,2% de similaridade.  Um alto grau de similaridade (99,8%) foi observado 
nos isolados CF2 e CF3 que apresentaram apenas um nucleotídeo de diferença para a 

Comparação dos Cães CF2, CF3, CL1 e CL2 com a sequencia 
) 
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Um alto grau de similaridade (99,8%) foi observado 
nos isolados CF2 e CF3 que apresentaram apenas um nucleotídeo de diferença para a 

com a sequencia FJ755179 
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5 DISCUSSÃO 
 
 
 

Cyniclomyces guttulatus é amplamente reconhecida como um habitante natural do 
trato digestivo de coelhos, porquinhos-da-Índia, chinchilas, ratos e camundongos.  No 
entanto, as dificuldades associadas com a cultura e a manutenção desta levedura têm servido 
para limitar as investigações sobre a biologia e potencial patogenicidade deste 
microorganismo. 

Tradicionalmente, o diagnóstico de infecção com esta levedura requer o isolamento a 
partir de material clínico, como uma cultura pura, seguida por uma análise morfo-fenotípica 
das colônias.  Nas últimas décadas, o uso de técnicas moleculares tem sido aplicado na 
identificação de culturas provenientes de material clínico incluindo fezes, conteúdo estomacal 
e vesícula.  Essas técnicas são baseadas no isolamento de DNA a partir de culturas puras 
seguida da análise das sequências de uma região variável (domínio D1/D2) do gene que 
codifica a subunidade maior (26S) do RNA ribossomal (rRNA).  

Existe uma evidência crescente, derivada de estudos na Europa, Ásia, EUA e, mais 
recentemente, no Brasil, indicando que a levedura C. guttulatus tem o potencial de atuar como 
um agente patogênico, associado com infecções gastrointestinais em cães.  Porém, dados 
relatados por Mandigers et al. (2014), discordam desta evidência pois nas análises de 140 
amostras de fezes de cães com doenças gastrintestinais, a presença de C. guttulatus nas fezes, 
ao menos no caso da Holanda, não teve significado clínico. Sendo assim, não era a causa 
principal da diarreia nos cães.  Tendo em vista, a controvérsia sobre o potencial patogênico 
desta levedura em cães, mostrou-se a necessidade de desenvolvimento de ferramentas que 
facilitem a identificação desta levedura de material clínico e um melhor entendimento de sua 
biologia.  Os estudos relatados até o momento, apesar de limitados, mostram que os isolados 
C. guttulatus de cães apresentam um elevado grau de divergência em comparação com os 
isolados de coelhos e porquinho da índia (FLAUSINO et al., 2012).  O presente estudo teve 
como objetivo principal o desenvolvimento de um método robusto, rápido e financeiramente 
viável de identificação de culturas isoladas de cães incluindo aqueles com sintomas de 
doenças gastrintestinais. 

Foram estudadas 22 amostras, incluindo culturas disponíveis em nosso laboratório, 
quatro novas culturas de cães e 15 novas culturas de coelhos coletadas de duas populações 
diferentes de coelhos de laboratório.  A inclusão dos isolados de coelhos no estudo, foi 
considerada relevante uma vez que já se tem conhecimento sobre a relação entre esses dois 
organismos.  Porém mesmo com todo o conhecimento sobre a interação entre estes dois 
organismos, apenas dois isolados (um dos EUA e um do Brasil) foram estudados a nível 
molecular. 

Todos os isolados estudados apresentaram crescimento de colônias com a morfologia 
de C. guttulattus conforme descrito por Saito et al. (1984), Kurtzmann e Robnet (1998), Neel 
et al. (2006), Flausino e Baroni (2009) e Flausino et al. (2012), Flausino et al. (2013).  O 
zimograma mostrou que todas as amostras fermentaram fortemente glicose e sacarose como 
também foi observado por Sato et al. (1984), Buecher e Phaff (1972), Kurtzman e Fell (1998), 
Shifrine e Phaff (1958), Richle e Scholer (1961), Phaff e  Miller (1971) e, Flausino e Baroni 
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(2009).  Também foi observada a fermentação de rafinose como descrito pelos mesmos 
autores, demonstrando que as amostras analisadas eram de C. guttulatus.  As amostras 
analisadas também apresentaram uma fraca fermentação de galactose, que não havida sido 
observado anteriormente.  Porém é preciso notar que C. guttulatus apresenta o mesmo perfil 
fermentativo de outros leveduriformes (C. albicans e S. cereviseae) encontrados em cães.  
Desta maneira não foi possível através desta técnica afirmar que os isolados eram de C. 
guttulatus.  Deve-se notar que estudos anteriores realizados em nosso laboratório, foram 
isolados duas culturas de fezes de cão que mostraram similaridade com C. guttulatus quando 
comparadas morfologicamente.  Essas culturas foram identificadas como Kazachstania sp. 
(levedura X) e Pichia kudriavzevii através da análise das sequências (Comunicação pessoal 
Dr. Gilberto Flausino).  Essa observação mostra que a identificação baseada na morfologia é 
limitada e assim torna-se necessário a aplicação de técnicas moleculares para uma 
identificação definitiva. 

O sequenciamento de produtos de PCR fornece uma identificação precisa das culturas, 
porém seu custo elevado e alto nível de habilidade técnica, para realização da técnica e análise 
das sequências, torna o uso desta inviável como rotina nos laboratórios.  Em contrapartida, 
uso de técnicas alternativas e financeiramente viáveis para análise de produtos de PCR devem 
ser utilizadas como uma análise preliminar dos isolados a fim de ser obter um grupo 
representativo de amplicos para sequenciamento.  Um método alternativo é o PCR-RFLP 
baseado na digestão com enzimas de restrição de produtos de PCR gerando uma série de 
fragmentos de diferentes tamanhos, que são resultantes de mutações, deleções ou inserções 
nos sítios de restrição.  O DNA digerido é separado por eletroforese em gel (agarose ou 
poliacrilamida) e as imagens são utilizadas para análise dos padrões de bandas gerados 
(RAMESHKUMAR et al., 2012). 

 As amostras consideradas positivas para C. guttulatus tiveram seu DNA extraído, 
junto com as culturas de outras espécies de leveduras previamente identificadas e descritas 
como componentes da microbiota de cães (BRITO et al., 2009).  Em seguida, realizou-se 
amplificação do gene 26S rDNA região do domínio D1/D2 gerando um amplicon (produto da 
PCR) de aproximadamente 630pb.  Baseado na análise in silico realizada neste estudo, usando 
amplicons depositados no GenBank, foi selecionada as enzimas DdeI, HaeIII e MspI para o 
estabelecimento de um protocolo de PCR-RFLP capaz de identificar C. guttulatus. 

Os padrões de bandas observados nos géis de poliacrilamida para todos os isolados 
suspeitos de C. guttulatus corresponderam ao padrão previsto na análise in silico.  A 
separação das bandas por eletroforese demonstrou que existem dois padrões de bandas 
possíveis para C. guttulatus quando corta-se um amplicon de aproximadamente 630pb com a 
enzima DdeI.  Essa observação sugere que o PCR-RFLP foi capaz de identificar a variação 
intra específica do domínio D1/D2 reportada anteriormente por Flausino et al. (2012).  Em 
contrapartida, as outras duas enzimas não foram capazes de separas os dois grupos de 
sequências.  Assim como a enzima DdeI, a enzima MspI conseguiu fornecer um padrão claro 
suficiente para identificação de C. guttulatus.  Enquanto, a enzima HaeIII não conseguiu 
diferenciar C. guttulatus de Rhodotorula sp. 

Baseado nestes dados, um método de identificação de C. guttulatus foi proposto 
baseado na digestão do amplicon gerado para o domínio D1/D2 com as enzimas DdeI e MspI.  
Este método usou um alvo comumente empregado para análises molecular de leveduras 
(KURZTMAN; ROBNETT, 1998; GARNER et al., 2010) e permite um rápida identificação 
(24 a 48 horas) de isolados de C. guttulatus.  Este método tem baixo custo e é uma alternativa 
tecnicamente viável ao sequenciamento. 
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 O método de PCR-RFLP mostrou-se eficiente para a identificação diferencial dos 
isolados de C. guttulatus e permitiu o reconhecimento de variações nas sequências entre os 
isolados.  Porém a análise através do PCR-RFLP se mostrou limitada na detecção de 
polimorfismos específicos e foi incapaz de fornecer informações detalhadas em relação a 
variação de nucleotídeos ao longo da sequência (gene ou produto de PCR).  Para suprir essa 
limitação, foi necessário a realização do sequenciamento a fim de determinar as diferenças 
nos nucleotídeos. 

 Primeiramente, foram sequenciados os amplicons de 15 isolados de C. guttulatus 
coletados de duas populações distintas de coelhos mantidas em laboratórios da UFRRJ.  Essa 
análise revelou a existência de três grupos distintos (Sequence Types: ST1, ST2 e ST3).  Dois 
desses grupos, ST1 e ST3 foram bem similares entre si apresentando um total de seis 
nucleotídeos de diferença entre os 591pb sequenciados.  Essas diferenças, não afetaram o 
padrão de bandas gerados pelas enzimas usadas no PCR-RFLP para os isolados suspeitos de 
C. guttulatus.  Quando esses grupos foram comparados com a sequência (JQ689012) obtida 
de um coelho nos EUA, foi observado que ST1 apresentava oito nucleotídeos de diferença 
(98,7% de similaridade) e que o grupo ST3 apresentava seis nucleotídeos de diferença (99% 
de similaridade). 

 Todos os isolados que produziram o segundo padrão de bandas (caracterizado pela 
presença de uma banda de aproximadamente 45pb) com a enzima DdeI, pertencem ao grupo 
ST2.  Este grupo mostrou uma diferença de 18 nucleotídeos (96,9% de similaridade) em 
comparação com o grupo ST1, 19 diferenças de nucleotídeos quando comparado com o grupo 
ST3 (96,8% de similaridade) e 23 diferenças de nucleotídeos para a sequência do coelho 
americano JQ689012 (96,1% de similaridade).  Os níveis de polimorfismos observados nos 
600pb do domínio D1/D2 na sequencia do grupo ST2 (e em menor escala para os grupos ST1 
e ST3) foram substancialmente maiores que os níveis descritos para outras espécies de 
ascomicetos, onde a divergência no número de nucleotídeos entre cepas tipos e isolados co-
específicos geralmente foi menor que três nucleotídeos, chegando ao máximo de seis 
nucleotídeos em algumas espécies (KURTZMAN; ROBNETT, 1998).  Concluímos que ST1 
e ST3 são isolados intimamente relacionados com a cepa tipo e que os isolados do grupo ST2 
podem representar uma espécie diferente ou sub-espécie de Cyniclomyces. 

 As análises das sequências vindas do isolados de cães revelou que dois dos isolados 
(Husky e CF4) foram idênticos ao grupo ST3.  Os outros quatro isolados mostraram apenas 
um ou dois nucleotídeos de diferença para o grupo ST1.  Em contrapartida, o isolado CF3 
mostrou apenas dois nucleotídeos de diferença (99,7%) de similaridade quando comparado ao 
grupo ST2.  Assim, todos os três grupos identificados nos coelhos também foram encontrados 
nos isolados de cães.  Para completar as análises, os isolados foram comparados com uma 
sequência de cão da Noruega (a única sequência não brasileira de cão depositada no 
GenBank).  Essa sequência mostrou 99,8% de similaridade com o grupo ST1, 98,5% de 
similaridade com ST3 e 97,9% de similaridade com a sequência tipo de coelho.  Como tal, foi 
agrupado com a maioria dos isolados de cães deste estudo. 

 Vale a pena considerar a possibilidade de o gênero Cyniclomyces ter de fato mais de 
uma espécie como sugerido por Gjerde et al. (2009), onde foram registrado um total de 11 
substituições de nucleotídeos (em mais de 533 nucleotídeos) entre o isolado norueguês 
(FJ755179) e a cepa tipo de coelho NRRL/Y17561.  No entanto, para avaliar esta 
possibilidade será necessário estender a análise genética destes isolados utilizando uma 
abordagem de sequenciamento de múltiplos genes (KURTZMAN; ROBNETT, 1998; 
KURTZMAN et al., 2005; SUH et al., 2006; AMSELEM et al., 2011).  Esta estratégia pode 
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ser considerada como essencial, a fim de evitar que se chegue a uma conclusão errada através 
de análise filogenética baseada em uma única sequência. 

Neste contexto, dez versões diferentes do domínio divergente D1/D2 da subunidade 
maior (26S) do DNA ribossomal foram identificadas entre os membros da espécie de levedura 
ascomiceta Clavispora lusitaniae.  Os polimorfismos foram independentes um do outro e 
várias estirpes eram heterogêneas para um ou mais dos polimorfismos.  Estas observações 
sugerem cautela na utilização de divergência, nesta sequência única, como o principal critério 
para a delimitação das espécies de levedura (LACHANCE, et al., 2003).  Assim, as 
sequências de quatro loci adicionais, especificamente a subunidade menor (18S) do gene do 
RNA ribossomal (rRNA), o gene que codifica o fator de elongação-1ª (EF-1a), juntos com  a 
maior e a segunda maior, subunidades do gene que codifica o RNA polimerase II (RPB1 e 
RPB2) têm sido relatadas como importantes marcadores filogenéticos aplicado com êxito à 
filogenia de leveduras (SUH et al., 2006; AMSELEM et al., 2011).  

 Em síntese, foi observado que a identificação tradicional baseada em 
características morfológicas e fenotípicas foi inadequada para a identificação definitiva de C. 
guttulatus.  Em contrapartida, a técnica de PCR-RFLP desenvolvida neste estudo forneceu um 
meio de identificar esta levedura e permitiu a detecção de duas variantes genéticas.  As 
análises detalhadas das sequências do domínio D1/D2 mostrou a existência de três grupos.  
Dois deles são intimamente relacionados um ao outro e a cepa tipo de coelho. O terceiro 
grupo mostrou uma grande variação na sequência e pode representar uma nova espécie. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

 

6.1 MORFOLOGIA E DESENVOLVIMENTO DE Cyniclomyces guttulatus 

 A identificação através das características morfológicas e fenotípicas foi incapaz de 
fornecer uma identificação definitiva dos isolados suspeitos de ser C. guttulatus. 

 

6.2 PCR-RFLP (Gene 26s rDNA região do domínio D1/D2)  

 Identificação de C. guttulatus pode ser realizada utilizando a técnica de PCR-RFLP, 
com base na digestão (com as enzimas Ddel e MspI) da região do domínio D1/D2 do gene 
26S rRNA. O método é eficiente e permite a identificação diferencial de C. guttulatus de 
outras espécies de leveduras associadas com cães.  

 

6.3 SEQUENCIAMENTO DAS AMOSTRAS ISOLADAS 

 A região do domínio D1/D2 dos isolados analisados neste estudo mostrou grande 
variação de nucleotídeos e eles foram agrupados em três grupos tipos de sequência (ST's).  
Devido a grande diferença em número de nucleotídeos do grupo ST2 para os outros (ST1 e 
ST3) identificados por sequenciamento é provável a existência de uma nova espécie ou 
subespécie. Um estudo com mais genes deve ser realizado para confirmação.  
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