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RESUMO

BATH, FELIPE VICTORIO DE CASTRO. AVALIAGAO DA VIRULENCIA IN VITRO DE
Candida spp (BERKHOUT,1923) ISOLADAS DE OROFARINGE DE Struthio camelus
(LINNAEUS, 1758). 2009. 73p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia Veterinaria). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria, UFRRJ, Seropédica,

RJ, 2009.

O objetivo deste trabalho foi verificar o percentual de Candida spp em orofaringe de avestruzes
(Struthio camelus) e avaliar a viruléncia in vitro das espécies isoladas. A motivagdo para esta
pesquisa deveu-se ao fato do avestruz ser uma espécie exotica e pelo ndo conhecimento do
potencial de microrganismos que esta possui. Os animais foram divididos em quatro grupos,
totalizando 80 amostras. A pesquisa da presenga do agente nos swabs oriundos das aves foi feita
no Lab. de Leveduras. Patogénicas e Ambientais, Depto de Microbiologia e Imunologia
Veterinaria, IV, UFRRIJ, por processamento dos mesmos, com semeadura em meio de cultivo
agar Sabouraud dextrose. As confirmacdes de isolamento foram realizadas por meio de testes de
macromorfologia, micromorfologia, realizagdo de auxanograma, zimograma € provas
complementares. Do total de amostras processadas da orofaringe, 32,5% obtiveram crescimento
leveduriforme, tnico ou acompanhado de fungos filamentosos. O crescimento de C. albicans
correspondeu a 65,38% do total de isolados leveduriformes. A maioria dos isolados foi
fortemente positiva para producdo de protease e¢ aproximadamente metade destas amostras
também mostraram-se positivas para a producdo de fosfolipases o que sugere a alta viruléncia

destas amostras.

Palavras chave: Candida, avestruzes, viruléncia.
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ABSTRACT

BATH, FELIPE VICTORIO DE CASTRO. EVALUATION OF THE VIRULENCE IN
VITRO OF Candida spp (BERKHOUT, 1923) ISOLATED OF OROPHARYNX OF
Struthio camelus (LINNAEUS, 1758). 2009. 73p. Dissertation (Master in Veterinarian
Microbiology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Microbiologia e Imunologia

Veterinaria, UFRRJ, Seropédica, RJ, 2009.

The objective of this work was checked Candida's percentage spp in oropharynx of ostriches
(Struthio camelus) and he valued in vitro the virulence of the isolated strains. The motivation for
this research was due to the fact of the ostrich be exotic sorts and for the ignorance of the
potential microrganisms that this one has. The animals were divided in four groups, totalizing 80
samples. The research of the presence of the agent in swabs originating from the birds was done
in the Laboratory of Patogenic Yeasts and You set, Depto of Microbiology and Imunology
Veterinary, Institute of Veterinary, UFRRIJ, for processing of same, with sowings in environment
of cultivation on Sabouraud dextrose agar. The confirmation of isolations were carried out
through tests of macromorphology, micromorphology, realization of auxanogram, zimogram and
complementary proofs. Of the total of samples of the oropharynx, 32,5 % obtained growth with
yeasts, only or accompanied by moulds. The growth of C. albicans corresponded to 65,38 % of
the total of isolates. The most of the isolated ones were strongly positive for production of
protease and approximately also they showed half of these positive samples for the production of

phospholipases what suggests some degree of virulence of these strains.

Key Words: Candida, ostriches, virulence.
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INTRODUCAO

A criacdo de avestruzes (Struthio camelus), inicialmente como atividade comercial para
produgdo de plumas, teve inicio no século XIX, sendo que nos ultimos 20 anos houve um grande
interesse mundial pela produ¢do de carne de alta qualidade, plumas e couro (SOTIRAKI et al.,
2001; GORDO et al., 2002).

A carne de avestruz é considerada uma alternativa de carne vermelha, sendo atraente em
virtude de seu alto valor protéico, porém com baixo teor de lipidios e perfil em acidos graxos
saturados, representando assim, uma vantagem para o consumidor em relacdo a prevencdo de
doengas cardiovasculares (SANTOS, 1999; GIANNONI et al. 2005).

Os avestruzes sofreram, durante milhares de anos, uma enorme pressao de sele¢do natural,
fazendo com que sua adaptabilidade a ambientes diversos, possibilitasse seu desenvolvimento no
continente africano, gerando um grau de rusticidade pouco visto em outros animais de cria¢ao
racional (WALLACH & BOEVER, 1983). Estes animais, porém, desenvolveram todo seu
potencial adaptativo para sobreviver em uma das regides mais inospitas do mundo, onde as
médias pluviométricas giram em torno dos 300 milimetros por ano, onde a escassez de alimentos
¢ quase absoluta e as médias de temperatura ambiental sofrem variagdes enormes entre os dias e
as noites (CARRER et al., 2004).

O interesse despertado pela estrutiocultura, sobretudo nos ultimos anos, exige que se deva
conhecer melhor o ambiente originario dessas aves, de forma a possibilitar a real avaliacdo do
pontencial de adaptagdo desta espécie em nossas condigdes e proporcionar que os criadouros
sejam instalados em locais com maior chance de sucesso, preferindo-se as areas onde as

condi¢des ambientais ndo sejam restritivas para os animais.
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Os avestruzes ainda mantem acentuada vinculacao as condi¢des ambientais silvestres da sua
origem, por ndo terem sofrido forte selecdo genética, voltada para o manejo zootécnico. Portanto,
o ambiente tem grande influéncia na determinagdo de aspectos ligados ao desempenho produtivo,
sobretudo na reproducdo e criacdo de filhotes e animais jovens.

Considera-se de grande importancia o manejo ¢ a administragdo de medicamentos na criagao
de avestruzes. Os antimicrobianos usados s3o os mesmos indicados para outras espécies de aves,
mas, por vezes, necessita-se de doses maiores ou outros medicamentos, os quais devem ser
utilizados com cuidado. Sempre ¢ recomendavel o isolamento do agente envolvido ¢ a realizagao
do teste de sensibilidade a antimicrobianos, sendo que, este ultimo podera ser definitivo no
tratamento correto e eficiente (SANTOS et al., 2007).

Na producdo animal, os antimicrobianos tém sido utilizados como aditivos em ragdo para
proporcionarem maior desenvolvimento e, consequentemente, para atuarem como promotores de
crescimento ¢ na prevengdo ou tratamento de doengas especificas, administrados por via
parenteral, oral ou misturados as ra¢des (VALLE, 1985).

A epidemiologia faz-se um instrumento importante para a abordagem preventiva e racional
bem como para o controle dessas infecgdes. Como ¢ documentado, sdo varias as deficiéncias na
habilidade de prevencao, diagndstico precoce e preciso, bem como no tratamento das infec¢des
causadas por leveduras do género Candida. Poucos sdo os relatos sobre patogenicidade e
epidemiologia. Seguindo-se uma das linhas de pesquisa do Laboratério de Leveduras Patogénicas
e Ambientais, o presente projeto visou determinar a frequéncia de leveduras pertencentes ao
género Candida em orofaringe de avestruzes, assim como avaliar in vitro o grau de viruléncia das

espécies de Candida isoladas, através da analise de produgdo de fosfolipase e de protease.

-13-



1- REVISAO DE LITERATURA

1.1- Candida spp.

Atualmente, o género Candida possui aproximadamente 200 espécies, 17 das quais de
interesse clinico (KURTZMAN & FELL, 1998; COLOMBO et al., 1999). Dessas espécies,
apenas trés ou quatro sdo responsaveis por mais de 90% das ocorréncias denominadas
candidiases. O estado teleomorfico (sexual) foi descrito para diversas destas espécies que na
maioria das vezes apresentam-se ascosporadas (CALDERONE et al., 2000).

Candida albicans foi observada pela primeira vez em 1839 por Langenbeck em aftas de um
paciente com tifo (CALDERONE & FONZI, 2001). Esta levedura ja possuiu mais de 111
denominagdes diferentes, tendo sido transferida para o género Candida em 1923 por Berkhout
(KURTZMAN & FELL, 1998). A sinonimia para Candida albicans inclui: Oidium albicans,
Saccharomyces albicans, Monilia albicans, Monilia alba, dentre dezenas de outras denominagdes
atualmente sem uso.

A candidiase constitui-se em um grande problema de saude publica por ser a Candida spp um
dos principais agentes envolvidos com infec¢do nosocomial, estando diretamente relacionada a
contaminagdo extrinseca ou intrinseca de solugdes de irrigagdo, de artigos médicos, de sistemas
de suporte a vida e as tecnologias hospitalares, bem como do contato manual dos profissionais de
saude. As candidiases respondem por cerca de 80 % das infec¢des fungicas hospitalares e por um
nimero substancial de consultas médicas ambulatoriais relacionadas a pacientes que
desenvolvem quadros de candidiases cutineas, orofaringeas e, sobretudo, candidiase

vulvovaginal (FRIDKIN & JARVIS, 1996). Infec¢des sistémicas causadas por Candida spp sao
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uma das maiores causas de enfraquecimento generalizado e mortalidade de pacientes
imunodeficientes (PFALLER, 1995; COLOMBO el al., 1999).

O género Candida apresenta capacidade assimilitatoria oxidativa e fermentativa, por meio das
quais se torna apta a utilizar uma variedade de substincias organicas (BODEY, 1988). Estas
leveduras encontram-se hoje separadas em 12 grupos fisioldgicos, de acordo com a assimilacao
de determinadas substancias como agucares ¢ fontes de nitrogénio, e também de acordo com
outros aspectos fisioldgicos. A maioria das espécies de interesse clinico encontra-se alocada no
grupo VI (KURTZMAN & FELL, 1998).

Na reproducdo assexuada multiplicam-se, a maioria, por brotamentos multilaterais. As células
sdo globosas, elipsoides ou cilindricas. Ocasionalmente, algumas espécies apresentam formas
como ogivas, triangulares e lunadas (MURRAY, 1999).

Dependendo das espécies, pseudohifas e hifas verdadeiras podem ser formadas, porém nao
formam artroconideos. Com relagdo a sua fisiologia, podem fermentar acucares e durante o seu
crescimento, podem formar peliculas, se cultivadas em meio liquido. De modo diferente de
algumas leveduras, compostos extracelulares semelhantes a amido ndo sdo produzidos durante
cultivo. E uma levedura com reagdo negativa para a reagdo do azul de diazonio B e para a prova
de producdo de urease. Existem espécies assimiladoras do inositol (KURTZMAN & FELL,
1998).

A composicao da parede celular de leveduras e micélios apresenta diferengas quantitativas. A
forma micelial apresenta maior quantidade de quitina (cerca de 2,7 a 21%) ao passo que a forma
de levedura contém 0,7 a 9% dessa substancia. Essa ultima porém ¢é mais rica em proteinas.
Alguns autores também demonstraram que o componente lipidico nas formas de leveduras sdo
encontrados em menores quantidades, quando comparado com a forma micelial (BODEY, 1988;

CALDERONE & FONZI, 2001).
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Em condi¢bes especiais, in vitro, algumas espécies, tais como Candida albicans, podem
produzir clamidoconideos, estruturas de resisténcia formadas por uma parede celular grossa e
citoplasma condensado, quando a levedura encontra-se em condi¢des de crecimento desfavoravel
(HAYNES, 2001).

De acordo com POLAK (1992), é grande o polimorfismo clinico decorrente da agdo
patogénica de Candida albicans. Pode a doenga assumir, desde formas clinicas localizadas, tais
como estomatite, até¢ formas graves, de doenca generalizada, existindo entre esses extremos toda
uma gama de configuragdes clinicas. As candidiases interessam, pois, a profissionais que militam
no ambito de diversas especialidades. Cumpre salientar que, além de apresentar outras
localizagdes, as lesdes de candidiase podem instalar-se em qualquer regido do tegumento cutaneo
ou das superficies mucosas, assim envolvendo, notadamente, aspectos dermatolégicos e
estomatologicos.

A possibilidade de identificar as espécies e¢ avaliar seu grau de viruléncia ¢ um fator
importante no desenvolvimento de medidas de prevengdo e controle das candidiases.
Acompanhando o aumento das infec¢des fungicas, alguns novos agentes antifingicos menos
toéxicos aos seres humanos e animais e sistematicamente mais ativos estdo sendo desenvolvidos,
aumentando as possibilidades terapéuticas, porém tornando a decisdo de usa-los cada vez mais

dificil pela possivel selecdo de cepas resistentes (GIUSIANO, 1999).
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1.1.1- ECOLOGIA

O habitat natural das varias espécies de Candida ¢ bastante amplo, estando ligado a varias
espécies animais investigadas, como as domésticas, uma variedade de mamiferos selvagens e
aves. No homem ¢ nos animais a Candida spp tem como habitat as mucosas digestiva
(endosaprofita) e genital, sendo também encontrada no trato respiratério, pregas cutaneas e
espacos interdigitais. Essencialmente, todas as areas do trato gastrintestinal de humanos podem
conter espécies de Candida spp (MURRAY, 1999; LACAZ et al., 2002).

Ao contrario da C. albicans , as demais espécies sdo facilmente isoladas de agua, solos e
plantas (MEYERS & AHEARN, 1974). Existe uma prevaléncia de leveduras estritamente
aerdbicas em aguas nao poluidas e de leveduras fermentativas em aguas poluidas. As leveduras
fermentativas podem ser bons indicadores de poluicdo doméstica e contaminacdo fecal
principalmente Candida krusei, C. tropicalis, C. parapsilosis e C. guilliermondii que sdo espécies
isoladas com freqii€ncia de aguas poluidas por esgotos domésticos e de fontes humana e animal.

Espécies de leveduras sdo associadas a ambientes terrestres, porém poucas associagdes tém
sido relatadas como prevalentes de habitat marinho (HAGLER & AHEARN, 1987). As leveduras
podem estar envolvidas nos habitats marinhos, na decomposic¢do, na ciclagem de nutrientes, na
biodegradacao de compostos xenobidticos, como petroleo e seus derivados, e como parasitas
(MEYERS & AHEARN, 1974).

Em 1981, Hagler ¢ Mendonga-Hagler relataram Candida, Rhodotorula, Torulopsis e
Trichosporon como géneros mais freqiientemente isolados de aguas de estuario poluido no Rio de
Janeiro. Espécies de Debaryomyces hansenii, Candida parapsilosis e Trichosporon mucoides
foram isoladas de ambiente hipersalino de 4gua do mar na Republica Dominicana (BUTINAR et

al., 2005). Araujo et al. (1995) relatam que Candida boidinii e C. famata sdo espécies isoladas
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com freqiiéncia de ambiente de mangue; assim como diversas espécies foram relatadas de
amostras oriundas de praias na Baixada Santista em S3ao Paulo — SP (PURCHIO et al., 1988;
PAULA et al., 1983).

As plantas representam o habitat mais importante para uma grande variedade de leveduras.
Néctares de flores, folhas e frutos sdo habitados por grande variedade de leveduras selvagens
devido a elevada concentragdo de acucares simples, baixo pH e intensa visitagdo de vetores. A
casca integra dos frutos faz com que esses microrganismos permanegam na superficie até que
ocorram lesoes e eles cheguem ao interior do fruto (LAHLALI et al., 2008).

Inicialmente, as folhas e os frutos imaturos sdo dominados por leveduras ndo fermentativas,
disseminadas, na sua maioria, por correntes de ar. Estas comunidades s3o compostas,
principalmente, por basidiomicetos dos géneros Cryptococcus e Rhodotorula e leveduras negras,
como Aerobasidium pululans (CORREIA MAGALHAES et al., 1991).

Frutos maduros, especialmente os caidos no chdo, sdo utilizados como alimento e local de
ovoposi¢do para numerosos insetos, que transferem leveduras do ambiente ao redor para os
frutos. Nestas condicdes, os frutos passam a ser colonizados por ascomicetos que se multiplicam
rapidamente e consomem os agucares simples existentes nos frutos. Apos alguns dias, os agucares
simples comegam a se esgotar e sdo substituidos pelos produtos da fermentagdo e por moléculas
mais complexas. Em sucessdes posteriores, produtos como o etanol e os acidos organicos sdo
utilizados pelas leveduras (RAO et al., 2008).

Frutos nessas condi¢des possuem, freqlientemente, comunidades dominadas por leveduras
fermentativas e tornam-se, portanto, iscas naturais para o isolamento de leveduras autdctones.
Espécies dos géneros Issatchenkia, Pichia, Candida e Kloeckera sao comumente isoladas de

frutos maduros em ambientes tropicais. (RAO et al., 2008).
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1.1.2- EPIDEMIOLOGIA

A infecgdo produzida por linhagens do género Candida spp pode ser aguda ou cronica,
superficial ou profunda, localizada ou disseminada e sempre de carater oportunista. Embora na
maioria dos animais imunocompetentes, a Candida albicans seja um habitante normal das
mucosas, a mesma emerge, quando o organismo apresenta fatores predisponentes, sejam eles
patoldgicos, fisiologicos ou iatrogénicos (RIPPON, 1988). A intensidade da doenga depende do
grau de alteragdo do sistema imunologico (GIUSIANO, 1999).

O numero das infecgdes fingicas tem aumentado significantemente nos ultimos anos,
sobretudo com o aumento do uso de antibidticos de amplo espectro e de drogas
imunossupressoras. Neoplasias, doengas do coladgeno, trauma extenso e outras doencas
imunodebilitantes t€ém colaborado com o crescimento do nimero de pacientes com predisposicao
significativa para desenvolver a candidiase disseminada (GODOY et al., 2003; ODDS, 1994).

As leveduras do género Candida tém grande importancia pela alta freqiiéncia com que
colonizam ¢ infectam. Espécies de Candida sdo encontradas no trato gastrointestinal em 20 a
80% da populagdo humana adulta saudavel. Estes microrganismos comensais tornam-se
patogénicos caso ocorram alteracdes nos mecanismos de defesa do hospedeiro ou o
comprometimento de barreiras anatdmicas, secundariamente a queimaduras ou procedimentos
invasivos (GOLDMAN et al., 1995). Alteragdes dos mecanismos de defesa do hospedeiro podem
ser decorrentes de mudangas fisioldgicas caracteristicas da infancia (prematuridade) e
envelhecimento ou mais freqiientemente, associadas a doengas degenerativas, neoplésicas,

imunodeficiéncias congénitas ou adquiridas e imunodepressao.
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1.1.3- PATOGENIA NOS ANIMAIS

A infecgdo por espécies do género Candida, comegaria pela aderéncia da levedura as células
da pele e da mucosa e seguiria com a multiplicacdo celular, formando posteriormente,
dependendo da espécie, tubo germinativo, produzindo proteases e fosfolipases, permitindo a sua
penetracdo e a conseqiiente resposta inflamatdria, causando danos aos tecidos vizinhos ao local
da invasdo celular. A possibilidade de identificar as espécies de Candida e avaliar o seu grau de
viruléncia constitui-se um fator importante para desenvolvimento de medidas de prevencdo e
controle das candidiases (GIUSIANO, 1999).

C. albicans foi inicialmente implicada como unica espécie envolvida na etiologia da
candidiase em animais (ODDS, 1994), através da formac¢do de tubo germinativo, aumentando seu
potencial de viruléncia em infec¢des em mucosas € na pele. Dentre as afec¢des que afetam os
animais podemos destacar as estomatites, mastites, linfadenites pulmonares e intestinais, cistites e
afec¢des sistémicas (MACHADO, 2001).

O tubo germinativo ¢ o precurssor da hifa e o grau de filamentagdo estd implicado na
viruléncia. Ja foi demonstrado que, in vitro, leveduras do género Candida sdo capazes de se
ligarem a varias superficies inertes formando biofilme (PICHOVA et al., 2001), como nos
polimeros ou canos de teflon.

Na orofaringe, a Candida integra-se a outros microrganismos ai existentes, como bactérias,
outras leveduras e protozodrios. A compatibilidade da coexisténcia dessa populagdo microbiana
com a saude decorre do desenvolvimento, desde o nascimento, de mecanismos imunoldgicos e
processos de adaptacdo e readaptacdo continuos, através dos quais se estabelece vinculo
biologico entre o organismo e os microrganismos que ele abriga (STAIB et al., 2000). Tal

vinculo garante a condi¢do saprofitica desses mircrorganismos, pelo estabelecimento de um
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estado de equilibrio ecoldgico denominado de anfibiose e que caracteriza uma situacao dinamica,
intermediaria entre a simbiose e a antibiose (TRONCHIN et al., 1991).

Acredita-se que fatores ambientais possam alterar o poder fisioldgico da levedura,
provavelmente afetando alguma atividade enzimadtica especifica que conduza a mudancas
quantitativas na composicdo de sua parede celular. Desta forma, ocorreriam alteragdes
morfogenéticas que resultariam na formagdo do micélio, o qual ¢ associado ao processo de
infec¢do progressiva da candidiase (ARENAS, 1993).

Varios fatores tém sido relacionados com os mecanismos de infeccdo destes patogenos,
dentre eles, a eliminagdo da competi¢do bacteriana, o que poderia explicar o aumento das
espécies do género na micobiota normal, inclusive intestinal. A diminui¢do da biota bacteriana no
trato alimentar, aliada as condigdes do hospedeiro, acredita-se, levam ao desenvolvimento dessas
leveduras. O efeito colateral dos agentes antimicrobianos n3o se limitaria apenas aos
antibacterinos, estendendo-se também aos antifungicos (GIUSIANO, 1999).

Como as leveduras do género Candida fazem parte da microbiota endogena do corpo, estas
expressam bem a variedade das relagdes que podem ocorrer entre o hospedeiro e a microbiota
autdctone, podendo ir do comensalismo a doenca sistémica fatal e as formas clinicas das mais
variadas, onde os tecidos mais atingidos sdo os da cavidade oral e da vagina. A candidiase
denominada cutanea ocorre preferencialmente pelas areas intertriginosas da pele das patas, nas
virilhas e nas axilas. No entanto, também estdo comprometidas nas infec¢des sistémicas, podendo
atingir variados orgdos, causando candidiase pulmonar, endocardite, nefrite, ¢ fungemias.
Dependendo da localizagdo, a candidiase pode se manifestar de diversas formas. Na candidiase
oral podem ser observadas formas localizadas ou extensas (POLAK,1992).

BUCK (1990) isolou Candida spp em 50% das amostras de fezes de aves aquaticas, assim

como outras espécies de microrganismos como Campylobacter, Listeria, Salmonella e Yersinia.
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Todos os agentes envolvidos possuem alta patogenicidade em humanos e animais e estas aves
podem atuar como portadores assintomaticos.

Em um dos primeiros estudos realizado por STANKUSHEYV et al (1978) com 2315 amostras
oriundas da cavidade oral, reto, traquéia e cloaca de porcos, galinhas, patos dentre outros animais
foi demonstrada a presenga do género Candida e que ainda a infecgdo por ela ¢ facilitada quando

se utiliza antibidticos de amplo espectro de forma indiscriminada.
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1.1.4- FATORES RELACIONADOS A VIRULENCIA

Além dos fatores relacionados ao hospedeiro para a ocorréncia das candidiases, acredita-se
que Candida albicans e algumas outras espécies do género possuam alguns atributos celulares e
moleculares que conferem a estas leveduras a habilidade de causar infec¢do. Diferentes fatores,
tais como aderéncia, dimorfismo, producao de toxinas e enzimas, tém sido responsabilizados pela

patogenicidade (RUCHEL, 1984; POLAK,1992; STAIB et al., 2000; HAYNES, 2001).

As propriedades adesivas das diferentes espécies de Candida classificam-nas de acordo com a
viruléncia. As espécies mais virulentas C. albicans e C. tropicalis, mostram uma forte aderéncia e
a mais alta afinidade para polimeros plésticos (BODEY, 1988; MATSUMOTO et al., 2002). A
producdo de tubo germinativo com formacdo de micélio por algumas espécies tem sido
correlacionada ao aumento de viruléncia, devido a maior superficie de adesdo, a variacao de
antigenos de superficie e pela capacidade de resistir a fagocitose (KIMURA & PEARSALL,
1982; WEINFELD et al., 1999).

A producdo de enzimas como as fosfolipases e proteinases sdo um dos fatores de viruléncia
mais estudados do género Candida. Estas enzimas permitem penetragdo da levedura nas células,
ocasionando resposta inflamatéria com dano aos tecidos subjacentes. Dependendo do estado
imunoldgico do hospedeiro e da habilidade do microrganismo, a colonizagdo, inicialmente
superficial, pode se disseminar. Desta forma, o primeiro degrau no desenvolvimento de
candidiase sistémica ¢ a colonizacdo no trato gastrintestinal, genitourinrio, orofaringe, pele e

mucosas em geral (GHANNOUM & ABU-ELTEEN 1986).
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1.1.4.1- PROTEINASES

Numerosas proteinases sdo produzidas por espécies do género Candida, inclusive por
diferentes cepas de uma mesma espécie (TANG & WONG, 1987) e também por uma mesma
cepa, variando-se as condic¢des de cultivo (VERMELHO & BRANQUINHA, 2000). As enzimas
proteoliticas sdo produzidas também por virus, bactérias, protozoarios e fungos filamentosos,
atuando no ciclo de infeccdo destes microrganismos e também participando do catabolismo de
proteinas, tanto nas vias degradativas como nas biossintéticas, na liberagdo de hormonios
peptidicos, na coagulacdo sanguinea, morte celular e diferenciacao de tecidos (CALDERONE &
FONZI, 2001).

O virus da imunodeficiéncia humana (HIV) apresenta também uma aspartato-proteinase
essencial ao seu ciclo de vida e que tem sido um excelente alvo para a quimioterapia desta
doenca, através de inibidores especificos, fatos estes que tornam as proteases um alvo
quimioterapico valioso para o desenvolvimento de novos compostos farmacéuticos
(VERMELHO & BRANQUINHA, 2000).

A natureza ¢ a fungdo das proteinases excretadas por C. albicans tem sido os principais
objetivos de estudos fisiologicos e bioquimicos desta espécie. O peso molecular desta enzima
gira em torno de 42 a 45 Kda, possuindo atividade proteolitica em pH baixo (2,0 a 4,0) com uma
especificidade bastante ampla, que inclui queratina, albumina, hemoglobina, cadeia pesada de
imunoglobulinas e proteinas de matriz extracelular (RUCHEL et al., 1982). As proteinases sao
também secretadas por C. albicans, quando a albumina bovina for usada como tnica fonte de
nitrogénio, vericando-se apenas diferengas qualitativas entre as espécies (RUCHEL et al., 1982).

Segundo STAIB et al. (2000) e KOELCH et al. (2000), proteases acidas produzidas por

leveduras do género Candida estdo envolvidas no processo de invasdo tecidual bem como
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associadas a aderéncia nos tecidos do hospedeiro. C. albicans e C. tropicalis causam infecgdo em
animais imunocomprometidos por possuirem inclusive uma aspartato-proteinase extracelular, que
¢ considerada seu pincipal fator de viruléncia (NEWPORT & AGABIAN, 1997).

As proteinases extracelulares foram inicialmente descritas por Staib em 1965 APUD
(SCHALLER et al., 2001), ao observar o efeito proteolitico extracelular de C. albicans durante o
seu crescimento em soro humano, que foi adicionado ao meio de cultura como unica fonte de
nitrogénio. Posteriormente, o efeito proteolitico observado foi relacionado a atividade de uma
proteinase acida, classificada como uma protease aspartica e denominada genericamente de CAP
ou “"Candida Aspartyl Proteinase”” (HUBE & NAGLIK, 2001; MONOD et al., 2002), que pode
hidrolisar componentes protéicos como coldgeno, queratina e mucina, e degradar anticorpos e
citoquinas (BERNARDIS et al., 2001).

Atualmente sabe-se que hd mais de um tipo de CAP agindo como importantes fatores de
viruléncia em tipos diferentes de processos de candidiases, causando infec¢des superficiais em
pacientes imunocomprometidos (SCHALLER et al., 2001). Algumas destas candidiases sdo de
dificil controle por serem resistentes aos compostos azdlicos utilizados em terapias antifungicas
convencionais (RIPEAU et al., 2002). Estes azo6licos de uso tdpico ou sistémico constituem-se na
principal classe terapéutica utilizada no tratamento das infecgdes causadas por espécies do género

Candida (CHAKRABARTI et al., 1991).
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1.1.4.2- FOSFOLIPASES

As fosfolipases tém um papel essencial no processo de infec¢do fingica, desfazendo a
membrana celular e permitindo que a hifa penetre no citoplasma, facilitando a adesao do fungo as
células do hospedeiro (SHIMIZU et al., 1996; STAIB et al., 2000), gragas a sua capacidade de
degradar os fosfolipideos, que sdo as estruturas essenciais da maioria das biomembranas (MAGO
& KHULLER, 1990). A produgao de fosfolipase por amostras de Candida parece estar
envolvida no processo de patogenicidade exibido por estas espécies (PRICE & CAWSON, 1997;
POLAK, 1992), catalisando a quebra das ligagdes peptidicas em proteinas e aminoacidos,
provavelmente utilizando o produto de sua degradacdo como nutriente para o crescimento da
levedura (VERMELHO & BRANQUINHA, 2000).

Segundo GHANNOUM (2000), o processo de invasdo da levedura as células do hospedeiro ¢
iniciado pela deposi¢cdo de blastoconidios na membrana, que quase imediatamente comecam a
sofrer transformagdes celulares (NIEWERTH & KORTING, 2001). Alguns destes blastoconidios
desenvolvem hifas com alta atividade fosfolipdsica em suas extremidades, quando em contato
com a membrana celular do hospedeiro (BENNET et al., 1998), estando este fator relacionado a
uma maior aderéncia da levedura ao epitélio oral e vaginal (GHANNOUM, 2000).

A atividade lipolitica dessas enzimas de Candida albicans foi estudada principalmente para a
fosfolipase A e para a lisofosfolipase. O pH 6timo para acdo das fosfolipases de C. albicans ¢ 4,0
e para a lisofosfolipase ¢ 5,0, sendo que a producdo estd inversamente correlacionada com a
concentragdo da galactose ou glicose no meio (SAMARAYANAKE et al., 1984).

Atualmente sabe-se que outras espécies de Candida como C. glabrata, C. parapsilosis, C.

tropicalis, C. lusitanae e C. krusei também produzem fosfolipases extracelulares (BARRET-BEE
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et al., 1985; MITROVIC et al., 1995; KANTARCIOGLU & YUCEL, 2002). Ha indica¢des de
que haja correlagdo desta atividade fosfolipasica e patogenicidade. Maior aderéncia as células
epiteliais bucais e viruléncia em camundongos tem sido observada em amostras de C. albicans

com alta atividade fosfolipasica (BARRET-BEE et al., 1985).

1.2- Struthio camelus

O Brasil caracteriza-se por ser um pais tropical, com temperaturas médias elevadas, altos
indices de umidade e matéria organica em abundancia. Esta riqueza ambiental proporciona
condi¢des favoraveis para uma variedade de microrganismos, o que ndo acontece nos ambientes
semi-aridos ou desérticos (GUALBAHAR et al., 2000). Sendo assim, na criagdo de avestruzes os
cuidados referentes as questoes sanitarias, devem ser redobrados, principalmente durante as fases
iniciais da criagdo de filhotes, pois o sistema imunologico dos mesmos nao foi desenvolvido para
suportar ambientes com altas taxas de contaminacao. Tais ambientes sdo comuns em sistemas
confinados ou semi-confinados, uma vez que, na natureza, animais com seu habito gregario, nao
acumulam contaminantes no ambiente (YOKOTA et al., 2004).

Nas criagdes, de uma maneira geral, os animais permanecem todo o periodo inicial nos
mesmos piquetes, fazendo com que se acumulem microrganismos acima dos limites suportados
pelo sistema imunoldgico, aumentando significativamente os riscos de problemas infecciosos
(CARRER et al., 2004).

FLORES et al. (2005) relataram que inumeras espécies bacterianas podem promover doencas
em avestruz. Destacam-se enterobactérias, clostridios, micoplasmas, ¢ micobactérias. Um caso

de sepsemia por Pasteurella spp ¢é relatado por ELFAKI et al. (2002) e ainda lesdes
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granulomatosas por Pseudomonas aeruginosa foram relatadas por MOMOTANI et al. (1995).
Casos esporadicos de hepatite em decorréncia de Clostridium foram relatados por POONACHA
etal. (1997) e por SHIVAPRASAD (2003).

Em Israel, um caso incomum em que a ave apresentava sinais clinicos de perda de equilibrio,
evoluindo para paralisia foi relatado por LUBLIN et al. (1993) sendo incriminada como agente
causador de tal patologia a bactéria Clostridium chauvoei.

Desde 2000, diversos casos de infec¢des e doengas por Macrorhabdus ornithogaster
(megabactéria) foram diagnosticados por MARTINS et al. (2006). A doenca clinica em
avestruzes foi caracterizada por emagrecimento, prostragcdo, perda do apetite, caquexia e morte,
embora com forma mais aguda em candrios e periquitos. Na maioria das espécies a doenga foi
detectada em aves com endo e/ou ectoparasitismo. O microrganismo grande, em forma de bastao,
visivel a partir de um aumento de 100x, sem e com coloragdo, pode também ser detectado em
aves de aspecto clinico normal, principalmente galinhas, perus, codornas, pombos e emas
(SEGABINAZI et al. 2004; MARINHO et al. 2004).

Fungos também podem estar envolvidos. As enfermidades podem ter inicio no interior do
incubatoério, devido as falhas no manejo (limpeza e desinfeccdo dos ovos). Os principais agentes
causadores de doengas ¢ morte em avestruzes, relatados, sdo as espécies de Aspergillus,
Mycobacterium, Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (TERZICH & VANHOOSER, 1993;
SAMSON, 1997; DONELEY, 1999). KNOBL et al. (2001) avaliaram a viruléncia de E. coli
isolada de infec¢des respiratdrias nestas aves.

Em necropsias realizadas em animais jovens foi isolado Chlamydia associada a E. coli
(KOLB et al. 1993), fato esse ja relatado na Africa do Sul por HUCHZERMEYER (1998) ¢ no

Canada por SAMSON (1996).
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SEVCIKOVA et al (1999) relataram um caso incomum de tuberculose em avestruz,
constituindo um problema epidemiologicamente comum em propriedades que ndo realizam
quarentena de aves (TULLY & SHANE, 1996).

BATH et al (2005) relataram um caso de ooforite por E. coli e Shigella spp em uma avestruz
fémea em plena reproducao que veio a 6bito subitamente.

Outro aspecto a considerar € o fato dos avestruzes possuirem héabitos coprofagos, ingerindo as
fezes no intuito de reaproveitar parte do substrato ndo absorvido durante o processo digestivo
(CARRER et al., 2004). Este habito contribui para uma rapida disseminag¢do de microrganismos,
principalmente os patogénicos. E importante salientar, que é grande o numero de fungos que

podem ser encontrados em excretas de aves em geral.

Além da levedura Cryptococcus neoformans, comum nestes substratos (BARONI, 2001; ORSI
et al., 2002; PEREIRA et al., 2002; BARONI et al., 2006), ha que se destacar a presenga de
varias espécies de Candida, como C. albicans, C. catenulata, C. famata, C. guilliermondi ¢ C.
holmii. Outras leveduras como Rhodotorulla spp, Pichia spp, Debaryomyces spp, Geotrichum
spp também podem ser encontradas (MANCIANTI et al., 2002). Entre os fungos filamentosos,
podem ser citados Cladosporium spp, Penicillium spp, Aspergillus spp, Fusarium spp

(ECKMAN & MORGAN-JONES, 1979).

Os fungos encontram-se entre os principais microrganismos relacionados a morte embrionaria
de aves e doengas pulmonares. Aspergillus spp ¢ um fungo saproéfita encontrado no ambiente,
principalmente em material vegetal em decomposi¢do. A aspergilose ¢ a micose relacionada com
doenca respiratoria mais freqiiente em avestruzes. Geralmente estd associada a pneumonia e
acrossaculite granulomatosas. Particularmente, destaca-se a espécie Aspergillus fumigatus

(KATZ, 1996; SHANE, 1998), mas ha relatos de pneumonias e aerossaculites causadas por A.
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niger e A. flavus (PERELMAN & KUTTIN, 1992a). Estes mesmos fungos foram observados por
BATH et al. (2004) como agentes causadores de morte embriondria nessas aves, assim como
contaminantes do centro de incubagdo de ovos podendo haver relagdo direta com o fato.

Os principais sinais clinicos sdo dispnéia, depressao e anorexia. A transmissao da aspergilose
em avestruzes pode ser congénita, quando ocorre contaminagdo do ovo por esporos, ou adquirida
apos eclosdo do ovo durante os primeiros dias de vida (SHANE, 1998). Em animais adultos,
quando a infec¢do se estabelece por inalagdo de esporos, esta relacionada com condigdes de
estresse, imunossupressdo ou tratamento prolongado com antibioticos. A doenca pode se
manifestar por alta morbidade e alta mortalidade em aves jovens e, esporadicamente, acometer
aves adultas (SHANE, 1998).

Em avestruzes, embora nio exista uma literatura rica a respeito, este género ¢ citado por
YOKOTA et al. (2004), quando relatam um caso de aspergilose com lesdes em pulmoes e sacos

aérios e, ainda, necrose no figado, provavelmente pela produgdo de micotoxinas.

PAIXAO et al. (2004) relatam o primeiro caso de aspergilose em avestruz no Brasil. MARKS
et al. (1994) citam caso de avestruz, ainda ndo reprodutiva, com doenga cronica no trato
respiratorio. No referido animal, a biopsia de bronquios demonstrou tratar-se de caso de

aspergilose, confirmado também pelo isolamento do agente.

Tambem FITZGERALD & MOISAN (1995) relatam caso de avestruz fémea de dois anos de
idade apresentando rinite e a presenca de uma massa na via nasal direita, que apos exame
microscopico revelou numerosas hifas finas de didmetros regulares, septadas e hialinas,

caracteristicas de Aspergillus spp. Casos de aspergilose pulmonar também foram verificados por

ROUSSEAUX & DALZIEL (1981).
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Recentemente, JEFFREY (1994) ¢ GUALBAHAR et al. (2000) descreveram casos de
proventriculite e ventriculite zigomicotica em trés avestruzes. Os animais apresentavam, na
mucosa de ambas as areas, inumeras ulceras hemorragicas. A analise microscopica das areas
afetadas evidenciou hifas fungicas septadas de 5 a 12 microns, irregulares, e distensoes globosas
ocasionais tipicas de Zygomycetos. GAMBLE et al (1993) sugerem cirurgia como uma das
alternativas para casos de impactagdo decorrente de proventriculite, onde se realiza o

esvaziamento do conteudo estomacal do animal.

Além da distribuicdo das lesdes, que sdo geralmente pulmonares no caso da aspergilose ¢
predominantemente digestivas no caso da zigomicose, a morfologia dos agentes permite sua
diferenciagdo. No caso da zigomicose, as hifas tém paredes irregulares, raramente sdo septadas e
apresentam ramificagdes aleatorias. Ja as hifas de Aspergillus spp sdo septadas e se ramificam
dicotomicamente em angulos agudos. Além disso, as hifas de Aspergillus spp nem sempre se
coram pela hematoxilina e eosina (HE), enquanto as hifas dos zigomicetos sdo mais facilmente
visualizadas em HE (PERELMAN & KUTTIN 1992b).

Os avestruzes ainda se comportam de maneira selvagem, pois possuem uma relagdo muito
forte com o ambiente e muito pouco tempo de relacionamento com o homem, ndo havendo
nenhum tipo de selecdo de reprodutores e matrizes para temperamento. Por este motivo, estas
aves possuem uma elevada predisposicao para o estresse, principalmente na fase de filhotes o que
de certa maneira, as predispdem para as doencas, pois diminuem a capacidade do sistema

imunoldgico e trazem complicagdes digestivas (BATH et al., 2005).
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2- OBJETIVOS

2.1- Verificar a frequéncia de espécies de leveduras pertencentes ao género Candida em

orofaringe de avestruzes.

2.2- Verificar a capacidade de produgao pelas amostras isoladas de enzimas relacionadas a

viruléncia, como protease e fosfolipase, in vitro.
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3- MATERIAL E METODOS

3.1- LOCAIS

Para a viabilizacdo deste projeto foram visitados quatro criatorios de avestruzes, onde o
manejo ¢ considerado zootecnicamente adequado, localizados nos Municipio de Itaborai-RJ
(figura 1), situada a 22°46' 27.50" S x 42°52' 02.00" O e Magé-RJ (figura 2), situada a 22°36'
21.60" S x 43°05' 50.70" O, Microrregidao do Rio de Janeiro (IBGE, 1996), Estado do Rio de
Janeiro. Para tal, em entendimentos verbais, obtivemos permissdo dos proprietarios para o
desenvolvimento do projeto. Todas as propriedades possuem um médico veterindrio como
responsavel técnico pela criagdo e os protocolos sanitarios estabelecidos pelo Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) sdo rigorosamente cumpridos, incluindo
separagdo por categoria de idade, quarentena de animais novos e distanciamento minimo em
relacdo a outros estabelecimentos comerciais. O trabalho relacionado aos isolamentos e
identificagcdes fungicas foi realizado no Laboratério de Leveduras Patogénicas e Ambientais
(LLPA) - Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria (DMIV) — Instituto de

Veterinaria (IV) — UFRRI.
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Figura 1. Vista parcial dos animais reprodutores no criatério de avestruzes localizado no
municipio de Itaborai-RJ.

Figura 2. Vista parcial dos animais jovens, com idade compreendida entre 3 e 6 meses no
criatério de avestruzes localizado no municipio de Magé-RJ.
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3.2- OBTENCAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram obtidas mediante prévia e rapida contencdo das aves. Para coleta nas
aves adultas, utilizou-se um gancho e a colocagdo de um ""capuz’’ que impede a visdo da ave e
faz com que a mesma fique tranqiiila (figura 3). Nas aves menores e nos filhotes foi apenas feita a
contenc¢dao manual do animal (figura 4). Com o animal tranquilo para a manipulagdo, realizou-se a
avaliacdo clinica e coleta de material da orofaringe. Para tal, previamente, procedeu-se a
antissepsia das maos do operador com solugdo de alcool iodado e a colocagdo de luvas de
procedimento.

As aves foram divididas em 4 grupos de acordo com a faixa etéria, a saber: Grupo I (0-3
meses de idade), Grupo II (3-6 meses), Grupo III (6-12 meses), Grupo IV (idade superior a 12
meses). Para cada grupo foram coletados aproximadamente 20 amostras da orofaringe por meio
de swabs.

Foram utilizados swabs estéreis previamente imersos em tampao PBS. Os mesmos foram
introduzidos na orofaringe, sendo submetidos a movimentos rotatdrios no interior da mesma,
entrando em contato com a mucosa. As figuras 5 e 6 mostram o procedimento realizado. A figura
7 mostra a orofaringe do animal. A coleta foi realizada quinzenalmente no periodo compreendido
entre maio de 2007 a junho de 2008.

Os swabs para processamento relativos a cada animal foram acondicionados sob
refrigeracdo ¢ transportados ao Laboratério de Leveduras Patogénicas e Ambientais do

Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria — IV — UFRRJ.
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Figura 3. A avestruz fémea jovem, com aproximadamente 18 meses,
contida com o ""capuz’’.

Figura 4. Contencdo manual das patas e pescogo de um filhote, macho, de aproximadamente 2
meses de idade.
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Figura 5 e 6. Coleta de material, introdugdo do swab na orofaringe e realizagdo de movimentos
rotatorios no interior da cavidade.

Figura 7. Orofaringe do animal.
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3.3- PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS E ISOLAMENTO

3.3.1- SWABS

O processamento das amostras coletadas ocorreu no Laboratério de Leveduras
Patogénicas e Ambientais (LLPA), Departamento de Microbiologia e Imunologia Veterinaria
(DMLIV), Instituto de Veterinaria (IV), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).
Os swabs armazenados sob refrigeracdo foram semeados na superficie de meio de cultura Agar
Sabouraud dextrose a 4% - DIFCO Laboratories” acrescido de cloranfenicol (100mg/L) -
Proquimicos “ e de extrato de levedura 1% - DIFCO Laboratories © contido em placas de Petri, e
com igual procedimento em idéntico meio, porém livre de antimicrobiano. Para cada material,
foram empregadas duas placas de cada meio sendo as mesmas incubadas em temperatura
ambiente e a 37°C por um periodo méximo de 10 dias com acompanhamento diario (figuras 8 e
9). Todo o processo foi realizado na cabine de seguranga biologica de nivel de seguranga II. As
colonias emergentes foram transferidas para novo meio de cultivo, sem antibidticos, contido em

tubos de ensaio, sendo incubadas a 37°C durante o processo de identificagdo.

Figuras 8 e 9. Colonias emergentes no isolamento primario a 37°C.
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3.4- LEITURA DOS ISOLAMENTOS

A leitura foi realizada a partir do terceiro dia apds a inoculagdo, se estendendo até o
décimo dia. Inicialmente eram realizados exames macromorfologicos das colonias isoladas. A
observacao a microscopia Optica destas colonias foi realizada com objetivas de aumento de 10X,
20X, e 40X, a partir da preparacdo de laminas confeccionadas e coradas com lactofenol azul de
algodao e, ainda, utilizando-se técnica de nigrosina (figura 10).

As colonias que micromorfologicamente apresentaram células com caracteristicas
compativeis com as leveduras, foram suspensas em solugao salina estéril e inoculadas novamente
em meio Agar Sabouraud dextrose a 4% - DIFCO Laboratories”, realizando-se esgotamento da
algca microbiologica, com o objetivo de se obter colonias verdadeiras, isto €, colonias oriundas de
uma unica célula, e que pudessem expressar todo seu possivel potencial de producao de enzimas
como protease ¢ fosfolipase, sem a interferéncia de possiveis competidores presentes

inicialmente. Esta etapa também permitiu o inicio dos procedimentos de identificacao.

Figura 10. Exame micromorfoldgico. Evidenciacao de células leveduriformes
utilizando-se técnica de nigrosina. Aumento de 400x.

-39.-



3.5- IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS ISOLADAS

A identificagdo foi realizada utilizando-se informagdes de KURTZMAN & FELL (1998),
prioritariamente e complementarmente utilizando o protocolo de identificacdo de leveduras do
LLPA (anexo 5). Considerando-se além das caracteristicas macromorfologicas, culturais e
micromorfolégicas como producdo de pseudohifa e/ou hifas verdadeiras, clamidoconidios,
arranjos de blastoconidios, as caracteristicas nutricionais, como a assimilagdo de fontes
nitrogenadas e carbonadas e outras provas complementares.

Assim sendo, apés a obtengdo de colonias verdadeiras das amostras suspeitas, foi
realizado o teste de producdo de urease utilizando-se o meio Christensen (anexo 2). Apds este
processo as leveduras foram submetidas a auxanograma, testando-se assimilacdo de carbono
oriunda de diferentes fontes, como lactose, glicose, sacarose, melibiose, maltose, rafinose,
trealose, ramnose, celobiose, galactose, inulina, melezitose, inositol, xilose, eritritol, adonitol,
manose, dulcitol, arabinose, frutose, xilitol e sorbose.

Para o auxanograma realizado para a assimilacdo de fontes carbonadas utilizou o Meio
Yest Nitrogen Base (YNB) — DIFCO Laboratories”, padronizando-se o indculo de acordo com o
grau 4 da escala de Mc Farland. A leitura do teste foi efetuada a partir do terceiro dia até o sétimo
dia. A assimilagdo de fontes nitrogenadas foi realizada em meio Yest Carbon Base (YCB) —
DIFCO Laboratories”. As fontes nitrogenadas testadas foram a peptona, nitrato de potassio
(KNO3) e N-acetil glicosamina. Os dados foram anotados no protocolo de identificagdo do LLPA

(anexo 5), para uso nas chaves de identificacao de leveduras.
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3.6- FATORES RELACIONADOS A VIRULENCIA

3.6.1- PRODUCAO DE FOSFOLIPASE

O teste de producao de fosfolipase foi realizado como proposto por PRICE et al., (1982),
utilizando-se meio que apresenta em sua composi¢ao gema de ovo ¢ CaCl,, denominado meio
para produgao de fosfolipase (anexo 3).

As amostras, antes do teste, foram previamente repicadas em meio Agar Sabouraud
dextrose 4% - DIFCO Laboratories” cultivando-as por 48 horas com o objetivo de ativa-las.

As amostras ativadas foram semeadas assepticamente em um ponto Unico, central, na
superficie do meio agar fosfolipase contido em placas de Petri de 90 mm de didmetro
descartaveis, efetuando-se o teste em duplicata.

Apds semeadas, as amostras foram incubadas em estufa a uma temperatura de 32°C e a
leitura foi realizada do 3° ao 15°dia.

As amostras produtoras de fosfolipase produzem halos de precipitagdo ao redor das
coldnias, formados devido a deposicdo de cloreto de calcio. O valor da atividade fosfolipasica
(Pz) foi medido pela razdo entre didmetro da coldnia (dc) e o diametro total formado pela colonia
mais a zona de precipitagao (dcp).

Apbs a observagdo visual da zona de precipitacdo, foram aferidas, com o auxilio de uma
régua graduada em milimetros, as medidas dos dc e dcp, para efetuar-se o célculo da atividade
enzimatica. Os valores obtidos foram comparados com a tabela 1 para classificagdo das amostras

como positivas, fortemente positivas ou negativas.
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Pz Atividade Enzimatica Codigo

=10 Negativa 1
>0,64<1,0 Positiva 2
< 0,64 Fortemente Positiva 3

Tabela 1. Atividade enzimdtica de protease e fosfolipase padronizadas de acordo com PRICE et
al, 1982.

Figuras 11 e 12. Amostra semeada em Agar Fosfolipase.
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3.6.2- PRODUCAO DE PROTEASE

Considerou-se o estabelecido por RUCHEL et al, (1982) e, desta forma, a produgdo de
protease foi realizada utilizando-se um meio de cultura (anexo 4) que contém uma parte basica
que ¢é esterilizada por autoclava¢do, e uma outra parte que contem soroalbumina bovina
esterilizada por filtragdo em membrana de Millipore 0,22p.

As amostras testadas foram previamente repicadas em meio Sabouraud dextrose 4% -
DIFCO Laboratories” (anexo 1) sendo cultivadas por 48 horas para ativa¢do. Apos este cultivo, a
semeadura deu-se em ponto unico central, na superficie do meio contido em cada placa de Petri,
tendo-se o cuidado de realizar esse procedimento assepticamente. Todas as amostras foram
testadas em duplicata e incubadas a 32°C com leituras do 3° ao 15° dia.

A produgdo de protease se torna perceptivel através da formagao de um halo ao redor da
coldnia que ¢ oriundo da proteolise. A atividade proteolitica enzimatica (Pz) da cepa testada pode
ser estimada pelo calculo da razdo entre o diametro da coldnia (dc) e o didmetro formado pela
coldnia e a zona de degradagdo (dcp).

Apbs a observacao visual da zona proteolitica, foram aferidas, com o auxilio de uma
régua graduada em milimetros, as medidas dos dc e dcp para se efetuar o calculo da atividade

enzimatica. Os valores foram comparados com a tabela 1.

-43 -



3.7- PRESERVACAO DAS AMOSTRAS

As amostras de Candida identificadas e isoladas foram repicadas em Agar Sabouraud
dextrose 4% - DIFCO Laboratories®, contido em tubos de ensaio em camada alta, e incubadas
por 72 horas para obteng@o de colonia com grande massa de células.

Em seguida, os tubos foram identificados de acordo com a origem e data de
processamento e mantidas sob refrigeracdo no Laboratério de Leveduras Patogénicas e

Ambientais (LLPA)-DMIV-IV-UFRRJ.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir do processamento das 80 amostras, divididos por grupos de
acordo com a faixa etaria dos animais, podem ser vistos na tabela 2 que se refere ao nimero de
amostras que obtiveram crecimento fingico, seja este leveduriforme, filamentoso, ambos ou sem
crescimento.

Do total de amostras processadas da orofaringe, 32,5% obtiveram crescimento
leveduriforme, seja ele unico ou acompanhado de fungos filamentosos. Os fungos filamentosos
foram evidenciados em 75% das amostras. Nao observou-se prevaléncia fungica quando avaliou-
se a relacdo dos mesmos com a idade dos animais.

Tal fato pode estar relacionado ao manejo das propriedades onde os animais sao separados
por categoria de peso, e consequentemente idade. Em todas as idades os animais possuem contato
com grama ¢ o solo, assim como ja se alimentam de racdo a partir do primeiro dia de vida. O
acondicionamento da ragdo apesar de adequado e repeitando o empilhamento maximo é um ponto
critico em qualquer propriedade.

O isolamento de 75% nas amostras de fungos filamentosos pode ser considerado esperado
uma vez que os animais possuem habito coprofagico. Estes animais em todas as etapas da criagao
ingerem ragdo como fonte principal de sua dieta além de capim (Coast cross) e plantas
leguminosas como feijao Guandu (Cajanus cajan) e alfafa (Medicago sativa). Tais fontes podem
conter esses fungos filamentosos em grande quantidade. Uma anélise da ragdo, dgua e referidas
fontes vegetais, utizando-se marcadores, ficam como sugestao para pesquisas futuras. A patologia
promovida a partir desses agentes isolados, ja foi relatada em avestruzes seja como agentes
principais da etiologia ou como oportunistas relacionados ou ndo a uma baixa imunolédgica da

ave.
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Embora, em nosso trabalho, tenhamos tido todo o cuidado no que diz respeito a assepsia
no momento da coleta, ndo se pode descartar totalmente a possibilidade de contaminagdo dos
swabs com fungos filamentosos, uma vez que muitos deles podem ser carreados pelo ar e, neste
caso, as nossas coletas ocorreram em ambiente aberto.

Ha de se considerar que o relativo baixo isolamento de leveduras pode ser explicado pelo
habitat a que estes animais estdo adaptados e pela propria pressdo na selegdo genética a que estes
animais estdo submetidos. Logicamente, fatores intrinsecos como a competicdo com outros
microrganismos influenciaram neste baixo isolamento. Outro fato interessante que pode auxiliar
no diagndstico clinico foi a presenga de poucas colonias leveduriformes nas placas. Isto pode
signicar um pequeno numero de colonizantes na orofaringe dos animais ou ainda uma dificuldade

de substrato. De qualquer forma é uma observagao pertinente.

Grupo Crescimento Crescimento de Ciigslingilio (s Negativo ao
. . Leveduras e .

Leveduriforme Filamentosos . Crescimento

Filamentosos

I(0 - 3 meses) 4 10 4 1
IT (3 — 6 meses) 3 12 2 2
III (6-12 meses) 2 15 5 3
IV (> 12 meses) 3 ? 3 2
Total 12 46 14 8

Tabela 2. Numero de amostras e tipo de crescimento fingico de acordo com os grupos de
avestruzes estudados.

As leveduras isoladas estdo representadas na tabela 3. O crescimento de C. albicans

correspondeu a 65,38% do total de isolados leveduriformes.
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Grupo Car_1d|da _andlda .. | Candida krusei | Rodothorula sp
albicans guilliermondii
I (0 - 3 meses) S 1 1 1
IT (3 — 6 meses) 3 1 - 1
III (6-12 meses) 4 1 1 1
IV (> 12 meses) 3 - o I
Total 17 3 2 4

Tabela 3. Numero de amostras por leveduras isoladas de acordo com os grupos de avestruzes
envolvidos.

Candida albicans foi a levedura mais frequente em todos os grupos. A Rodothorula spp
também se fez presente em todas as faixas etarias. As condi¢des encontradas na orofaringe como
umidade, temperatura elevada ¢ um pH levemente acido podem contribuir para a presenga e
desenvolvimento de Candida spp e outras leveduras.

Em algumas amostras de pH da orofaringe das aves, em todas as faixas etarias, o valor
variou entre 6,0 a 6,7, mas a coleta ndo seguiu um padrdo. Esta analise foi obtida em um mesmo
momento apenas a nivel de informagdo complementar. Estudos posteriores ¢ mais complexos
devem ser realizados considerando o manejo alimentar dos animais e a rotina das propriedades, ¢
ai sim poderiamos descobrir se existem flutuagdes ao longo do dia ou diferencas significativas
entre as idades.

Nao existem dados de prevaléncia de Candida spp em orofaringe de outras espécies
aviarias, assim como nunca foi relatada candidiase nestas aves, mas a patogenicidade in vitro das
amostras isoladas se tornou evidente. Isto significa que, deficiéncias imunoldgicas nestas aves ou

situacdoes que levem a estas deficiécnias poderdo favorecer quadros clinicos de candidiase. Por
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outro lado, as pessoas que trabalham diretamente com estas aves devem possuir cuidados de
antissepsia; orietacdes e treinamento devem ser realizados pelo médico veterinario que assiste as
propriedades.

Casos de candidiase em aves vém sendo relatados. SATO et al (2001) relataram
candidiase em um agapornes (Agapornis roseicollis) e em um periquito (Melopsittacus
undulatus) onde os animais tiveram diminui¢do de apetite e formacdo de pseudomembrana
branco-amarelada na orofaringe e eso6fago. Tal fato torna a orofaringe um bom sitio de coleta
para diagnostico laboratorial de candidiase.

Analisando amostras de pele de galinhas saudaveis, GRUNDER et al. (2004) observaram
que as leveduras estavam presentes em 29,8% das amostras totais e, ainda, que Candida spp foi a
segunda levedura mais isolada com 21% de frequéncia. Tal fato mostra a importancia que esta
levedura assume em aves.

Diversas espécies de Candida sdo naturalmente encontradas no homem vivendo como
comensais no organismo de individuos com sistema imunolégico normal, numa proporcao de 47
% na cavidade oral, 34 % na regido retal e 23 % na mucosa vaginal, sem causarem infec¢des aos
seus hospedeiros, ainda que por vezes sejam detectadas em grande quantidade (ODDS, 1994). A
espécie isolada com mais freqiiéncia do trato gastrointestinal ¢ C. albicans, seguida por C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei, C. kefyr, C. guilliermondii, C. lusitaneae, C. dubliniensis e
C. glabrata (MURRAY, 1999).

CAFARCHIA et al. (2008) trabalhando com amostras de leveduras isoladas de cloaca de
aves, fossem elas passeriformes ou aves migratorias obtiveram um resultado considerado
preocupante, ao concluirem que aproximadamente 60% dos isolados possuiam atividade de
fosfolipase. Dentre as leveduras com tal atividade destacaram-se C. albicans, C. tropicalis, C.

glabrata, C. lusitanie, C. pelliculosa, Cryptococcus albidus.
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Embora nao fosse objetivo deste trabalho, as placas que, no isolamento primario
revelaram crescimento de fungos filamentosos sem interesse direto em nosso trabalho, foram
submetidas a uma triagem macromorfolégica e, em alguns casos, exames micromorfologicos
utilizando-se coloracdo com lactofenol azul de algoddo, ou clarificagdo com KOH (30%).
Através da confecg¢do destas laminas podemos afirmar que, o fungo filamentoso com maior
indice de isolamento, foi Aspergillus spp.

O tempo de incubagdo de 72 horas apos a semeadura, para entdo se iniciar a leitura foi
considerado satisfatorio. Dificilmente ha surgimento de coldnias do agente antes desse periodo
em todas as placas. Muitas colonias bacterianas, no entanto, surgem rapidamente, ja nas primeiras
24 — 36 horas. Um tempo superior a 72 horas para o inicio das leituras também ¢ prejudicial, uma
vez que muitos fungos filamentosos, além das bactérias, surgem e ocupam o espago fisico da
placa. Um tempo superior a 72 horas, entdo, pode resultar em erronea interpretacao de resultados,
uma vez que coldnias de leveduras podem ser cobertas por colonias de fungos filamentosos.

Ha uma possibilidade de interferéncia nos isolamentos, promovida por Rhodotorula spp.
Esta levedura apresenta muitas caracteristicas do agente em estudo e ¢ freqiientemente isolada de
fontes ambientais. No entanto, pela sua presenca em todas as categorias de idade estudada pode
ser ainda que a mesma pertenga a microbiota dos animais. No presente trabalho, ocorreram varios
isolamentos da mesma. Neste caso, deve-se também considerar a probabilidade de producao de

micocinas que poderiam interfirir causando a inativacao de células do género Candida.
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4.1- FATORES RELACIONADOS A VIRULENCIA

Apesar da existéncia de outros fatores de viruléncia, no presente trabalho foi avaliada
apenas a producao da fosfolipase e produgdo de protease.

A atividade de produg¢dao de fosfolipases ¢ proteases de Candida spp tem sido
demonstradas por diversos autores (SILVA et al., 2007; OKSUZ et al., 2007). As infecgdes por
algumas espécies de Candida consideradas ndo albicans surgem como um desafio atual, pois
também podem produzir fosfolipase e proteases do mesmo modo que C. albicans (PANIZO et
al., 2005). A maioria dos trabalhos investigativos acerca da fung¢do destas enzimas esta
relacionada a sua viruléncia ¢ dizem respeito a isolados de C. albicans. O presente trabalho
comprova o fato que, cada vez mais, Candida nao albicans, despontam com certo grau de
importancia neste cenario, uma vez que verificamos uma amostra de C. guilliermondii fortemente
positiva tanto para producdo de fosfolipase quanto para protease e duas amostras fortemente
positivas para fosfolipase.

A producdo de fosfolipase ¢ considerada como fator importante para o processo de
infec¢do, variando conforme a amostra e ha a dependéncia de outros fatores de viruléncia e do
proprio hospedeiro. Essa enzima, localizada na superficie da levedura e na extremidade do tubo
germinativo, atua pela hidrdlise dos fosfolipideos, dando origem aos lisofosfolipideos que
causam dano a célula epitelial. No presente trabalho tal localizacdo ndo foi realizada. Na verdade
nao existem estudos mais profundos com relagdo a avestruzes no que tange a microrganismos que
os colonizam (BATH et al., 2004).

O efeito proteolitico de amostras de C. albicans foi demonstrado pela primeira vez por
STAIB et al. (1965). Esta enzima hidrolitica tem sido observada em sobrenadante de cultura e no

citoplasma de blastoconidios de C. albicans. A proteinase extracelular produzida por diferentes
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espécies de Candida ¢é capaz de degradar varios substratos, tais como: queratina, colageno,
albumina, fibronectina, hemoglobina, cadeia pesada de imunoglobulina e proteinas de matriz
extracelular. Enzimas proteoliticas foram encontradas em isolados de C. albicans, C. tropicalis e
C. parapsilosis obtidas de varias amostras clinicas. Desde a década de 70, além do estudo de
enzimas participantes do processo infeccioso, varios autores passaram a caracterizar as leveduras
quanto ao fendmeno de produgdo de compostos proteicos denominados toxinas Killer, observado
em espécies dos géneros Candida, Cryptococcus, Torulopsis e Trichosporon. O fenomeno killer
¢ util na diferenciacdo de leveduras dentro da propria espécie, podendo ser usado como marcador
epidemioldgico. Além deste aspecto util ha uma outra questdo que deve ser considerada. As
micocinas, servem evidentemente para um controle uma vez que eliminam leveduras
concorrentes. Desta forma, os isolamentos obtidos podem sofrer esta influéncia.

A temperatura corporal do animal fica préxima aos 42°C nos animais adultos que passam
a maior parte do dia exposto ao sol. Ja os filhotes, até a primeira semana de idade, ficam expostos
a lampadas aquecedoras para manter a temperatura corporal. Os animais quando estdo com
intenso calor mantém o bico aberto para realizar uma troca de ar mais eficiente, sendo tal
comportamento observado em todas as faixas etdrias, o que faz com que a temperatura da
orofaringe na maioria do tempo fique em torno dos 37°C, temperatura esta utilizada no
isolamento primario das leveduras. Mais uma vez, estudos mais aprofundados devem ser
realizados, porém a dificuldade de manuseio e o "stress" devem ser levados em conta. A
dificuldade de manuseio dos materiais pode levar a coletas inadequadas que refletirdio no
isolamento. Do mesmo modo um constante "stress" dos animais poderia promover uma alteracao
na biota das mucosas das mesmas.

A formagdo de pseudohifas e a rapidez com que pode variar sua morfologia sdo

caracteristicas de infecciosidade. O desenvolvimento de micélio pelas espécies de Candida
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também favorece as infecgdes fungicas em decorréncia da variabilidade antigénica da superficie e
do formato micelial que propicia maior aderéncia, dificultando a acdo fagocitaria pelo sistema
imune (GHANNOUM et al., 1990). Neste caso vale ressaltar que a grande maioria das espécies
isoladas foi C. albicans, sem davida a espécie mais envolvida com os processos de candidiase ¢
uma espécie que além de pseudohifas produz hifas verdadeiras.

O mecanismo “switching”, de alta freqiiéncia e reversibilidade, presenciado nas leveduras
do género Candida, conduz a alteragdes morfologicas das colonias fungicas e das propriedades
de superficie celular, além de favorecer também mudangas na sensibilidade a drogas antifungicas
(KENNEDY, 1988; MATTHEWS, 1994). A utilizagdo do antifungico ao qual a levedura ¢
sensivel diminui a atividade fosfolipasica das espécies de Candida (ANIL et al., 2003). Os testes
de sensibilidade a tais drogas fica como sugestdo futura uma vez que o uso do farmaco mais
correto para o combate a uma possivel candidiase ¢ de fundamental importancia para a resposta
do animal a infec¢do em curso.

ARENAS (1993) demonstrou que Candida pode emitir largos filamentos capazes de
invadir em dire¢do a profundidade dos tecidos, se houver maior quantidade de nutrientes nestas
areas. Este fendmeno ¢ conhecido como tigmotropismo. A producdo de substincias toxigénicas
(toxicoglicoproteinas e canditoxina) ocorre durante processo infeccioso por espécies de Candida.
Estas toxinas induzem, em determinadas doses, a morte de animais de laboratorio, demonstrando
a sua importancia como elemento do mecanismo de infec¢do fiingica (GHANNOUM et al., 1990;
IWATA, 1975).

A producdo de exoenzimas leveduriformes também constitui importante mecanismo de
patogenicidade, sendo aspartil proteinases e fosfolipases as substancias enzimaticas detectadas. A
observac¢ao inicial do efeito proteolitico extracelular em fungos leveduriformes coube a STAIB

(1965), mediante crescimento de C. albicans em meio contendo albumina, como fonte simples de
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nitrogénio. A atividade enzimatica das aspartil proteinases ¢ mediada por uma familia (Saps) de
pelo menos 10 genes e detectada em meio contendo soroalbumina bovina a pH 5,0 (RIBEIRO,
2002). Detentoras de baixa especificidade por substratos protéicos, detém ainda a capacidade de
clivar anticorpos IgA e IgG, queratina, hemoglobina, colageno ¢ mucina (REMOLD, 1968;
MACDONALD et al., 1980; RUCHEL, 1982; ODDS, 1993). O pH da orofaringe distingue dos
valores considerados otimos para produgdo destas exoenzimas. Isto ndo significa dizer, no
entanto, que a producao ndo possa ocorrer nesta parte anatdmica ou em outras.

O envolvimento de aspartil proteinases de espécies de Candida na capacidade de induzir
aderéncia as células epiteliais foi constatada através da indugdo da infecgdo pela penetracio de
tubos germinativos no tecido parasitado. A visualizacdo deste processo tem sido observada por
microscopia em cultura de células (BORG et al., 1988).

A agdo da aspartil proteinases foi verificada in vitro através da observagdo de que cepas
mutantes aproteoliticas de isolados do género Candida sdo menos patogénicas para camundongos
em relacdo as de origem enzimatica (MACDONALD et al., 1980). Em nossa pesquisa presenca
de aspartil proteinases acidas s6 nao foi evidenciada em duas amostras de Candida albicans. A
grande maioria foi fortemente positiva e aproximadamente metade destas amostras também sao
positivas para a produgdo de fosfolipases o que sugere alta patogenicidade destas amostras.

Apenas uma das trés amostras de C. guilliermondii foi fortemente positiva para protease e
fosfolipase, assim como uma das duas amostras de C. krusei que também foi fortemente positiva
para a producdo de ambas as enzimas (tabela 4). Isso remete a importancia dos estudos destas
leveduras ja que assumem grande potencial patogénico para estes animais e ainda para as pessoas
envolvidas diretamente ou indiretamente na criacao de avestruzes.

Outra enzima associada a0 mecanismo de infecciosidade de cepas de C. albicans sio as

fosfolipases, sendo descrita inicialmente por WERNER (1966), que observou tal atividade entre
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cultivos de C. albicans em meio enriquecido com gema de ovo (PRICE, 1982).
Bioquimicamente, a secre¢do de fosfolipases por isolados de Candida é condicionada por pH
acido (3,6 a 4,7) e inversamente dependente da concentragdo de carboidratos como a glicose ou
lactose presente no meio (SAMARANAYAKE, 1984).

As fosfolipases compreendem as fosfolipases A, B e C, lisofosfolipase e lisofosfolipase
transcetilase, sendo codificadas por 10 gens LIPs (RIBEIRO, 2002). As fosfolipases sdo
possuidoras de dupla importancia na acdo infecciosa de C. albicans, mediante participagdo no
controle de crescimento do fungo, em decorréncia da sua presenca nas extremidades das formas
miceliais e atuagdo também na danificacio dos constituintes lipidicos da estrutura celular
integrantes da superficie da mucosa infectada (PUGH et al., 1975). Apenas uma amostra de C.
albicans foi positiva para fosfolipase e negativa para protease. Tal fato é incomum ja que
obtivemos oito amostras de C. albicans com comportamento positivo para fosfolipase e quase a

totalidade destas que sdo positivas para fosfolipases sdo fortemente positivas para proteases.
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Levedura

Amostra ! Fosfolipase Protease
envolvida
- . Fortemente Fortemente
1 C. guilliermondii o ..
positivo positivo
. . F
D) C albicans Negativo ortemente
positivo
. . F
3 C albicans Negativo ortemente
positivo
. . F
4 C albicans Negativo ortemente
positivo
5 C albicans Positivo Fortemente
positivo
6 C albicans Positivo Fortemente
positivo
7 C albicans Positivo Positivo
8 C albicans Positivo Forte.m.ente
positivo
9 C albicans Negativo Positivo
10 C albicans Negativo Negativo
11 Rodothorula spp Negativo Positivo
12 Rodothorula spp Negativo Negativo
13 C albicans Negativo Positivo
14 C. guilliermondii Positivo Negativo
15 C. guilliermondii Positivo Negativo
16 C albicans Positivo ortemente
positivo
17 C albicans Negativo Fortemente
positivo
18 C albicans Positivo Negativo
19 Candida krusei Negativo Fortemente
positivo
20 C albicans Negativo Negativo
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21 C albicans Negativo Negativo
22 Rodothorula spp Positivo Forte.m'ente
positivo
23 Rodothorula spp Positivo Negativo
24 C albicans Positivo Fortemente
positivo
25 C albicans Positivo Fortemente
positivo
26 Candida krusei Fortemente Fortemente
positivo positivo

Tabela 4. Resultados da producao das enzimas proteases e fosfolipases de amostras de leveduras
isoladas da orofaringe de avestruzes.

Os fatores de viruléncia devem ser analisados em conjunto. A produgdo de protease e de
fosfolipase determinadas para estes isolados € apenas um passo na determinacao da viruléncia das
mesmas. E necessario lembrar que a viruléncia depende de muitos fatores. Assim, sio também
importantes o dimorfismo, aderéncia, secre¢do enzimatica, alteracdes fenotipicas, variacao
antigénica e outros. Deve-se considerar que inumeras amostras isoladas neste trabalho
apresentaram Pz compativel com a classificacdo fortemente positiva, o que sugere que essas
amostras possuem potencial patogénico a homens e animais. Devido a certas caracteristicas os
avestruzes sdo imunologicamente competentes em toda a sua fase de criagdo € muito raramente
algum animal fica doente. Os 0Obitos sdo escassos sendo limitados quase que em sua totalidade
aos primeiros dias de vida da ave e por erro no manejo.

Isto reporta-nos ao inicio do trabalho, quando, na revisdo de literatura relatamos que os
avestruzes sofreram pressdo genética e grande adaptabilidade a ambientes adversos. Tal fato
realmente fez destas aves, animais rusticos e, talvez sejam animais mais resistentes a doengas.
Estamos trabalhando somente com uma hipotese e consideramos que muito ha a ser descoberto e

averiguado nesta ave.
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5- CONCLUSOES

5.1- Candida albicans foi a levedura mais frequente.

5.2- A grande a maioria das amostras isoladas apresentou algum grau de viruléncia se

considerarmos a capacidade de produ¢ao de protease e fosfolipase.

5.3- As técnicas de processamento utilizadas podem ser empregadas em outros ensaios

semelhantes.
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Anexo 1 — Meio Sabouraud dextrose a 4%

Peptona 100 g
Glicose 40,0 g
Agar-agar 150¢g
Agua destilada 1,0L

Fervura até solubilizacdo dos componentes, distribuicdo em tubos, arrolhamento e autoclavagdo a
120°C por 20 minutos.
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Anexo 2- Meio de Christensen

Peptona 1,0g
Dextrose 1,0g
Cloreto de sodio 50g
Fosfato dissodico 12¢g
Fosfato de potassio 0,8 g
Vermelho de fenol 0,012 g
Agar-agar 150¢g

Adigdo de 2,4 g do meio de composi¢do bdsica em 95 mL de agua destilada.

Autoclavacao a 115°c por 20 minutos. Resfriamento a 50°C. Introdugdo de 5,0 mL de solucdo de

uréia a 40 %. Homogeneizagao e distribuicdo o meio em placas
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Anexo 3 — Meio para verificar produgao de fosfolipase

Preparagdo de gema de ovo

Gema de ovo 80,0 g

Imergir os ovos por uma hora em alcool iodado. Em seguida, separar as gemas e coloca-
las em recipiente estéril. O volume necessario devera ser pipetado para evitar a entrada de

membrana da gema na composicao final.

Meio agar fosfolipase

Agar Sabouraud dextrose..................... 65,0g
NaACLooiiieeieeeeeeeee e 57,3g
CaCl2.....ooviiiiiiiiececeeee 0,55¢
Agua destilada............coooveeeenennnn. 1000 mL

Autoclavaciao a 120°C por 20 minutos, resfriamento a 50°C, adigdo de gema de ovo,

homogeneizagao e deistribuicao em placa.
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Anexo 4 - Meio para protease (RUCHEL et al., 1982)

Solugdo de estoque (filtrada p/1000mL)

Albumina bovina (BSA) fragdao V (Sigma) 2,0g
Protovit (Roche) 1,0g
Agua destilada 100mL

Esterilizar por filtracdo em Millipore (0,22pum)

Solugdo Base (“Yeast Carbon Base”)

YCB (difco) 11,7g
Agar 18,0g
Agua destilada 900mL

Autoclavar solucdao base a 121°C, resfriar a 55°C e adicionar a solu¢do de estoque na
mesma. Distribuir em placas.
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Anexo 5 — Protocolo de identificagdo de leveduras

PROTOCOLO DE IDENTIFICACAO DE LEVEDURAS
Laboratério de Leveduras Patogénicas e Ambientais

PROCEDENCIA :

DMIV - UFRRJ

REGISTRO :

OBSERVACOES :

1- EXAME DIRETO :

2- CRESCIMENTO EM MEIOS USUAIS :
CRESCIMENTO EM MEIO COM ACIDO GRAXO :

3- MICROCULTIVO E TUBO GERMINATIVO :

PM : BL: AR: TG : CL: OUTROS :
4- ASCOS E ASCOSPOROS :
POSITIVOS :
5- OUTRAS PROVAS :
SINTESE DO AMIDO :
PRODUGAO DE MELANINA :
TTC:
6- AUXANOGRAMA
| KNO; |6- RAFINOSE | 14- XILOSE \
| PEP |7- TREALOSE | 15-ERITRITOL \
IN-ACETIL -D-GLUCOSAMINA | 8- RAMNOSE | 16-ADONITOL |
| 1-LACTOSE |9- CELOBIOSE | 17-MANOSE \
|2- GLICOSE | 10- GALACTOSE | 18- DULCITOL |
[3- SACAROSE | 11- INULINA | 19-ARABINOSE \
|4- MELIBIOSE | 12-MELEZITOSE |20-FRUTOSE |
|5- MALTOSE | 13- INOSITOL |21-x1LITOL \

7- ZIMOGRAMA

1-RAFINOSE :
2-GLICOSE :
3-LACTOSE :
4-MALTOSE :
5-SACAROSE :
6-TREALOSE :
7-GALACTOSE :

IDENTIFICACAO :
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