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Resumo

Introdugdo: Candida spp. sdo patégenos encontrados comumente em humanos, mas podem infectar outros animais. Candida
lusitaniae é uma espécie menos frequentemente relatada de Candida ndo-albicans e pode levar a quadros de peritonite em humanos.
Objetivo: relatar a identificagdo da C. lusitaniae isolada do liquido peritoneal de um gato adulto e avaliar o perfil de sensibilidade
a antifungicos. Metodologia: para identificagdo do fungo isolado de liquido peritoneal de gato com quadro de peritonite, foi
utilizado o sistema MALDI-Biotyper. O ensaio de microdiluigdo foi realizado seguindo as normas do documento M27-S4 da CLSI
para determinar a concentragdo minima de antiftingicos capaz de inibir o crescimento de 100% dos fungos (MIC ). Logo ap0s, foi
obtida a concentragdo minima dos mesmos antifingicos capaz de inativar 100% dos fungos (MFC, ). A atividade antimicrobiana dos
compostos foi avaliada de acordo com a razdo MFC,  /MIC, . Resultados: O MALDI-Biotyper identificou a Candida lusitaniae como o
agente etioldgico da peritonite felina. Os antifingicos testados nesta pesquisa apresentaram MIC, definido, bem como 3/5 dessas
drogas apresentaram ponto de corte epidemioldgico. A relagdo MFC,  /MIC,  classificou todos os antiflngicos aqui testados como
tendo agdo fungicida. Conclusdo: a identificagdo da Candida lusitaniae, uma levedura rara, ocasionando peritonite em gatos, leva a
uma discussdo sobre os avangos dos fungos como agentes patogénicos em animais, especialmente Candida ndo-albicans, e sobre
seus perfis de resisténcia a antifingicos.
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Abstract

Introduction: Candida spp. are pathogens commonly found in humans but can infect other animals. Candida lusitaniae is a less
frequently reported species of non-albicans Candida and can lead to peritonitis in humans. Objective: to report the identification of C.
lusitaniae isolated from the peritoneal fluid of an adult cat and to evaluate the antifungal sensitivity profile. Methodology: the MALDI-
Biotyper system was used to identify the fungus isolated from the peritoneal fluid of a cat with peritonitis. The microdilution assay
followed the guidelines of the CLSI document M27-54 to determine the minimum concentration of antifungals capable of inhibiting
the growth of 100% of the fungi (MIC,, ). Soon after, the minimum concentration of the same antifungals capable of inactivating
100% of the fungi (MFC, ) was obtained. The antimicrobial activity of the compounds was evaluated according to the MFC, ./ MIC, ,
ratio. Results: the MALDI-Biotyper identified Candida lusitaniae as the etiologic agent of feline peritonitis. The antifungals tested in
this research had a defined MIC,, and 3/5 of these drugs had an epidemiological cutoff point. The MFC, ./ MIC,, ratio classified
all antifungals tested here as having an fungicidal action. Conclusion: the identification of Candida lusitaniae causing peritonitis in
cats, leads to a discussion about the advances of fungi as pathogens in animals, especially non-albicans Candida, and about their
resistance profiles to antifungals.
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Perfil de sensibilidade a antifungicos de Candida lusitaniae
isolada de caso de peritonite felina

INTRODUCAO

Candida spp. é considerada como um dos principais
patégenos de humanos, sendo associada a maior parte
dos 6bitos ocasionados por fungos, os quais sdo estima-
dos em 1,6 milhdes por ano’. Apresentam um perfil de
patogenicidade considerdvel, especialmente em casos de
imunodepressdo?®. Entre os mecanismos de patogenicida-
de que esse género possui, podem-se citar capacidade
de adesdo aos tecidos, produgdo de enzimas hidroliticas,
e formagdo de biofilme3.

Candida lusitaniae é uma levedura associada a infec-
¢Oes nosocomiais* e que pode induzir de 0,2 a 9,4% de
casos de candidemia®. Embora seja raramente isolada,
seu perfil de resisténcia adquirida chama a atencao, e
frequentemente é relacionada a resisténcia a anfoteri-
cina B (polieno) e fluconazol (azélico), e a capacidade de
adquirir rapidamente resisténcia a drogas, o que dificulta
sua erradicagdo”.

Apesar do fato de ser pouco descrita, Candida tam-
bém ocasiona infecgdes em animais®. Pode ser encon-
trada residindo como microbiota comensal em animais
e, assim como em seres humanos, o quadro patoldgico
estd majoritariamente relacionado a imunodepressao do
hospedeiro’. Faltam dados epidemioldgicos para tragar
um panorama mais correto sobre a candidiase animal®.
Em cdes e gatos, as espécies de Candida mais frequente-
mente encontradas sao Candida albicans, C. glabrata, C.
krusei, C. tropicalis, C. guilliermondii, C. parapsilosis, e C.
rugose®. A candidiase sistémica nesses animais, é rara, sua
causa ainda ndo é totalmente elucidada, mas acredita-se
que a infecgdo sistémica esteja associada a processos
cirurgicos e a traumas®.

A peritonite é uma inflamagdo que ocorre no peri-
tonio, membrana que reveste a cavidade abdominal. A
peritonite infecciosa, em cdes e gatos geralmente estd
associada a coronavirus felino, Salmonella typhimurium,
Chlamydophila psittaci, Clostridium limosum, Mesocestoi-
des spp., e Blastomyces spp.°. Ndo ha relatos, na literatu-
ra, sobre peritonite por Candida spp. em gatos, apenas
em cdes'®!, Em felinos, s6 ha relato de um granuloma
gastrointestinal por Candida albicans'?. Este é o primeiro
achado de peritonite em gato infectado com Candida
lusitaniae. O presente trabalho tem como objetivo rela-
tar a identificagdo da C. lusitaniae e avaliar a o perfil de
sensibilidade a antifungicos.

METODOLOGIA

Coleta da amostra

A amostra do liquido peritoneal foi coletada, por
veterinarios, de um gato adulto com sintomatologia
compativel com peritonite. O material foi aspirado pela
técnica de abdominocentese. Apds a tricotomia e assep-
sia do local, o animal foi posicionado em decubito lateral,
e a agulha foi introduzida na cavidade abdominal, sendo
o liquido peritoneal transferido para um tubo estéril.
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Isolamento do microrganismo

Ap0s a coleta, 10 pL do liquido peritoneal foi inocu-
lado em &4gar Sabouraud dextrose (ASD) adicionado de
0,5% de cloranfenicol, e semeou-se pela técnica de esgo-
tamento, a fim de serem obtidas col6nias isoladas. A placa
foiincubada por 48ha 37°C. Posteriormente, foi realizada
a caracterizagao morfoldgica, utilizando-se o método de
Gram, e realizada a identificagdo do microrganismo?3.

Identificagdo do microrganismo

Para identificagdo do microrganismo, foi utilizada a
técnica de MALDI-TOF, a qual o identifica quanto ao gé-
nero e a espécie por marcadores protedmicos que estdo
indexados em bancos de dados para tal identificagao.
Resumidamente, uma col6nia foi adicionada a placa-alvo
e fixada com a solugdo de matriz (1pL) contendo acido
alfa-ciano-4-hidroxicinamico (a-CHCA), 50% de acetoni-
trila e 2,5% de acido trifluoroacético’®>. Como controle,
utilizou-se a proteina padrao da cepa DH5a de Escherichia
coli*®. Posteriormente a essa fixagdo, a placa-alvo com o
indculo foi seca em temperatura ambiente®®. O aparelho
utilizado na analise foi o MALDI-Biotyper (Bruker Dalto-
nics, Bremen, Alemanha). O score espectral minimo para
identificagdo de leveduras no nivel de espécie foi > 1,8"".

Ensaio de sensibilidade a antiftingicos

Para avaliacdo do perfil de sensibilidade da Candida
lusitaniae a antifungicos convencionais, foi utilizada a
técnica de microdiluicdo em caldo, com o objetivo de
determinacdo da concentracdo minima inibitdria capaz
de inibir 100% do crescimento (MIC ) da levedura. Para
tanto, seguiu-se a metodologia estabelecida pelo Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI), documento
M27-S4*, A Candida foi cultivada em meio ASD adicio-
nado de 0,5% de cloranfenicol, com incubacdo a 37°
C e 24 horas. Posteriormente, o indculo foi diluido em
solugdo salina estéril a 0,9%, para obter uma densidade
Optica (DO) de 0,08 — 0,10 no comprimento de onda de
530 nm, correspondente a 0,5 da escala de McFarland.
Essa suspensdo-padrao foi diluida novamente em solucdo
salina (1:50) e, por fim, em meio RPMI, suplementado com
2% de dextrose (1:20), obtendo-se, assim, uma concen-
tragdo de 5,0 x 10? a 2,5 x 103 células por mL? no pogo.
Os antifungicos comerciais utilizados foram o fluconazol
(0,125 -64 pg/mL), itraconazol, cetoconazol, anfotericina
B, e nistatina (0,0313 — 16 pug/mL)*®. O indculo (100 pL por
poco) foi adicionado juntamente com o mesmo volume
de cada concentragdo dos antifiingicos, em triplicata.
Pogos de controles negativos com cada concentragdo de
antifingico foram utilizados, bem como controles com
meio de RPMI sozinho também foram utilizados. Além
disso, foram usados controles positivos com indculo e
RPMI. As placas ficaram incubadas por 48 horas a 37°
C, e entdo lidas em espectrofotdmetro (Multiskan FC
Microplate Photometer, Thermo Fisher, Waltham, MA,
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EUA) a 625 nm. Todos os experimentos foram feitos em
triplicatas e repetidos duas vezes. A porcentagem de
inibicdo foi calculada utilizando-se a seguinte formula®:

Inibicdo (%) = [(DO pogo teste com antifungico — DO
pogo controle)/DO pogo controle x 100]

Ensaio de Concentragdo Fungicida Minima

Com base no experimento anterior, para terminar a
concentragdo fungicida minima 100% capaz de inativar
100% dos fungos (MFC, ), foram subcultivados fun-
gos tratados com os antifungicos, baseando-se na sua
MIC, - Ap6s 48 horas de incubagdo a 37° C, o MFC,  foi
determinado, considerando-se a menor concentragdo
que ndo apresentou crescimento visivel de colénia®. O
efeito fungicida e fungistatico in vitro foi avaliado com
base na razdo do MFCIOO/ MIC, s sendo que uma razao
<4 indicou uma ag¢do fungicida, e uma razdo >4 um efeito

fungistatico?’.

RESULTADOS

A partir da incubagdo (48h) em agar Sabouraud dex-
trose com 0,5% de cloranfenicol, do liquido peritoneal
oriundo do felino com peritonite, foram obtidas col6nias
isoladas com coloragdo creme, aspecto brilhante, com su-
perficie lisa e bordas regulares (Figura 1A), caracteristico
de algumas espécies de Candida®?. Apos o crescimento
da levedura, foi realizada a confec¢ao da lamina com
coloragdo pelo método de Gram, cuja técnica é aplicada
na micologia apenas para observagdao morfoldgica, dife-
rentemente de sua finalidade na bacteriologia®®. Assim, na
objetiva de 100x, p6de-se observar a presenca de blas-
toconidios (Figura 1B). Com base nos resultados obtidos
no sistema MALDI-Biotyper (Bruker Daltonics, Bremen,
Alemanha), um score espectral de > 1,8 identificou Can-
dida lusitaniae como agente etioldgico da peritonite do
felino, sem presencga de contaminagdes.

Posteriormente a identificagdo, no ensaio de mi-
crodiluicdo com os antifungicos comerciais, obteve-se
concentragdes que inibiram 100% da C. lusitaniae, as
quais variaram entre 0,0625 pg/mL (para itraconazol e
cetoconazol), 1 pug /mL (para fluconazol e anfotericina
B), e 4 ug /mL (nistatina), conforme é demonstrado na
Figura 2. Candida lusitaniae ndo possui valor de corte
de sensibilidade para antifungicos, porém o documento
M59 do CLSI**traz os valores de corte epidemiolégicos
(ECV) para fluconazol (1 ug/mL), itraconazol (1 pg/mL) e
anfotericina B (2 ug/mL). Com isso, pode-se observar que

fluconazol (MIC, 1 ug/mL), itraconazol (MIC, 0,0625
ug/mL) e anfotericina B (MIC ;1 pg/mL) alcangaram
os pontos de corte epidemiolégicos para C. lusitaniae,
conforme o documento supracitado®. O ECV dos anti-
fungicos cetoconazol e nistatina ndo sdo abordados neste
documento. Assim, a classificacdo dessas drogas nao foi
realizada. Os antifungicos apresentaram MFC,  definido.
Logo, com base nesses resultados, foi possivel determinar
a atividade dos antifuingicos (in vitro) como fungicida, ja
que as razdes MFC / MIC, foram <4 (Tabela 1).

Figura 1 —(A) Candida lusitaniae cultivada em dgar Sabouraud
dextrose com 0,5% de cloranfenicol apds 48 h de incubagdo a
37°C. (B) Blastoconidios observados no microscopio éptico em
aumento de 1000x, utilizando a técnica de coloragdo de Gram.

A

Fonte: Autoria prépria
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Figura 2 — Cinéticas da inibigdo de crescimento de Candida lusitaniae por antifingicos comerciais: (A) fluconazol, (B) itraconazol,
(C) cetoconazol, (D) anfotericina B e (E) nistatina. O protocolo de microdiluigéo em caldo seguiu o documento da CLSI M27-54
(2012), e os resultados sdo apresentados como médias de dois experimentos independentes.
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Fonte: Autoria prépria

Tabela 1-Concentragdo inibitéria minima (MIC,, ), Concentragéo
fungicida minima (MFC,, ) e atividade in vitro de antifungicos
contra C. lusitaniae, com base na razdo MFCMD/MICM, (<4
considerada fungicida, e > 4 fungistdtico). Os resultados sdo
expressos como médias de dois experimentos independentes.

Antiflingico MIC, (ug/mL) MFC (ug/mL) MFC /MIC
Fluconazol 1 4 4
Itraconazol 0,0625 0,125 2
Cetoconazol 0,0625 0,25 4
Anfotericina B 1 2 2
Nistatina 4 8 2

Fonte: dados da pesquisa

DISCUSSAO

Este é o primeiro relato de caso de peritonite por
fungo do género Candida em gatos, especialmente pela
espécie C. lusitaniae. Em geral, relatos de candidiase
em animais sdo raros®. Entre as 150 espécies existentes
do género?, 20 espécies sdo relatadas como agentes
patogénicos em diferentes animais?®. C. lusitaniae é
raramente associada a infecgcGes em humanos, sendo
frequentemente relacionada a casos de candidemia®.
Existem apenas nove relatos na literatura sobre peritonite
por C. lusitaniae em humanos?®. Em animais, este fungo
ja foi relatado em equinos, ocasionando ceratomicose,
em bovinos levando a quadros de aborto e mastite %, e
na ave milhafre-real (Milvus milvus) provocando candi-
diase oral?.
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Candida lusitaniae foi identificada pela primeira vez
em 1979, em humano. Inicialmente, antes do inicio da
terapéutica com anfotericina B, a levedura demonstrou
inibicdo por esse polieno na concentragdo de 0,31 pg/
mL. Todavia, apds 20 dias da terapia com o antifungico,
adquiriu rapidamente resisténcia, e uma nova inibi¢cdo s6
foi obtida com uma concentragdo de 100 pg/mL?. Pos-
sivelmente nosso isolado apresentou inibicdo de 100%
com 1ug/mL da anfotericina B, por ndo ter tido pressido
seletiva anterior e por ter sido coletado antes da terapia
antifungica, uma vez que, in vivo, a C. lusitaniae adquire
rapidamente resisténcia®.

A terapéutica de infecgdes por C. lusitaniae ainda é
desafiadora, uma vez que s6 hd quatro classes de anti-
fungicos para tratamento sistémico?®. A anfotericina B
atua na membrana citoplasmatica do fungo, especifica-
mente no ergosterol, e a exposi¢do da C. lusitaniae a essa
droga pode levar a mutagdes, alterando a biossintese de
ergosterol e, consequentemente, gerando resisténcia®.
Além disso, essa levedura vem apresentando perfis de
multirresisténcias®..

Outro fator importante é a falta de pontos de corte
de sensibilidade ou resisténcia utilizados para o trata-
mento clinico como referéncias para uma terapéutica
mais assertiva,®. Esses pontos de corte sdo estabelecidos
pela CLSI e pelo European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), que estabelecem esses
pontos com base em testes in vitro e in vivo, avaliando
a interacdo farmacodinamica e farmacocinética. Para
suprir essa necessidade, ha valores de corte epidemio-
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légicos, que sdo definidos com base em ensaios in vitro,
0s quais tentam nortear um tratamento adequado para
as espécies que carecem dessa informagdo®. C. lusita-
nige possui apenas pontos de corte epidemiolégicos
para alguns antifungicos, sendo que o documento M59
da CLSI?® traz a classificagdo para trés dos cinco antifun-
gicos testados nesta pesquisa, demonstrando, ainda,
a deficiéncia em estabelecer um ECV para espécies de
Candida ndo-albicans.

E importante destacar que as infecgdes fungicas
estdo cada vez mais frequentes, infectando cerca de
1 bilhdo de pessoas anualmente®*. Os fungos, em sua
maioria, estdo normalmente presentes em microbio-
tas, mas uma parcela desses microrganismos ocasiona
infecgdes em humanos, animais e plantas®®. Os animais
podem contribuir com cerca de 75% das infec¢des por
fungos em seres humanos, especialmente em individuos
imunossuprimidos®*. Assim, é premente que haja uma
intervencdo pautada em One health, uma vez que ha
patégenos que podem ser transferidos de humanos para
animais e vice-versa, como no caso da candidiase.

CONCLUSAO

O isolamento de C. lusitaniae ocasionando perito-
nite em gato chama a aten¢do, uma vez que ainda ndo
havia relatos sobre Candida spp. infectando liquido pe-
ritoneal de gatos. Apesar da dificuldade de classificagdo
de isolados de C. lusitaniae como resistentes ou ndo a
antifungicos, chama a atencdo o fato de que a relagdo
entre o MIC - e o MFC, classificou que compostos
antimicrobianos aqui testados tiveram ac¢do fungicida,
o que pode indicar uma auséncia prévia de sele¢do por
tratamento com drogas antifungicas.
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