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RESUMO 

Bonci MM. Identificação fenotípica e proteômica da micobiota oral de cães – 
sensibilidade a antifúngicos e virulência [tese]. São Paulo: Universidade de São 
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022. Versão Corrigida. 

A micobiota oral dos animais de companhia, especialmente de cães, é tema 

relativamente pouco estudado e que tem ganhado espaço em discussões e 

pesquisas nos anos recentes. Supõe-se, que dentre as principais áreas anatômicas 

atuantes como fontes de compartilhamento de fungos entre cães e pessoas, esteja a 

cavidade oral, o que possivelmente, eleva o número de enfermidades relacionadas a 

esses fungos tanto nas pessoas, quanto nos animais, principalmente neste sítio 

anatômico. Dentre as leveduras mais isoladas da cavidade oral de cães estão 

Malassezia pachydermatis, Candida spp., Rhodotorula spp. e Trichosporon spp. 

Para melhor compreensão das interações entre os microrganismos, das leveduras 

ao sítio hospedeiro e a capacidade delas em gerar enfermidades, o entendimento de 

técnicas de identificação das leveduras (fenotípicas e proteômica) e dos fatores de 

virulência pode elucidar novas metodologias de controle das infecções fúngicas. A 

investigação do perfil de sensibilidade aos antifúngicos da micobiota oral dos cães 

serve como ferramenta na prevenção de fungemias graves, fornecendo aos clínicos 

ferramentas eficientes para o controle rápido e menos invasivo das infecções nos 

pacientes. A comparação de metodologias como disco-difusão em agar e 

microdiluição, pode evidenciar pontos críticos a serem melhorados em alguns 

protocolos da rotina laboratorial, bem como indicar qual a melhor técnica de 

avaliação da sensibilidade para a rotina clínica em leveduras. Este trabalho 

comparou técnicas fenotípicas e proteômica de identificação das leveduras da 

cavidade oral de cães, bem como avaliou a produção de protease, fosfolipase, 

DNase e hemolisinas. Também foram realizados testes de sensibilidade aos azóis e 

poliênicos, por disco-difusão e microdiluição. A técnica fenotípica de identificação 

mostrou-se melhor aliada na identificação das leveduras quando comparada à 

proteômica, principalmente para as leveduras do gênero Candida. Os isolados 

demonstraram variados potenciais de produzir fatores de virulência, não sendo 

observado um padrão para esta produção “in vitro”. A técnica da microdiluição, 



padrão para análises das leveduras, mostrou resultados superiores e mais 

confiáveis pra escolha do antifúngico para tratamento clínico. Assim, os resultados 

demonstram que mais dados devem ser colhidos e estudados para melhor 

caracterizar a produção “in vitro” dos fatores de virulência das leveduras, bem como 

adaptações ainda são necessárias para que se possa dar alta confiabilidade à disco-

difusão em agar e a técnica de identificação proteômica. 

Palavras-chave: Azóis. Estomatite. Micoses. Poliênicos. Resistência. 



ABSTRACT 

Bonci MM. Phenotypic and proteomic identification of the oral mycobiota of dogs – 
antifungal sensitivity and virulence [thesis]. São Paulo: Universidade de São 
Paulo, Faculdade de Odontologia; 2022. Versão Corrigida. 

The oral biota of company animals, especially dogs, is a relatively little studied topic 

and has gained space in discussions and research in recent years. It is assumed 

that, among the main anatomical areas acting as sources of sharing fungi between 

dogs and people, is the oral cavity, which possibly increases the number of diseases 

related to these fungi both in people and in animals, especially in this anatomical site. 

Among the most isolated yeasts from the oral cavity of dogs are Malassezia 

pachydermatis, Candida spp., Rhodotorula spp. and Trichosporon spp. For a better 

understanding of interactions between microorganisms, from yeasts to the host site 

and their ability to generate diseases, the understanding of yeast identification 

techniques (phenotypic and proteomics) and virulence factors can elucidate new 

methodologies for controlling fungal infections. The investigation of the antifungal 

susceptibility profile of the oral mycobiota of dogs serves as a tool in the prevention 

of severe fungemia, providing clinicians with efficient tools for rapid and less invasive 

control of infections in patients. The comparison of methodologies such as disk 

diffusion in agar and microdilution can highlight critical points to be improved in some 

routine laboratory protocols, as well as indicate the best technique for evaluating 

sensitivity for the clinical routine in yeast. This work compared phenotypic and 

proteomic techniques to identify yeasts in the oral cavity of dogs, as well as 

evaluated the production of protease, phospholipase, DNase and hemolysins. 

Sensitivity tests to azoles and polyenes were also performed, by disk diffusion and 

microdilution. The phenotypic identification technique proved to be a better ally in the 

identification of yeasts when compared to proteomics, especially for yeasts of the 

Candida genus. The isolates showed varied potential to produce virulence factors, 

with no pattern being observed for this production “in vitro”. The microdilution 

technique, standard for yeast analysis, showed superior and more reliable results for 

the choice of antifungal for clinical treatment. Thus, the results demonstrate that 

more data should be collected and studied to better characterize the "in vitro" 



  

 

production of yeast virulence factors, as well as adaptations are still necessary in 

order to give high reliability to the disk diffusion in agar and the proteomic 

identification technique. 

 

 

Keywords: Azoles. Stomatitis. Mycoses. Polyenes. Resistance. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

A micobiota oral dos animais de companhia, especialmente de cães, é tema 

relativamente pouco estudado e que tem ganhado espaço em discussões e 

pesquisas nos anos recentes (Navarro et al., 2020). Tal fato pode ser explicado pela 

maior proximidade entre estes animais e pessoas, elevando os cães ao “status” de 

um ente familiar, sugerindo-lhes os cuidados antes restritos apenas aos seres 

humanos (Paula et al., 2021). 

Em medicina veterinária, até então, maior atenção era dada apenas a 

micobiota da pele, ouvido e mucosa cervico-vaginal, que na maioria das vezes 

geram quadros clínicos evidentes aos responsáveis pelos animais, como dermatites 

e otites (Meason-Smith et al., 2015; Antonio et al., 2018; Korbelik et al., 2018). 

Dentre as leveduras mais isoladas da cavidade oral de cães estão Malassezia 

pachydermatis, Candida spp., Rhodotorula spp. e Trichosporon spp. (Brito et al., 

2009; Navarro et al., 2020).  

Supõe-se, que dentre as principais áreas anatômicas atuantes como fontes 

de compartilhamento de fungos entre cães e pessoas, esteja a cavidade oral, 

constituída por lábios, o revestimento interior dos lábios e bochechas, os dentes, as 

gengivas, dois terços anteriores da língua, o assoalho da boca e o céu da boca 

(palato).  

Acredita-se que tal aproximação entre pessoas e cães, consequentemente 

acarrete em maior troca de microrganismos entre estes, como leveduras do gênero 

Candida e Malassezia, bem como fungos filamentosos como Aspergillus spp. e 

Rhizopus spp., que também possuem reconhecido potencial patogênico, 

aumentando, possivelmente, o número de enfermidades relacionadas a esses 

fungos tanto nas pessoas, quanto nos animais, principalmente em cavidade oral. 

Para tal, estudos relacionados a caracterização da micobiota da cavidade oral 

de cães, visando futura correlação dos achados a doenças e outros fatores 

relacionados a saúde, devem ser realizados, já que até então o assunto não atraiu 

maior atenção de grupos de pesquisas e os dados estão escassos, ou mesmo 

indisponíveis. 

Um dos entraves no estudo de fungos, especificamente leveduras, está na 

identificação das espécies. Visto a grande variedade de microrganismos distintos 
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que podem ser isolados de sítios como a cavidade oral, testes fenotípicos tendem a 

ser de alto custo e a demandar maior tempo para que se chegue à identificação das 

espécies, o que em muitos casos não é possível, limitando a nomenclatura ao 

gênero.  

Para melhor compreensão das interações entre os microrganismos, das 

leveduras ao sítio hospedeiro e a capacidade delas em gerar enfermidades, o 

entendimento dos fatores de virulência pode elucidar novas técnicas de controle das 

infecções fúngicas. 

Das enzimas mais estudadas em leveduras, principalmente em Candida spp., 

então a fosfolipase, DNase e a protease, fatores sabidamente relacionados a 

adesão e penetração dos tecidos, como pela produção de hifas, na cavidade oral 

(Luo et al., 2001). Mas, alguns fatores de virulência são menos estudados em 

fungos, como as hemolisinas. Estas enzimas estão relacionadas a degradação da 

hemoglobina para que o microrganismo utilize as moléculas de ferro circulantes no 

sangue, o que pode acarretar em diversos distúrbios nos animais e nas pessoas 

(Linares et al., 2007; Ataides et al., 2020). 

A ação hemolítica de C. albicans possui maior elucidação, sendo esta 

espécie potente produtora, porém, a ação da hemolisina de outras leveduras é ainda 

desconhecida, sendo poucas as pesquisas em outras espécies, como C. 

dubliniensis, por exemplo (Luo et al., 2001; Furlaneto et al., 2018). 

Visto a emergência de fungemias e outras enfermidades relacionadas a 

outras leveduras, que não C. albicans, avaliou-se estes quatro fatores de virulência 

das leveduras da cavidade oral de cães, gerando dados importantes sobre a 

patogenicidade da micobiota deste sítio. 

Além das dificuldades na identificação dos fungos, e de entendimento dos 

fatores de virulência, tanto de animais, quanto de pessoas, novos desafios têm 

surgido para os clínicos, e um dos mais graves é a resistência aos fármacos 

antifúngicos disponíveis no mercado. Em medicina veterinária não são raros relatos 

de isolados de Malassezia pachydermatis multirresistentes, bem como isolados de 

Candida spp. em humanos, e atualmente, casos ligados especificamente a Candida 

auris, que tem sido relatada a casos graves em internações de diversas localidades 

(Kano et al., 2020; Rhodes; Fisher, 2019; Zamith-Miranda et al., 2019). 

A investigação do perfil de sensibilidade aos antifúngicos da micobiota oral 

dos cães serve como ferramenta na prevenção de fungemias graves, fornecendo 
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aos clínicos ferramentas eficientes para o controle rápido e menos invasivo das 

infecções nos pacientes. A comparação de metodologias de testes “in vitro” pode 

evidenciar pontos críticos a serem melhorados em alguns protocolos da rotina 

laboratorial, bem como indicar qual a melhor técnica de avaliação da sensibilidade 

para a rotina clínica em leveduras. 

A técnica da microdiluição para determinar a sensibilidade aos antifúngicos 

possui a vantagem de fornecer a concentração inibitória mínima (CIM, ou MIC), mas 

a desvantagem de possuir a metodologia mais complexa e demorada em relação as 

técnicas de difusão em agar (Silva et al., 2016). Porém, para testes laboratoriais 

envolvendo apenas pesquisa, e não diagnóstico clínico, é uma das técnicas mais 

utilizadas na triagem dos fungos, pelo bom custo e pelos resultados que fornece 

(Alves et al., 2010). A comparação destes dois métodos, além de desmascarar 

possíveis isolados multirresistentes, poderá direcionar quais apresentam resultados 

mais confiáveis e viáveis para a rotina clínica humana e veterinária. 

Diante dos fatos, torna-se de suma importância a pesquisa acerca da 

micobiota da cavidade oral dos cães, fornecendo dados sobre os microrganismos e 

o sítio biológico que habitam, que auxiliarão em investigações epidemiológicas, e 

consequentemente serão ferramentas para a prevenção e controle das emergentes 

infecções fúngicas, tanto em saúde humana, quanto em medicina veterinária. Assim, 

esses são os objetivos pretendidos com os resultados obtidos nesta pesquisa. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

2.1 MICOBIOTA ORAL DOS CÃES 

  

  

A saúde oral canina é tema que vem ganhando espaço nos últimos anos, 

visto a proximidade cada vez maior entre pessoas e estes animais. De acordo com 

dados da Associação Brasileira da Indústria de Produtos Para Animais de 

Estimação, em 2021 havia aproximadamente 56 milhões de cães nos lares 

brasileiros.  

Tal proximidade ocasiona grande troca de microrganismos entre os cães e as 

pessoas, principalmente pelo hábito de lambedura por parte dos cães, ou mesmo 

por acidentes envolvendo mordeduras (Paula et al., 2021). O tratamento de lesões 

causadas por mordedura de cães pode ser complicado, devido ao envolvimento de 

diversos tipos de microrganismos, dentre eles, leveduras (Viotto et al., 2022).  

São poucos os dados que descrevem a micobiota oral dos cães, sendo a 

grande disponibilidade dos dados acerca da população bacteriana, como exposto 

por Elliott et al. (2005) e Beikler et al. (2021), sendo o gênero Neisseria um dos mais 

frequentes frente a outros gêneros bacterianos, como Actinomyces e Streptococcus. 

Dentre as espécies fúngicas mais isoladas e descritas da cavidade oral de 

cães estão Malassezia pachydermatis, Candida albicans, C. parapsilosis, C. 

tropicalis, Saccharomyces cerevisiae, Rhodotorula spp., Cryptococcus spp. e 

Trichosporon spp. (Brito et al., 2009; Navarro et al., 2020). Ressalta-se o fato de 

alguns destes microrganismos, principalmente Candida spp., Malassezia spp. e 

Cryptococcus spp. estarem diretamente relacionados a enfermidades nos animais e 

nas pessoas, como casos de estomatites, lesões cutâneas e mesmo infecções 

fúngicas disseminadas mais graves, como fungemias, que vem sendo cada vez mais 

detectadas em medicina humana e veterinária (Jadhav; Pal, 2006; Headley et al., 

2016; Biegańska et al., 2018; Angileri et al., 2018). 

Navarro et al. (2020) encontraram uma população de leveduras da boca de 

cães no município de Campinas-SP/Brasil composta predominantemente pelos 

gêneros Candida, Trichosporon e Malassezia, sendo Candida albicans a espécie 

mais isolada. Já Mendes (2021), avaliando a micobiota da cavidade oral de cães do 
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estado do Rio de Janeiro, encontrou a prevalência de isolados de Malassezia 

pachydermatis, seguido por espécies do gênero Candida, Geotrichum, e em menor 

quantidade, Trichosporon. Deng e Swamson (2015) em estudo sobre microbioma e 

microbiota oral de cães, gatos e pessoas, encontraram prevalência dos gêneros 

Candida, Malassezia e, menos frequente, Cryptococcus na cavidade oral de 

cachorros do Reino Unido. 

É sabido que muitas pessoas possuem o hábito de “beijar” os seus animais 

de estimação, embora os cães não entendam isso exatamente como um carinho e 

há “pets” que possuem o hábito de lamber a face de seus responsáveis, podendo 

haver, decorrente a estes fatos, o compartilhamento de microrganismos entre as 

espécies (Burk, 2018).  

A odontologia veterinária vem ganhando espaço nos últimos anos, e os 

avanços e pesquisas nesta área vem ganhando destaque. Antes restrita apenas a 

limpezas orais profiláticas, hoje os procedimentos dentais se assemelham cada vez 

mais aos serviços oferecidos pela odontologia em humanos (Flancman et al., 2018). 

Assim, maior conhecimento acerca da micobiota oral dos cães é necessário para 

consolidação da odontologia no meio veterinário, bem como para auxiliar no 

tratamento de lesões causadas por acidentes com mordeduras de cães. 

 

 

2.2 IDENTIFICAÇÃO DAS LEVEDURAS 

 

 

Tradicionalmente, a identificação fenotípica de fungos é tarefa laboriosa e 

demanda grande experiência dos atuantes do laboratório. No caso de alguns 

gêneros, como Candida, podem não gerar resultados com alto poder de exatidão 

para classificação de algumas espécies, como a diferenciação entre Candida 

albicans e Candida dubliniensis. Por outro lado, a mucosa oral de cães pode 

apresentar cepas ou espécies que não correspondam ao comportamento fenotípico 

conhecido, podendo-se estar diante de variedades ou mesmo espécies 

desconhecidas (Marinho et al., 2010).  

Caracterísiticas coloniais e microscópicas, em muitas situações são 

suficientes para caracterizar algum gêneros como, Malassezia, Rhodotorula, 

Geotrichum e Trichosporon, porém, a caracterização em espécie desses gêneros é 
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de difícil exatidão, sendo fator impeditivo nos laboratórios que utilizam apenas 

métodos fenotípicos manuais de identificação (Corrêa et al., 2009). 

Já para a caracterização de espécies do gênero Candida, diversas técnicas 

estão disponíveis e, quando utilizadas em conjunto, tendem a dar resutados 

extremamente satisfatórios. Dentre os testes mais utilizados nestes casos estão os 

de assimilação de substratos, como auxanograma e zimograma, respectivamente, e 

testes mais simples, como produção de tubo germinativo, clamidoconídios e 

semeadura em meios cromogênicos.  

Há ainda baterias de assimilação de carboidratos comerciais, como API 20C 

AUX e API 32C, que embora tenham alto custo de execução, são bastante utilizados 

na rotina laboratorial (Zaremba et al., 2006). O sistema VITEK utiliza-se de 

automação para realizar testes de assimilação de carboidratos, e é um dos 

equipamentos mais utilizados em grandes laboratórios com alta demanda de 

serviço. Este método tem se mostrado de alta confiabilidade para identificação de 

espécies de Candida, mas ainda requer atualizações e maior precisão para a correta 

identificação de outros fungos (Graf et al., 2000).  

Visando agilizar e dar maior exatidão à identificação de microrganismos, 

novas técnicas foram desenvolvidas nos últimos anos, como o processo de 

identificação proteômica, ou MALDI-TOF (“Matrix Associated Laser 

Desorption/Ionization - Time of Flight”). Este método é baseado na análise de 

biomoléculas em espectrometria de massa e depende de correta manutenção dos 

equipamentos, bem como constante atualização de banco de dados, o que em 

alguns casos pode deixar a desejar na identificação de alguns microrganismos 

(Sanguinetti; Posteraro, 2017).  

Ainda assim, de posse de informações acerca da procedência do 

equipamento e dos sítios biológicos a serem analisados, o MALDI-TOF pode ser 

ferramenta importante no auxílio à identificação dos fungos, principalmente do 

gênero Candida, sendo técnica relativamente prática e que oferece resultados 

rapidamente (Gitman et al., 2017; Florio et al., 2018). 
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2.3 FATORES DE VIRULÊNCIA DAS LEVEDURAS 

 

 

A capacidade das leveduras em se aderir as superfícies, proliferarem e 

invadir os tecidos, como em doenças da cavidade oral, deve-se a produção de 

fatores de virulência que visam combater os mecanismos de defesa do hospedeiro, 

como camada fosfolipídica das células e evasão de células de defesa, como redes 

de neutrófilos. Dentre estes fatores está a produção de enzimas como protease, 

fosfolipase e DNase (Naves et al., 2013). 

O potencial virulento tende a ser essencial para o aparecimento de micoses 

na cavidade oral de cães, além de outros fatores, como antibioticoterapia de amplo 

espectro, uso de coticosteróides, quimioterapia, procedimentos cirúrgicos e a saúde 

da mucosa e a resistência do hospedeiro como um todo. A candidíase oral, por 

exemplo, é um sinal de possível comprometimento dos mecanismos de defesa do 

paciente, pois está relacionada ao desequilíbrio entre os fatores de virulência 

fúngicos e a defesa do hospedeiro (Jammil; Yehia, 2020). 

Tais enzimas têm sido detectadas “in vitro” advindas das principais leveduras 

que podem colonizar a cavidade oral de pessoas e animais, como Candida e 

Malassezia, sendo o grau de produtividade bastante variado nas pesquisas 

disponíveis, mostrando não haver padrão entre a produção “in vitro” e o sítio 

anatômico, ou situação clínica da qual se encontrava o hospedeiro no momento da 

coleta (Rörig et al., 2009). 

As proteases são enzimas que atuam na destruição e evasão das barreiras 

imunológicas do paciente, enquanto as fosfolipases atuam hidrolisando as ligações 

éster em glicerofosfolipídios por clivagem de uma ligação éster específica, 

danificando, assim, a membrana celular do hospedeiro permitindo a invasão para 

tecidos mais profundos (Montoya et al., 2020). 

A desoxirribonuclease tem o papel de clivar as ligações fosfodiéster das 

moléculas de DNA. Assim, sua ação tem sido relacionada com a maturação do 

biofilme, bem como na evasão do sistema imunológico do hospedeiro. A dificuldade 

de reprodução “in vitro” da DNase, principalmente, em testes que utilizam halos de 

degradação em placas de Petri tem sido relata por autores, que sugerem novas 

técnicas como, corridas em gel de agarose, que tendem a gerar resultados mais 

precisos e menos interpretativos (Haas et al., 2014). 
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Outro fator que tem se mostrado de grande importância é a produção de 

hemolisinas. Estas enzimas tem ação bem caracterizada em bactérias como 

Staphylococcus, Pseudomonas e Streptococcus, por exemplo, mas ainda são pouco 

elucidadas para leveduras (Fonseca; De Marco, 2022). Pesquisadores tem relatado 

produção de hemolisinas por praticamente todos os isolados de Candida, mesmo 

que em intensidades variadas. A hemólise dos eritrócitos é causada por uma 

proteína constituinte da parede celular da levedura, porém sua ação ainda não foi 

detalhada, sabe-se apenas que a liberação de ferro, é essencial no processo 

invasivo do fungo ao hospedeiro (Rocha et al., 2018; Abrão et al., 2022). 

 

 

2.4 ANTIFÚNGICOS 

 

 

Dentre os antifúngicos mais utilizados em medicina veterinária e humana 

estão os azóis, como itraconazol, fluconazol e cetoconazol, e os poliênicos, como a 

anfotericina B e a nistatina (Santin et al., 2011). Os azóis foram descritos pela 

primeira vez em 1949, e atuam inativando a enzima C-14-α-desmetilase, 

interrompendo a síntese de ergosterol na membrana celular dos fungos. Já os 

poliênicos, ligam-se diretamente ao ergosterol da membrana celular fúngica, o que 

forma poros que alteram a permeabilidade da membrana, ocasionando a perda de 

proteínas, dentre elas, íons potássio que causam a morte celular (Rezende et al., 

2017). 

Embora não fosse algo recorrente em anos anteriores, a resistência das 

leveduras aos antifúngicos vem sendo cada vez mais descrita em casos clínicos em 

animais e pessoas (Meinerz et al., 2007). Em cães, tem sido recorrentes esses 

relatos, principalmente em resistência a azóis por isolados de Malassezia spp. e 

Sporothrix spp., sendo os poliênicos uma alternativa na resolução desses quadros 

(Lima et al., 2019; Peano et al., 2020). 

Porém, Brito et al. (2009) em estudo da candidose em cães, já ressaltavam 

que as cepas deste gênero dos animais já atingiam níveis consideráveis de 

resistência aos azóis, servindo de alerta a estes microrganismos pouco relacionados 

a casos clínicos nos cães, talvez por sub-diagnóstico. 
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Assim, a realização de testes de sensibilidade aos antifúngicos, devem ser 

estimulados, principalmente em medicina veterinária, onde são poucos difundidos. 

Os testes de disco-difusão em agar são mais práticos e de menor custo quando 

comparados ao método padrão da microdiluição em caldo, porém, ainda tem 

resultados contestados e que necessitam de ajustes para serem utilizados na rotina 

clínica veterinária e humana (Silva et al., 2016; Navarro et al., 2020). 
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3 PROPOSIÇÃO 

 

 

3.1  PROPOSIÇÕES GERAIS 

 

 

- Caracterização dos componentes da micobiota leveduriforme da cavidade 

oral de cães. 

- Epidemiologia: entendimento, controle e prevenção de doenças. 

 

 

3.2 PROPOSIÇÕES ESPECÍFICAS 

 

 

- Isolamento de fungos leveduriformes da cavidade oral de cães. 

- Identificação fenotípica e proteômica das leveduras isoladas. 

- Comparação dos métodos de identificação das leveduras: fenotípico e 

proteômico. 

- Avaliação da virulência “in vitro” (fosfolipase, protease, DNase e atividade 

hemolítica) dos fungos leveduriformes isolados. 

- Avaliação da susceptibilidade das leveduras isoladas aos antifúngicos 

itraconazol, fluconazol, nistatina e anfotericina B. 

- Comparação entre métodos de avaliação da susceptibilidade aos 

antifúngicos: microdiluição em caldo e disco-difusão em agar. 

 

 

3.3 JUSTIFICATIVA 

 

Diante das emergentes doenças fúngicas na rotina clínica humana e 

veterinária, o surgimento de cepas de leveduras resistentes e a crescente 

aproximação, e consequente maior compartilhamento de microrganismos, entre 

pessoas e animais, é de suma importância o entendimento do potencial patogênico 

dos microrganismos presentes na micobiota oral dos cães. 
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Com dados escassos, ou mesmo ausentes, acerca deste assunto, este 

projeto de pesquisa deseja preencher lacunas nas informações disponíveis dentro 

desta área, levantando hipóteses e tecendo conclusões que possam auxiliar 

profissionais da saúde humana e veterinária em suas rotinas de trabalho e pesquisa. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 COLETA DE AMOSTRAS 

 

 

4.1.1 Seleção dos pacientes 

 

 

Foram coletadas amostras de 38 cães (Figura 4.1), sendo obtidos 46 isolados 

de leveduras. Os animais utilizados para as coletas de amostras foram selecionados 

aleatoriamente em clínicas veterinárias dos municípios de Seropédica-RJ e Itaguaí-

RJ, e no Hospital Veterinário da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, 

sendo pertencentes a raças variadas e de ambos os sexos, com ao menos 1 ano de 

idade, com ou sem doença periodontal, excluindo-se aqueles que tenham utilizado 

fármacos antifúngicos nos dois meses anteriores à coleta. Assim que os tutores 

tivessem conhecimento e consentimento prévio do experimento a ser realizado, as 

coletas eram, então, realizadas no decorrer de consultas ou outros procedimentos 

pré-agendados nos estabelecimentos veterinários. 

O projeto foi aprovado (nº: 031/2019) em reunião de 2 de novembro de 2019 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia da 

Universidade de São Paulo, protocolando o trabalho dentro da Lei 11.794 de 8 de 

outubro de 2008 e Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009 e à luz dos princípios éticos 

em experimentação animal elaborados pelo Conselho Nacional de Experimentação 

Animal (CONCEA) (Anexo A). 

O projeto também foi aprovado (nº: 1936110919) em reunião de 25 de 

outubro de 2019 pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade 

Federal Rural do Rio de Janeiro, protocolando o trabalho dentro da Lei 11.794 de 8 

de outubro de 2008 e Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009 e à luz dos princípios 

éticos em experimentação animal elaborados pelo Conselho Nacional de 

Experimentação Animal (CONCEA) (Anexo B). 
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Figura 4.1 – Cão selecionado para a pesquisa já contido para o procedimento de coleta 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.1.2 Utensílios para coleta 

 

 

Para as coletas de amostras da cavidade oral de cães foram empregadas 

escovas dentais convencionais de cerdas macias sem uso prévio. As mesmas foram 

desembaladas e mergulhadas no interior de tubos de ensaio (200x25 mm) contendo 

10 mL de tampão salina (suficiente para cobrir a porção das cerdas), sendo estes 

arrolhados por algodão e submetidos ao processo de autoclavação para 

esterilização (Apêndice A).  

Este material era transportado em caixas de isopor contendo gelo, mantendo-

os em temperatura de refrigeração, evitando a proliferação de contaminantes. 
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4.1.3 Procedimentos para coleta 

 

 

As cerdas das escovas foram pressionadas em movimentos circulares pela 

cavidade oral do cão sem que houvesse evidência de dor, ou grandes incômodos 

aos animais, atingindo: parte interna das bochechas e dos lábios, dentes, parte 

superior da boca (palato duro), superfície da língua e parte inferior, abordando o 

palato mole. Para tal, os animais não precisaram de intervenções anestésicas, ou 

tranquilizantes, sendo necessária apenas contenção física.  

Animais muito resistentes à essa contenção foram excluídos do estudo, visto 

que poderia levar sofrimento ao mesmo e risco aos médicos veterinários envolvidos 

na coleta. 

Posteriormente, as escovas utilizadas foram devolvidas aos tubos contendo 

10 mL do tampão salina, sendo os tubos armazenados em temperatura de 

refrigeração. 

 

 

4.1.4 Transporte das amostras 

 

 

 As amostras (tubos de ensaio contendo 10 mL de salina e escova dental) 

foram transportas no interior de caixas de Isopor® em temperatura de refrigeração (-

1 a 8 °C), até o Laboratório de Leveduras Patogênicas do Departamento de 

Estomatologia da Faculdade de Odontologia da Universidade de São 

Paulo/Controlbio – Assessoria Técnica Microbiológica S/S Ltda. – São Paulo/SP, ou 

para o Laboratório de Leveduras Patogênicas e Ambientais da Universidade Federal 

Rural do Rio de Janeiro – Seropédica/RJ, onde ocorreram os processamentos 

iniciais das amostras, bem como outras etapas da pesquisa. 
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4.2 DILUIÇÃO E SEMEADURA DAS AMOSTRAS 

 

 

Inicialmente, os tubos contendo as escovas dentais foram submetidos à 

agitação em vórtex por 1 minuto, visando o desprendimento da carga microbiana 

das cerdas e homogeneização da mesma em solução salina. 

Para cada amostra colhida (tubo de ensaio contendo 10 mL de salina e 

escova dental), foram realizadas diluições em tampão salina, de 10-1 a 10-3. Para tal, 

1 mL da solução salina contida no tubo de ensaio contendo a massa microbiana 

obtida pelas escovas dentais foi transferido, com auxílio de micropipeta monocanal e 

ponteiras estéreis, para um tubo de ensaio contendo 9 mL de solução salina estéril, 

sendo este material homogeneizado. Novamente, 1 mL foi transferido para outro 

tubo contendo 9 mL de salina, e assim, sucessivamente para um terceiro tubo. Esta 

diluição permitiu melhor isolamento e visualização de colônias nas placas pós 

semeadura. 

Após a diluição das amostras nos tubos de ensaio, 1 mL de cada tubo foi 

transferido (micropipeta monocanal e ponteiras estéreis) e semeado, pela técnica de 

“spread plate” com espalhamento com alça de Drigalski, para placas de Petri (90x15 

mm) individuais contendo agar Sabouraud dextrose 4% acrescido de cloranfenicol 

(Apêndice A), totalizando três placas para cada amostra (Figura 4.2). 

As placas de Petri de cada diluição permaneceram incubadas a 37 °C em 

estufa B.O.D., com inspeção diária, por até 20 dias. Após este período, caso não 

houvesse evidência de crescimento fúngico, o cultivo seria considerado negativo e a 

amostra descartada do experimento. 
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Figura 4.2 – Placa de Petri de agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol pós semeadura das 
diluições das amostras da cavidade oral dos cães – colônias de leveduras 

 

 

   

  

Fonte: O autor. 

 

 

4.2.1 Manutenção das amostras 
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As leveduras isoladas permaneceram, durante todo o projeto, armazenadas 

em tubos contendo agar Sabouraud dextrose com adição de cloranfenicol em 

temperatura entre -2 e 8 °C, sendo repicadas em intervalos mensais como sugerido 

por Kurtzman et al. (1998). 

Ao final do experimento, as amostras foram mantidas em tubos de ensaio 

contendo agar Sabouraud acrescido de cloranfenicol e com a superfície colonial 

submersa em óleo mineral, permanecendo, assim, nas coleções micológicas do 

Laboratório de Leveduras Patogênicas do Departamento de Estomatologia da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo/Controlbio – Assessoria 

Técnica Microbiológica S/S Ltda. – São Paulo/SP, e no Laboratório de Leveduras 

Patogênicas e Ambientais da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro – 

Seropédica/RJ. 

 

 

4.3  IDENTIFICAÇÃO DAS LEVEDURAS 

 

 

4.3.1 Identificação fenotípica das leveduras 

 

 

Os fungos foram avaliados, inicialmente, quanto as características de 

crescimento das colônias, como tempo de desenvolvimento, e avaliados quanto à 

aspectos macromorfológicos como pigmentação, tipos de bordas e superfície, e 

consistência. Estudos da micromorfologia foram realizados mediante prova de 

produção de tubo germinativo, produção de clamidoconídios e cápsula (De Hoog et 

al., 2020). Também foram realizados testes bioquímicos para verificação da 

produção de urease e cultivo em CHROMagarCandida®.  

Para confirmação de espécies foram utilizadas as provas de assimilação de 

fontes carbonadas e nitrogenadas (auxanograma) e provas de fermentação de 

fontes carbonadas (zimograma).  

As identificações de leveduras tiveram como base o protocolo de 

identificação de leveduras do Laboratório de Leveduras Patogênicas do 

Departamento de Estomatologia da Faculdade de Odontologia da USP e as obras 
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“The Yeasts, a taxonomic study” (Kurtzman et al., 1998) e “The Yeasts, a taxonomic 

study” (Kurtzman et al., 2011). 

 

 

4.3.1.1 Teste de produção de urease 

 

 

Para o teste de produção da enzima urease utilizou-se o meio de Christensen 

(Apêndice A), que contém como indicador de pH o vermelho de fenol. O meio foi 

preparado em placas de Petri (60x15 mm), e então foram inoculadas em seu centro 

cada uma das amostras (cultivadas previamente por 72 horas), incubando-as a 32 

°C com observações diárias por até 7 dias. 

As amostras positivas, ao hidrolisarem a ureia, alteraram o pH do meio de 

cultivo de ácido para alcalino, modificando a coloração do indicador de pH de 

amarelo para róseo (Kurtzman et al., 2011) (Figura 4.3). 

 

 

Figura 4.3 – Placas de Petri com meio de Christensen - pH ácido em amarelo; pH alcalino, em róseo 
 

 

Fonte: O autor. 
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4.3.1.2 Teste de produção de clamidoconídios 

 

 

Para verificar a formação de clamidoconídios, executou-se a técnica de 

microcultivo sob lamínula em substrato pobre nutricionalmente. Para isso, utilizou-se 

o agar arroz em placas de Petri (60x15 mm) (Apêndice A), sendo adicionado o 

inóculo (cultivo de 72 horas das leveduras) entre a superfície do meio de cultivo e a 

lamínula, com incubação a 32 °C por até 5 dias.  

Passadas ao menos 24 horas, os cultivos eram analisados ao microscópio 

em lente de 400x, em busca de estruturas compatíveis a clamidoconídios. Em casos 

positivos, estava-se, possivelmente, diante das espécies Candida albicans, C. 

dubliniensis ou C. tropicalis. A presença de estruturas como artroconídios leva-nos à 

possibilidade dos gêneros Geotrichum e Trichosporon (Kurtzman et al., 2011) 

(Figura 4.4). 

 

 

Figura 4.4 –  Microscopia de Candida spp. após cultivo em agar arroz – produção de 
clamidoconídios – 400x  

 

 

Fonte: O autor. 
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4.3.1.3 Teste para a produção de tubos germinativos 

 

 

Esta análise auxilia na identificação de leveduras da espécie Candida 

albicans. Este teste foi feito em microtubos tipo Eppendorf® esterilizados contendo 

0,5 mL de soro sanguíneo bovino. A suspensão (realizada com cultivos de 72 horas 

das leveduras) foi incubada, com agitação periódica, a 37 °C durante 3 horas em 

estufa microbiológica. 

Para visualização microscópica, retira-se uma gota do soro e confecciona-se 

lâmina acrescida de nigrosina e lamínula para observação ao microscópio em lente 

de aumento de 1000x. A constatação da capacidade de formação de tubo 

germinativo indica estarmos diante das espécies Candida albicans, ou Candida 

dubliniensis (Kurtzman et al., 2011). 

 

 

4.3.1.4 Semeadura em CHROMagar®Candida 

 

 

As leveduras foram semeadas em meio diferencial cromogênico (placa de 

Petri - 60x15 mm) utilizado no auxílio da identificação de espécies do gênero 

Candida. As amostras permaneceram em estufa B.O.D. a 32 °C com leitura diária 

por até 72 horas após semeadura (Apêndice A). 

A interpretação das cores seguiu o proposto por Malik et al. (2018), em que 

as colônias de C. albicans apresentam coloração esverdeada de diferentes 

tonalidades, as colônias de C. tropicalis cor azul, as colônias de C. glabrata, malvas, 

assim como, C. krusei, que também apresenta tonalidades escuras de malva (Figura 

4.5). 
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Figura 4.5 – Placas de Petri com CHROMagar®Candida – cores diferentes indicando diferentes 
espécies do gênero Candida 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.3.1.5 Auxanograma 

 

 

Primeiramente, as suspensões de leveduras foram ajustadas em tubos com 

solução salina estéril em escala 4 de McFarland. Para avaliação da assimilação de 

fontes carbonadas utilizou-se os seguintes açúcares: lactose, glicose, sacarose, 

melebiose, maltose, rafinose, trealose, ramnose, celobiose, galactose, inulina, 

melezitose, inositol, xilose, eritritol, dulcitol e arabinose. 

Ao meio básico isento de fontes carbonadas foram adicionados 2 mL da 

suspensão de leveduras (placas de Petri - 90x15 mm). Os açúcares foram 

depositados em pequenas porções em pontos equidistantes da placa de Petri, 

próximos à parede da mesma, e identificados numericamente (Apêndice A). 
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As placas permaneceram em estufa B.O.D. a 32 °C e as leituras realizadas a 

cada 24 horas por até 5 dias. Os testes são considerados positivos quando há o 

desenvolvimento de colônias na presença de açúcares, caracterizando assimilação 

da fonte carbonada (Figura 4.6). 

 

 

Figura 4.6 –  Placas de Petri em teste de auxanograma – crescimento da levedura evidenciado por 
zonas opacas nas bordas da placa 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.3.1.6 Zimograma 

 

 

Tubos de ensaio receberam meio base para fermentação de açúcares 

acrescido de azul de bromotimol como indicador de pH, além de um tubo de Durhan 

invertido, que possui a função de evidenciar a produção de gases fermentativos 

(Apêndice A). 

Já esterilizados, aos tubos (7 tubos por amostra) foram adicionados inóculos 

com a amostra a ser identificada. Em seguida, cada um dos 7 tubos, componentes 

da bateria de cada amostra, recebeu uma fonte carbonada diferente, estas 

previamente esterilizadas por filtração. As baterias permaneceram incubadas a 32 

°C por 15 dias. 
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A evidência de processos fermentativos para espécies do gênero Candida 

levam em consideração a produção de gás apreendida no interior dos tubos de 

Durhan. Para as demais leveduras, também se avaliou a produção de ácidos, 

verificada pela mudança da coloração do indicador de pH, de verde para o amarelo 

(Figura 4.7). 

 

 

Figura 4.7 –  Bateria de zimograma - evidência de processos fermentativos leva a produção de gás 
apreendida no interior dos tubos de Durhan - a produção de ácidos é verificada pela 
mudança da coloração do indicador de pH, de verde para o amarelo 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.3.2 Identificação proteômica das leveduras 

 

 

Dentre as 46 leveduras isoladas, 37 foram submetidas a identificação 

proteômica, através da técnica que utiliza espectrometria de massa, em 

equipamento de MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption/Ionization - Time 

of Flight) (Bruker Daltonicas®). Esta etapa foi realizada no laboratório Controlbio – 

Assessoria Técnica Microbiológica S/S Ltda. – São Paulo/SP, com o auxílio da Drª. 

Maria José Silveira, que contribuíu com a disponibilização do equipamento MALDI-

TOF, espaço físico e outros materiais para a rotina laboratorial. 
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Para o processo de identificação, foram utilizadas culturas recentes de, no 

máximo, 24 horas. Para cada isolado adicionou-se 300 µL de água ultrapura estéril 

em um microtubo (Eppendorff®/1,5 mL) e em seguida 900 µL de etanol. Cada 

microtubo foi agitado em equipamento do tipo vórtex, e em seguida centrifugado a 

18.000 rpm por 2 minutos.  

Na próxima etapa, os microtubos permaneceram abertos por 5 minutos, após 

retirada do sobrenadante, para evaporação de todo etanol. Em seguida acrescentou-

se 50 µL de ácido fórmico 70%, sendo necessária a homogeneização desta nova 

solução. Adicionou-se, então, 50 µL de acetonitrila, e novamente homogeneizou-se 

o conteúdo do microtubo, que, então foi centrifugado a 18.000 rpm por 2 minutos.  

Por fim, 1 µL do sobrenadante foi colocado no “spot” do equipamento de 

MALDI-TOF. Esperou-se secar e em seguida acrescentou-se 1 µL de solução matriz 

e deixando-se secar. Após a secagem, o “spot” foi introduzido no equipamento para 

análise. A interpretação dos resultados foi feita de acordo com os critérios que o 

fabricante do equipamento utiliza e fornece em sua base de dados informatizada e 

atualizada. 

 

 

4.4 AVALIAÇÃO DA VIRULÊNCIA “IN VITRO” DAS LEVEDURAS 

 

 

4.4.1 Protease 

 

 

Os fungos foram cultivados por 3 dias em agar Sabouraud dextrose a 37 °C, 

antes de serem transferidos para as placas de detecção de atividade da protease 

(Rüchel et al., 1982) (Apêndice A). Três inóculos de 10 µL de diluição da colônia em 

salina estéril (Escala 4 de McFarland) foram depositados em três pontos distintos da 

placa de Petri (15x90 mm). As placas permaneceram incubadas a 32 °C por 14 dias 

(Aoki et al., 1994; Ataides et al., 2020). 

A produção de protease é caracterizada pela presença de zona clara de 

degradação proteica ao redor da colônia (Figura 4.8). A atividade enzimática (PzP – 

“precipitation zone”) dos isolados é determinada pela razão entre o diâmetro da 

colônia e o diâmetro do halo de degradação do substrato. Neste sistema, Pz=1 
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evidencia que não há produção enzimática. Ou seja, quanto menor for o Pz, maior é 

a atividade enzimática do fungo (Price et al., 1982; Ishida et al., 2012). 

Foi utilizado como cepa padrão a ATCC 90028 – Candida albicans. Todos os 

testes foram realizados em triplicatas. 

 

 

Figura 4.8 –  Placa de Petri contendo agar para produção de protease – halo de degradação ao 
redor da colônia de Candida spp. 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.4.2 Fosfolipase 

 

 

Os fungos foram cultivados por 3 dias em agar Sabouraud dextrose a 37 °C, 

antes de serem transferidos para as placas de detecção de atividade da fosfolipase 

(Price et al., 1982; Williamson et al., 1986) (Apêndice A). Três inóculos de 10 µL de 

diluição da colônia em salina estéril (Escala 4 de McFarland) foram depositados em 

três pontos distintos da placa de Petri (15x90 mm). As placas permaneceram 

incubadas a 32 °C por 14 dias (Echeverría et al., 2002; Ataides et al., 2020). 

A produção de fosfolipase é caracterizada pela formação de uma zona de 

precipitação de cloreto de cálcio, opaca, ao redor da colônia. As aferições de 
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diâmetro da colônia e do halo de precipitação foram realizadas após 14 dias da 

inoculação inicial (Figura 4.9 e 4.10).  

A atividade enzimática (PzF – “precipitation zone”) dos isolados é 

determinada pela razão entre o diâmetro da colônia e o diâmetro do halo de 

degradação do substrato. Neste sistema, Pz=1 evidencia que não há produção 

enzimática. Ou seja, quanto menor for o Pz, maior é a atividade enzimática do fungo 

(Price et al., 1982; Ishida et al., 2012). 

Foi utilizado como cepa padrão o isolado B59 – Cryptococcus neoformans do 

acervo micológico do Laboratório de Leveduras Patogênicas e Ambientais do 

Instituto de Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. Todos os 

testes foram realizados em triplicatas. 

 

 

Figura 4.9 –  Placa de Petri contendo agar para produção de fosfolipase – halo de degradação ao 
redor da colônia de Rhodotorula spp. (1) 

 

 

Fonte: O autor. 
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Figura 4.10 – Placa de Petri contendo agar para produção de fosfolipase – halo de degradação ao 
redor da colônia de Rhodotorula spp. (2) 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.4.3 DNase 

 

 

Os fungos foram cultivados por 3 dias em agar Sabouraud dextrose a 37 °C 

antes de serem transferidos para as placas de detecção de atividade da DNase 

(Apêndice A). A diluição das leveduras foi preparada em solução salina estéril, 

atingindo concentração final 4 na escala de McFarland. 

A semeadura (10 µL da diluição da colônia) ocorreu em três pontos distintos 

da placa de Petri (90x15 mm) contendo agar para teste de DNase (pH 7,3). As 

placas permaneceram incubadas a 32 °C por 14 dias. O teste foi considerado 

positivo quando, após a adição de solução 5 N HCl, houve presença de zona clara 

de degradação proteica ao redor da colônia (Riceto et al., 2015). 

A atividade enzimática (PzD) dos isolados é determinada pela razão entre o 

diâmetro da colônia e o diâmetro do halo de degradação do substrato (Figura 4.11). 

Neste sistema, Pz=1 evidencia que não há produção enzimática. Ou seja, quanto 

menor for o Pz, maior é a atividade enzimática do fungo (Price et al., 1982; Ishida et 

al., 2012). Utilizou-se como cepa padrão um isolado de Staphylococcus aureus. 

Todos os testes foram realizados em triplicatas. 
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Figura 4.11 – Placa de Petri contendo agar para produção de DNase – halo de degradação ao redor 
da colônia de Candida spp. 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.4.4 Atividade hemolítica 

 

 

Para a avaliação da atividade hemolítica das leveduras, foi utilizada a técnica 

proposta por Ataides et al. (2020). Inicialmente, as colônias foram cultivadas por 3 

dias em agar Sabouraud dextrose a 37 °C. 

Um inóculo de 10 µL de diluição da colônia em salina estéril (escala 4 de 

McFarland) foi depositado em três pontos distintos da placa de Petri (15x90 mm - 

agar Sabouraud dextrose 3%, acrescido de 7% de sangue de carneiro) (Apêndice 

A). As placas permaneceram incubadas a 37 °C por 48 horas. 

Após este período de incubação, a presença de um halo claro ao redor dos 

inóculos indicaram atividade hemolítica positiva (Figura 4.12 e 4.13). O diâmetro das 

colônias e as zonas de hemólise foram medidos, obtendo-se a taxa de hemólise. A 

atividade enzimática (PzH) dos isolados é determinada pela razão entre o diâmetro 

da colônia e o diâmetro do halo de degradação do substrato. Neste sistema, Pz=1 

evidencia que não há produção enzimática. Ou seja, quanto menor for o Pz, maior é 
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a atividade enzimática do fungo (Price et al., 1982; Linares et al., 2007; Ishida et al., 

2012).  

Utilizou-se como cepa padrão um isolado de Staphylococcus aureus. Todos 

os testes foram realizados em triplicatas. 

 

 

Figura 4.12 – Placa de Petri de agar Sabouraud contendo 7 % de sangue de carneiro para teste de 
produção de hemolisinas – Candida spp. 

 

 

Fonte: O autor. 
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Figura 4.13 – Placa de Petri de agar Sabouraud contendo 7 % de sangue de carneiro para teste de 
produção de hemolisinas – Malassezia spp. 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.4.5 Interpretação da atividade enzimática 

 

 

A atividade enzimática determinada (Pz) dos isolados é determinada pela 

razão entre o diâmetro da colônia e o diâmetro do halo de degradação do substrato. 

Neste sistema, Pz=1 evidencia que não há produção enzimática. Ou seja, quanto 

menor for o Pz, maior é a atividade enzimática do fungo. Os valores encontrados 

indicam classificação da produção enzimática em: alta, moderada, baixa ou negativa 

(Tabela 4.1) (Price et al., 1982; Linares et al., 2007; Ishida et al., 2012). 
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Tabela 4.1 –  Classificação da produção enzimática de acordo com Price et al. (1982) e adaptada por 
Ishida et al. (2012) 

 

Pz Atividade enzimática 

= 1 Negativa 

0,999 ≥ 0,700 Baixa 

0,699 ≥ 0,400 Moderada 

0,399 ≥ 0,100 Alta 

 

Fonte: Ishida et al. (2012) 

 

 

4.5 TESTES DE SENSIBILIDADE/RESISTÊNCIA AOS ANTIFÚNGICOS 

 

 

4.5.1 Disco-difusão em agar (Kirby-Bauer) 

 

 

Primeiramente, colônias das leveduras em cultivo por 24 horas foram 

transferidas para tubos contendo 5 mL de solução salina, ajustando-se a turbidez da 

solução para a escala 0,5 de McFarland. 

 A solução foi estriada, por toda a superfície, com “swab” seco estéril em 

placa de Petri (140x15 mm) contendo agar Mueller-Hinton suplementado com 2% de 

glicose e 0,5 µL de azul de metileno, sendo deixadas em repouso por 15 minutos 

antes do depósito dos discos (Apêndice A). 

Então, foram depositados os discos contendo os antifúngicos (itraconazol, 

fluconazol, nistatina e anfotericina B - Cecon®). As placas permaneceram incubadas 

a 37 °C por 24 horas (Figura 4.14, 4.15 e 4.16). 

Os testes foram efetuados e interpretados de acordo com dados e valores 

fornecidos pelos documentos M44-A2 (2009), M44-S3 (2009), M60-S1 (2017) e 

M44-3ed (2018), presentes no CLSI (“Clinical and Laboratory Standards Institute”), 

órgão que padroniza os testes de sensibilidade aos antimicrobianos, e pelos dados 

disponíveis na bula dos discos de antifúngicos (Cecon®). 
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Figura 4.14 –  Placa de Petri com teste de Disco-difusão em agar (Kirby-Bauer) – Rhodotorula spp. 
resistente aos azóis 

 

 

Fonte: O autor. 

 

  

Figura 4.15 –  Placa de Petri com teste de Disco-difusão em agar (Kirby-Bauer) – Candida spp. 
resistente aos azóis 

 

 

Fonte: O autor. 
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Figura 4.16 –  Placa de Petri com teste de Disco-difusão em agar (Kirby-Bauer) – Candida spp. 
sensível aos azóis e poliênicos 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.5.2 Microdiluição em caldo 

 

 

Para os testes de susceptibilidade utilizando-se microdiluição, seguiu-se o 

documento M27-A3 (CLSI, 2008) proposto pelo “Clinical and Laboratory Standards 

Institute” com modificações, como no caso dos testes feitos com a nistatina.  

O meio líquido base utilizado foi o “Roswell Park Memorial Institute” (RPMI) - 

1640 com L-glutamina, sem bicarbonato de sódio e com vermelho de fenol como 

indicador de pH. A esterilização do meio se deu por filtração em membranas de 0,22 

µm, utilizando pressão positiva. 

As soluções dos antifúngicos (itraconazol, fluconazol, nistatina e anfotericina 

B), foram preparadas utilizando-se dimetilsulfóxido (DMSO) como diluente. Diluições 

dos antifúngicos em meio líquido RPMI 1640 tamponado foram preparadas para 

atingir uma concentração duas vezes a necessária para o teste de microdiluição em 
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caldo. A partir destas, então, realizou-se diluições seriadas nas placas contendo os 

micropoços (Figura 4.17 e 4.18). 

Concentrações nos micropoços para testes dos antifúngicos (µg/mL): 

• Itraconazol – 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 

• Fluconazol – 64; 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125 

• Nistatina – 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625; 0,03125 

• Anfotericina B – 32; 16; 8; 4; 2; 1; 0,5; 0,25; 0,125; 0,0625 

Foram utilizadas suspensões padronizadas a 0,5 da escala de Mc Farland 

das leveduras isoladas como inóculo nos poços contendo os antifúngicos. Todos os 

testes foram feitos em duplicata. 

As microplacas permaneceram incubadas em estufa com circulação de ar a 

37 °C e a leitura foi realizada após 24 horas de incubação. A concentração inibitória 

mínima foi determinada visualmente (com auxílio de lupa) como a menor 

concentração do composto capaz de inibir o crescimento fúngico (Figuras 4.19 e 

4.20). 

 

 

Figura 4.17 –  Placa de 96 micropoços contendo amostra em duplicata da levedura submetida ao 
teste de susceptibilidade ao itraconazol, fluconazol, nistatina e anfotericina B – pré-
incubação 

 

 

Fonte: O autor. 
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Figura 4.18 –  Placa de 96 micropoços contendo amostra em duplicata da levedura submetida ao 
teste de susceptibilidade ao itraconazol, fluconazol, nistatina e anfotericina B – pós-
incubação (coloração amarela indica o crescimento fúngico) 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

Figura 4.19 –  Micropoço visualizado à lupa de aumento pós-incubação – inibição total do crescimento 
fúngico 

 

 

Fonte: O autor. 
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Figura 4.20 –  Micropoço visualizado à lupa de aumento pós-incubação – evidência de crescimento 
fúngico 

 

 

Fonte: O autor. 

 

 

4.6  ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

Para a análise estatística sobre a comparação das identificações das 

leveduras pelos testes fenotípicos e proteômico, bem como para análise da 

produção de fatores de virulência, foram utilizadas análises descritivas simples, 

como frequências em números inteiros e porcentagens. 

Para a análise comparativa entre os métodos de susceptibilidade aos 

antifúngicos de disco-difusão em agar e microdiluição em caldo, diante das 

frequências dos atributos das variáveis qualitativas estudadas, procedeu-se à 

confecção de tabelas de contingência, nas quais foram aplicadas o teste G com o 

objetivo de verificar uma possível associação significativa entre os fatores, ao nível 

de significância de 5%. Para as tabelas que apresentaram associação significativa, 

procedeu-se à análise de resíduos em tabelas L x C para avaliar em quais células da 

tabela de contingência verificou-se um aumento ou redução significativa da 

frequência obtida (Ayres et al., 2007). 
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5 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 

Obteve-se um total de 46 isolados de leveduras dentre os 38 cães utilizados 

para a pesquisa. Os resultados com a identificação fenotípica de todos os isolados, 

que foi a utilizada como critério de classificação neste trabalho, e a classificação 

proteômica de 37 dos isolados, estão na Tabela 5.1.  

Nota-se que apenas 11 (29,72 %) dos 37 isolados comparados obtiveram 

correspondência positiva entre identificação fenotípica e proteômica (linhas amarelas 

– Tabela 5.1), sendo que, diante de características macroscópicas de colônias, ou 

pela microscopia, principalmente em casos de Geotrichum spp. e Rhodotorula sp., 

ficou evidente possível baixa eficiência na identificação proteômica, o que reforçou a 

escolha do método fenotípico de identificação para classificar os isolados deste 

estudo. 

Os métodos de identificação fenotípicos ainda são bastante utilizados na 

rotina micológica e diante de alguns gêneros como Rhodotorula (aspecto colonial 

marcante e característico), Malassezia (colônia e microscopia bem definidas) e 

Geotrichum (microscopia característica do gênero), garantem segurança nesta 

classificação, embora a mesma seja laboriosa para nível de espécie, como 

demonstrado por pesquisa de Lara et al. (2021), onde encontraram forte 

correspondência entre a identificação fenotípica, genotípica e proteômica de 

Trichosporon spp. 

Já para a identificação de espécies do gênero Candida, os testes fenotípicos 

são mais acessíveis e com interpretações bem definidas, embora possam demandar 

mais tempo para preparo de materiais e baterias de identificação, como no caso de 

auxanogramas e zimogramas. A identificação de Candida albicans mostra-se uma 

das mais exatas ao método fenotípico, visto que características como produção de 

clamidoconídios, tubo germinativo e coloração esverdeada quando cultivada em 

meio CHROMagarCandida®, são de fácil reprodução no laboratório, o que foi 

corroborado pelo trabalho de van Thiel et al. (2022), onde embora algumas 

características, como formação de hifas e pseudo-hifas, puderam variar em cepas 

distintas de Candida albicans, outros testes fenotípicos levaram a confirmação desta 

esta espécie, com posterior identificação por sequenciamento genético, 

consagrando a exatidão do método fenotípico. 
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Tabela 5.1 - Classificação fenotípica das 46 leveduras isoladas da cavidade oral de cães; 
classificação proteômica de 37 leveduras isoladas da cavidade oral de cães; em 
amarelo, estão os isolados com classificações fenotípica e proteômica positivamente 
correspondentes 

 

Levedura Identificação Fenotípica Identificação Proteômica 

1 Candida krusei Candida parapsilosis 

2 Candida glabrata Candida glabrata 

3 Candida albicans Candida albicans 

4 Candida krusei Candida parapsilosis 

5 Rhodotorula spp. Rhodotorula mucilaginosa 

6 Candida albicans Candida albicans (africana) 

7 Geotrichum spp. Candida parapsilosis 

8 Candida krusei Candida parapsilosis 

9 Rhodotorula spp. Candida parapsilosis 

10 Candida krusei Candida parapsilosis 

11 Candida lusitaniae Candida parapsilosis 

12 Candida lusitaniae Candida tropicalis 

13 Candida albicans Candida albicans 

14 Rhodotorula spp. Rhodotorula mucilaginosa 

15 Candida glabrata Candida glabrata 

16 Candida glabrata Candida glabrata 

17 Candida glabrata Candida glabrata 

18 Candida albicans Candida albicans 

19 Rhodotorula spp. Não identificado 

20 Candida tropicalis Candida albicans 

21 Candida tropicalis Candida albicans 

22 Candida albicans Candida albicans 

23 Geotrichum spp. Diutina catenulata 

24 Geotrichum spp. Diutina rugosa 

25 Candida lusitaniae Pichia kudriavzevii 

26 Candida famata Meyerozyma guilliermondii 

27 Candida famata Candida tropicalis 

28 Geotrichum spp. Candida tropicalis 

29 Geotrichum spp. Torulaspora delbrueckii 

30 Candida lusitaniae Candida tropicalis 

31 Candida glabrata Candida metapsilosis 

32 Geotrichum spp. Candida metapsilosis 

33 Geotrichum spp. Não identificado 

34 Candida tropicalis Candida parapsilosis 

35 Rhodotorula spp. Cytobasidium minutum 

36 Geotrichum spp. Candida albicans 

37 Geotrichum spp. Candida albicans 

38 Malassezia spp.  

39 Rhodotorula spp.  

40 Malassezia spp.  

41 Malassezia spp.  
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42 Rhodotorula spp.  

43 Rhodotorula spp.  

44 Rhodotorula spp.  

45 Rhodotorula spp.  

46 Rhodotorula spp.   

 

Fonte: O autor. 

 

Dentre as leveduras obtidas, as do gênero Candida foram prevalentes, 

seguidas por isolados de Rhodotorula spp., Geotrichum spp. e Malassezia spp., 

como detalhado na Tabela 5.2. Desta forma, diante de microrganismos de 

características macromorfológicas e microscópicas marcantes, bem como facilmente 

identificados por testes bioquímicos manuais, a identificação fenotípica mostra-se 

ferramenta útil e confiável para caracterização da micobiota oral de cães, levando 

em consideração a prevalência destes gêneros dentro da população total de 

microrganismos cultiváveis. 

A método de identificação proteômico surge como grande ferramenta no 

auxílio da identificação de microrganismos, porém o alto custo de aquisição do 

equipamento MALDI-TOF, é o primeiro empecilho ao seu uso, sendo restrito a 

grandes laboratórios e instituições de ensino e pesquisa. A grande vantagem do 

método se dá pela praticidade e rapidez na identificação pós isolamento inicial da 

levedura, como descrito por Cassagne et al. (2016), mas trabalhos relacionados a 

esta técnica de identificação colocam em suspeita sua exatidão para alguns grupos 

de microrganismos, como fungos filamentosos do gênero Aspergillus, por exemplo, 

como em trabalho de Sanguinetti e Posteraro (2014), que questionam a real eficácia 

deste método para detecção deste gênero. Ressaltam que o banco de dados do 

MALDI-TOF para a identificação destes fungos filamentosos ainda necessita de 

atualizações para que possa ser de grande valia ao laboratório clínico. 

Por outro lado, a identificação de leveduras, como do gênero Candida, tem se 

mostrado satisfatória e ótima aliada ao laboratório clínico. Neste trabalho, 9 dos 11 

isolados correspondentes a nível de espécie entre identificação fenotípica e 

proteômica, pertencem ao gênero Candida, corroborando com a hipótese de boa 

performance do equipamento MALDI-TOF frente a este gênero. Assim, a 

metodologia proteômica mostra-se ferramenta promissora no auxílio a 

caracterização de leveduras da cavidade oral de cães, visto que a prevalência 
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dentro desta micobiota é composta por fungos do gênero Candida, como mostrado 

em pesquisa de Frias et al. (2018) que avaliaram a microbiota oral de 80 cães 

hígidos. 

Dentre as 37 leveduras testadas proteomicamente, 27 foram identificadas 

como do gênero Candida, sendo 21 corroborantes com o achado fenotípico, sem 

levar em consideração a espécie detectada, exacerbando a hipótese de boa 

performance na identificação destes microrganismos. Putignani et al. (2011) 

detectaram correspondência entre 257 de um total de 303 isolados de Candida 

identificados por técnica fenotípica (VITEK®) e MALDI-TOF, ressaltando, como neste 

estudo, a técnica proteômica como ferramenta confiável para caracterização deste 

gênero. 

Alguns pontos que poderiam ter afetado a eficiência da identificação 

proteômica nesta pesquisa, refere-se a real pureza das amostras. Diante de 

mecanismos de funcionamento tão sensíveis do equipamento, o mínimo grau de 

impureza da colônia poderia levar a falhas na correta identificação do 

microrganismo. Outro ponto, é a atualização do banco de dados do equipamento, 

que poderia não conter chaves para a detecção de certas leveduras. 

Mesmo os achados incompatíveis com a macromorfologia e micromorfologia 

das colônias (exemplo: fenotípico = Geotrichum spp./proteômico = Candida 

metapsilosis), remeteram ao gênero Candida, mais uma vez evidenciando a 

tendencia do equipamento MALDI-TOF em relacionar os isolados ao gênero 

Candida, possivelmente pela riqueza do banco de dados do mesmo para esses 

microrganismos frente aos outros gêneros leveduriformes. 
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Tabela 5.2 -  Distribuição por gêneros identificados por técnica fenotípica e pela técnica proteômica 
leveduras isoladas da cavidade oral de cães 

 

Leveduras 
Identificação 

Fenotípica Proteômica 

Candida spp. 23 27 

Geotrichum spp. 9 0 

Malassezia spp. 3 0 

Rhodotorula spp. 11 2 

Cytobasidium spp. 0 1 

Diutina spp. 0 2 

Meyerozyma spp. 0 1 

Pichia spp. 0 1 

Torulaspora spp. 0 1 

Não indentificado 0 2 

TOTAL 46 37 

 

Fonte: O autor. 

 

 

A produção de enzimas atuantes como fatores de virulência mostrou-se 

bastante variável entre os gêneros analisados e entre os microrganismos de cada 

gênero. Porém, algumas tendencias no comportamento de produção destas enzimas 

puderam ser observados. 

A tabela 5.3 mostra detalhadamente a produção Pz de protease dos isolados 

da cavidade oral dos cães, enquanto a tabela 5.4 mostra a classificação da 

capacidade produtiva de cada gênero separadamente. 

 

 

Tabela 5.3 - Produção de protease por leveduras isoladas da cavidade oral de cães 

 

Levedura Identificação Fenotípica PzP Classificação 

1 Candida krusei 0,23 Alta 

2 Candida glabrata 0,35 Alta 

3 Candida albicans 0,78 Baixa 

4 Candida krusei 0,52 Moderada 

5 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

6 Candida albicans 0,78 Baixa 

7 Geotrichum spp. 0,28 Alta 

8 Candida krusei 0,23 Alta 

9 Rhodotorula spp. 0,41 Moderada 

10 Candida krusei 0,72 Baixa 
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11 Candida lusitaniae 0,44 Moderada 

12 Candida lusitaniae 0,53 Moderada 

13 Candida albicans 0,39 Alta 

14 Rhodotorula spp. 0,24 Alta 

15 Candida glabrata 0,16 Alta 

16 Candida glabrata 0,4 Moderada 

17 Candida glabrata 0,16 Alta 

18 Candida albicans 0,37 Alta 

19 Rhodotorula spp. 0,85 Baixa 

20 Candida tropicalis 0,34 Alta 

21 Candida tropicalis 0,46 Moderada 

22 Candida albicans 0,6 Moderada 

23 Geotrichum spp. 0,48 Moderada 

24 Geotrichum spp. 0,17 Alta 

25  Candida lusitaniae 0,44 Moderada 

26 Candida famata 0,41 Moderada 

27 Candida famata 0,54 Moderada 

28 Geotrichum spp. 0,89 Baixa 

29 Geotrichum spp. 0,33 Alta 

30 Candida lusitaniae 0,29 Alta 

31 Candida glabrata 0,32 Alta 

32 Geotrichum spp. 0,34 Alta 

33 Geotrichum spp. 0,13 Alta 

34 Candida tropicalis 0,38 Alta 

35 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

36 Geotrichum spp. 1 Negativa 

37 Geotrichum spp. 0,34 Alta 

38 Malassezia spp. 1 Negativa 

39 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

40 Malassezia spp. 1 Negativa 

41 Malassezia spp. 1 Negativa 

42 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

43 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

44 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

45 Rhodotorula spp. 1 Negativa 
46 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

 

Fonte: O autor. 

 

 

Nota-se a grande capacidade dos gêneros Candida e Geotrichum em serem 

potentes produtores de protease quando comparados aos gêneros Malassezia e 

Rhodotorula. A produção “in vitro” desses fatores de virulência, não 

necessariamente afirmam que estas leveduras possam estar atuando como potentes 
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patógenos para os animais ou pessoas, o que é refletido pelo grande número de 

isolados de Candida classificados como de alta ou moderada capacidade de 

produção, enquanto os isolados de Malassezia não foram produtores da enzima.  

Malassezia spp. são importantes patógenos em medicina veterinária, 

principalmente em cães, e também em pessoas, e possivelmente tem a produção 

ativa de protease durante quadros infecciosos. Noor e Alsudani (2020) detectaram 

alta produção de protease por isolados de Malassezia pachydermatis e M. furfur, 

importantes patógenos em cães e pessoas, respectivamente, indo em desencontro 

aos nossos dados, o que ressalta a grande variabilidade nos achados “in vitro” para 

esta enzima neste gênero. 

Já a Candida, um comensal oportunista por excelência, mesmo isolada de 

animais aparentemente sem enfermidades relacionadas as mesmas, mostra potente 

produção em diferentes situações, como de um simples saprófita, ou de potente 

agente infeccioso. Assim, a atividade “in vitro” desses fatores de virulência atua 

como importante instrumento para entender as possíveis ferramentas que estes 

microrganismos podem utilizar em processos infecciosos, não sendo como uma 

ferramenta indicativa de infecção ativa no paciente da qual foram isolados. 

Abbas et al. (2021) impediram a produção de protease com a utilização de 

domperidona e candesartana como método alternativo aos antifúngicos 

convencionais para o tratamento de micoses por Candida, o que corrobora para fato 

desta enzima ser fator primordial para o estabelecimento de infecções deste gênero, 

sendo alvo de estudo de diversos grupos de pesquisadores. 

Os gêneros Geotrichum e Rhodotorula são raramente relacionados a 

infecções em mamíferos, embora, neste trabalho, Geotrichum tenha mostrado seu 

alto potencial em produzir protease, ressaltando a importância em relacionar seu 

nome em diagnósticos diferenciais de micoses relacionadas a cavidade oral, visto a 

prevalência por Candida e Malassezia em infecções neste sítio.  

Rhodotorula tem sido descrita como patógeno emergente em medicina 

veterinária, como em caso de infecção respiratória em cão descrito por Bieganska et 

al. (2018) e dermatite fúngica em cão relatado por Rosa et al. (2018). Assim, diante 

do alto número de isolados de Rhodotorula da cavidade oral dos cães desta 

pesquisa, mesmo diante do baixo potencial em produzir fatores de virulência “in 

vitro”, a boca dos cães mostra-se importante fonte de disseminação deste 

microrganismo. 
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Tabela 5.4 -  Classificação da intensidade de produção de protease por gêneros de leveduras 
isoladas da cavidade oral de cães 

 

Produção de protease Candida Geotrichum Malassezia Rhodotorula 

Alta 11 6 0 1 

Moderada 9 1 0 1 

Baixa 3 1 0 1 

Negativa 0 1 3 8 

 

Fonte: O autor. 

 

 

O detalhamento da atividade da fosfolipase dos isolados da cavidade oral de 

cães está na Tabela 5.5. Este é a enzima mais estudada e entendida como fator de 

virulência de leveduras, principalmente Candida e Malassezia. Diante da 

composição fosfolipídica da membrana celular, sua produção em grande escala 

seria de grande importância para o estabelecimento de micoses.  

Candido et al. (2000) detectaram a produção de fosfolipase em isolados de 

Candida da boca de pessoas com, e sem lesões bucais, destacando que a espécie 

maior produtora é a Candida albicans, enquanto espécies como C. tropicalis e C. 

parapsilosis não foram produtoras. Porém, os isolados deste trabalho não 

mostraram ser potentes produtores “in vitro” deste fator, levantando a hipótese de 

que esta enzima possa necessitar de substratos, ou ambiente específicos, como a 

superfície corpórea de um paciente imunossuprimido para expressar sua máxima 

produção. 
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Tabela 5.5 - Produção de fosfolipase por leveduras isoladas da cavidade oral de cães 
 

Levedura Identificação Fenotípica PzF Classificação 

1 Candida krusei 1 Negativa 

2 Candida glabrata 0,74 Baixa 

3 Candida albicans 0,88 Baixa 

4 Candida krusei 1 Negativa 

5 Rhodotorula spp. 0,49 Moderada 

6 Candida albicans 0,78 Baixa 

7 Geotrichum spp. 1 Negativa 

8 Candida krusei 1 Negativa 

9 Rhodotorula spp. 0,55 Moderada 

10 Candida krusei 1 Negativa 

11 Candida lusitaniae 1 Negativa 

12 Candida lusitaniae 0,91 Baixa 

13 Candida albicans 0,77 Baixa 

14 Rhodotorula spp. 0,51 Moderada 

15 Candida glabrata 0,75 Baixa 

16 Candida glabrata 0,55 Moderada 

17 Candida glabrata 0,44 Moderada 

18 Candida albicans 0,71 Baixa 

19 Rhodotorula spp. 0,52 Moderada 

20 Candida tropicalis 0,76 Baixa 

21 Candida tropicalis 0,73 Baixa 

22 Candida albicans 0,62 Moderada 

23 Geotrichum spp. 0,56 Moderada 

24 Geotrichum spp. 1 Negativa 

25 Candida lusitaniae 0,52 Moderada 

26 Candida famata 1 Negativa 

27 Candida famata 0,74 Baixa 

28 Geotrichum spp. 1 Negativa 

29 Geotrichum spp. 1 Negativa 

30 Candida lusitaniae 0,88 Baixa 

31 Candida glabrata 1 Negativa 

32 Geotrichum spp. 1 Negativa 

33 Geotrichum spp. 1 Negativa 

34 Candida tropicalis 1 Negativa 

35 Rhodotorula spp. 0,75 Baixa 

36 Geotrichum spp. 0,86 Baixa 

37 Geotrichum spp. 1 Negativa 

38 Malassezia spp. 0,75 Baixa 

39 Rhodotorula spp. 0,52 Moderada 

40 Malassezia spp. 0,85 Baixa 

41 Malassezia spp. 1 Negativa 

42 Rhodotorula spp. 0,4 Moderada 

43 Rhodotorula spp. 0,45 Moderada 
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44 Rhodotorula spp. 0,46 Moderada 

45 Rhodotorula spp. 0,83 Baixa 

46 Rhodotorula spp. 0,68 Moderada 

 

Fonte: O autor. 

 

 

A Tabela 5.6 torna mais nítido que nenhum dos gêneros demonstrou ser forte 

produtor de fosfolipase “in vitro”, o que corrobora com a hipótese de altos níveis 

serem produzidos mais facilmente em condições específicas nos hospedeiros. Em 

estudo comparativo entre C. albicans e outras espécies de Candida isoladas da 

boca de pessoas, Andreola et al. (2016) encontram diferença significativa na 

produção da fosfolipase entre os dois grupos, tendo a C. albicans produção 

consideravelmente superior frente ao grupo de espécies não-albicans. 

Diante dos isolados de C. albicans obtidos da boca dos cães desta pesquisa, 

este sítio pode atuar como potente disseminador deste fungo para outros animais e 

mesmo para pessoas, como em acidentes por mordeduras, ou mesmo por simples 

lambeduras dos animais de estimação. Além disso, a produção de fosfolipase 

demonstrada nos testes indica seu potencial em estabelecer um processo infeccioso 

invasivo. 

 

 
Tabela 5.6 -  Classificação da intensidade de produção de fosfolipase por gêneros de leveduras 

isoladas da cavidade oral de cães 

 

Produção de fosfolipase Candida Geotrichum Malassezia Rhodotorula 

Alta 0 0 0 0 

Moderada 4 1 0 9 

Baixa 11 1 2 2 

Negativa 8 7 1 0 

 

Fonte: O autor. 
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A DNase (Tabela 5.7) dentre os fatores de virulência em leveduras, ainda é o 

menos estudado e de ação pouco elucidada. Sua ação clivando ligações fosfodiester 

do DNA pode influenciar drasticamente na imunossupressão do hospedeiro, ação 

bem descrita pela produção por bactérias, como em trabalho de Zang et al. (2022), 

em que detectaram a ação específica da DNase de Mycobacterium avium no ataque 

aos neutrófilos do hospedeiro. Trabalhos recentes em micologia têm demonstrado a 

ação de proteases semelhantes a DNase na destruição de armadilhas extracelulares 

de neutrófilos, permitindo a fuga de células de Paracoccidioides brasiliensis, por 

exemplo, como em estudo de Zonta et al. (2021). Assim, ressalta-se a importância 

de melhor caracterização deste fator de virulência das leveduras.  

Todos os 46 isolados (Tabela 5.8) mostraram-se ser potenciais produtores 

desta enzima “in vitro”. O gênero Candida ganha destaque, visto que 20 isolados 

foram classificados como sendo de alta produção da DNase, o que diante do caráter 

oportunista e do grande número de afecções bucais geradas por este 

microrganismo, é de se supor o caráter essencial da DNase na invasão tecidual por 

leveduras de Candida. Zhang et al. (2017) corroboram com esta hipótese em estudo 

que demostra a alta capacidade de isolados de Candida albicans produtores de 

DNase em destruir armadilhas extracelulares de neutrófilos. Porém, testes “in vivo”, 

ou modelos que mimetizem a colonização fúngica, poderiam evidenciar melhor o 

papel e mecanismo de ação deste fator de virulência. 

 

 

Tabela 5.7 - Produção de DNase por leveduras isoladas da cavidade oral de cães 
 

Leveduras Identificação Fenotípica PzD Classificação 

1 Candida krusei 0,29 Alta 

2 Candida glabrata 0,38 Alta 

3 Candida albicans 0,29 Alta 

4 Candida krusei 0,13 Alta 

5 Rhodotorula spp. 0,27 Alta 

6 Candida albicans 0,32 Alta 

7 Geotrichum spp. 0,32 Alta 

8 Candida krusei 0,13 Alta 

9 Rhodotorula spp. 0,2 Alta 

10 Candida krusei 0,15 Alta 

11 Candida lusitaniae 0,12 Alta 

12 Candida lusitaniae 0,18 Alta 

13 Candida albicans 0,19 Alta 
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14 Rhodotorula spp. 0,27 Alta 

15 Candida glabrata 0,39 Alta 

16 Candida glabrata 0,34 Alta 

17 Candida glabrata 0,31 Alta 

18 Candida albicans 0,17 Alta 

19 Rhodotorula spp. 0,29 Alta 

20 Candida tropicalis 0,21 Alta 

21 Candida tropicalis 0,34 Alta 

22 Candida albicans 0,39 Alta 

23 Geotrichum spp. 0,44 Moderada 

24 Geotrichum spp. 0,3 Alta 

25 Candida lusitaniae 0,54 Moderada 

26 Candida famata 0,13 Alta 

27 Candida famata 0,19 Alta 

28 Geotrichum spp. 0,32 Alta 

29 Geotrichum spp. 0,19 Alta 

30 Candida lusitaniae 0,37 Alta 

31 Candida glabrata 0,4 Moderada 

32 Geotrichum spp. 0,15 Alta 

33 Geotrichum spp. 0,4 Moderada 

34 Candida tropicalis 0,56 Moderada 

35 Rhodotorula spp. 0,19 Alta 

36 Geotrichum spp. 0,33 Alta 

37 Geotrichum spp. 0,17 Alta 

38 Malassezia spp. 0,58 Moderada 

39 Rhodotorula spp. 0,63 Moderada 

40 Malassezia spp. 0,61 Moderada 

41 Malassezia spp. 0,6 Moderada 

42 Rhodotorula spp. 0,34 Alta 

43 Rhodotorula spp. 0,65 Moderada 

44 Rhodotorula spp. 0,33 Alta 

45 Rhodotorula spp. 0,19 Alta 

46 Rhodotorula spp. 0,49 Moderada 

 

Fonte: O autor. 

 

 

Um ponto a ser destacado no método de avaliação da produção de DNase 

em placas de Petri é a dificuldade na visualização dos halos de degradação. Esta 

dificuldade é relatada por outros autores, porém, neste trabalho, principalmente para 

os isolados do gênero Candida, os halos foram evidentes e de fácil medição, 

corroborando para a utilização desta técnica para a aferição de produção da DNase. 

Gerceker et al. (2009) ressaltam estes entraves no teste de DNase e sugerem uma 
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nova metodologia baseadas na degradação do meio contendo DNA em tubos, o que 

tornaria a leitura mais fácil. 

 

 

Tabela 5.8 -  Classificação da intensidade de produção de fosfolipase por gêneros de leveduras 
isoladas da cavidade oral de cães Classificação da intensidade de produção de 
DNase por gêneros de leveduras isoladas da cavidade oral de cães 

 

Produção de DNase Candida Geotrichum Malassezia Rhodotorula 

Alta 20 7 0 8 

Moderada 3 2 3 3 

Baixa 0 0 0 0 

Negativa 0 0 0 0 

 

Fonte: O autor. 

 

 

A produção de hemolisinas por microrganismos é bastante elucidada em 

bactérias, porém, diante do aumento de casos de fungemias, principalmente, maior 

atenção tem sido dada a estas enzimas produzidas também por fungos, como no 

trabalho de Favero et al. (2014), que encontraram alta ação hemolítica em isolados 

de Candida albicans e C. tropicalis (Tabela 5.9 e Tabela 5.10). Ainda pouco 

diagnosticada em animais, possivelmente por negligência às micoses, as fungemias 

possuem na produção de hemolisinas importante fator para seu estabelecimento e 

desenvolvimento, como indicado por Furlaneto et al. (2018), onde isolados de 

Candida albicans de pacientes com fungemia foram fortes produtores de 

hemolisinas “in vitro”. 

Dentre os 46 isolados deste estudo, apenas 3 mostraram alta capacidade de 

produção de hemolisinas “in vitro”, embora o gênero Candida tenha apresentado 

notável capacidade em produzi-las, sendo todos os seus isolados produtores, 

independente de capacidade produtiva. O gênero Malassezia, embora sabidamente 

seja um importante patógeno em micoses superficiais em animais e pessoas, e 

importante agente em fungemias de humanos, como descrito por Dankner et al. 

(1987) relatando fungemias por Malassezia em adultos e neonatos, não demonstrou 

ser potente causador de hemólise nas placas de Petri, o que remete à necessidade 

de condições específicas do organismo do hospedeiro para expressar este fator de 

virulência. 
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Tabela 5.9 - Produção de hemolisinas por leveduras isoladas da cavidade oral de cães 
 

Leveduras Identificação Fenotípica PzH Classificação 

1 Candida krusei 0,727 Baixa 

2 Candida glabrata 0,597 Moderada 

3 Candida albicans 0,602 Moderada 

4 Candida krusei 0,692 Moderada 

5 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

6 Candida albicans 0,772 Baixa 

7 Geotrichum spp. 0,73 Baixa 

8 Candida krusei 0,812 Baixa 

9 Rhodotorula spp. 0,758 Baixa 

10 Candida krusei 0,795 Baixa 

11 Candida lusitaniae 0,746 Baixa 

12 Candida lusitaniae 0,58 Moderada 

13 Candida albicans 0,81 Baixa 

14 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

15 Candida glabrata 0,667 Moderada 

16 Candida glabrata 0,663 Moderada 

17 Candida glabrata 0,684 Moderada 

18 Candida albicans 0,647 Moderada 

19 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

20 Candida tropicalis 0,739 Baixa 

21 Candida tropicalis 0,664 Moderada 

22 Candida albicans 0,736 Baixa 

23 Geotrichum spp. 0,782 Baixa 

24 Geotrichum spp. 0,783 Baixa 

25 Candida lusitaniae 0,716 Baixa 

26 Candida famata 0,701 Baixa 

27 Candida famata 0,545 Moderada 

28 Geotrichum spp. 0,621 Moderada 

29 Geotrichum spp. 0,287 Alta 

30 Candida lusitaniae 0,628 Moderada 

31 Candida glabrata 0,263 Alta 

32 Geotrichum spp. 0,647 Moderada 

33 Geotrichum spp. 0,356 Alta 

34 Candida tropicalis 0,546 Moderada 

35 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

36 Geotrichum spp. 0,651 Moderada 

37 Geotrichum spp. 0,699 Moderada 

38 Malassezia spp. 1 Negativa 

39 Rhodotorula spp. 0,66 Moderada 

40 Malassezia spp. 1 Negativa 

41 Malassezia spp. 1 Negativa 
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42 Rhodotorula spp. 0,76 Baixa 

43 Rhodotorula spp. 0,74 Baixa 

44 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

45 Rhodotorula spp. 1 Negativa 

46 Rhodotorula spp. 0,76 Baixa 

 

Fonte: O autor. 

 

 

Tabela 5.10 -  Classificação da intensidade de produção de hemolisinas por gêneros de leveduras 
isoladas da cavidade oral de cães 

 

Produção de hemolisinas Candida Geotrichum Malassezia Rhodotorula 

Alta 1 2 0 0 

Moderada 12 4 0 1 

Baixa 10 3 0 4 

Negativa 0 0 3 6 

 

Fonte: O autor. 

 

 

Devido a ausência de dados acerca da interpretação de dados de 

microdiluição para nistatina, neste trabalho comparou-se as técnicas de disco-

difusão em agar e microdiluição apenas para itraconazol, fluconazol e anfotericina B, 

sendo as análises sobre a nistatina apenas descritivas. Os dados numéricos e 

interpretados estão nas Tabelas 5.11, 5.12, 5.13 e 5.14. 

Para as análises realizadas com o itraconazol, fuconazol e anfotericina B, 

verificou-se pelo teste G, que houve associação significativa entre a técnica utilizada 

de disco-difusão e microdiluição e entre os níveis de sensibilidade (sensível, 

intermediário e resistente) (P<0,05). 

No ensaio com o itraconazol e o fluconazol verificou-se um aumento 

significativo das amostras intermediárias com o uso da técnica de disco-difusão em 

relação ao uso da microdiluição (P<0,05). Esta constatação não foi observada com o 

uso da anfotericina B, já que os resultados apresentaram apenas duas categorias, 

sensível e resistente. 

Com o uso da anfotericina B verificou-se um aumento significativo das 

amostras sensíveis com o uso da técnica de disco-difusão em relação ao uso da 

microdiluição enquanto que se observou um aumento significativo das amostras 
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resistentes com o uso da técnica da microdiluição em relação ao uso da disco-

difusão (P<0,05). 

Esta comparação mostra que as duas técnicas podem gerar diferenças 

significativas na escolha de fármacos para terapias antifúngicas, principalmente para 

a anfotericina B, visto que a microdiluição em caldo acusou maior número de 

isolados resistentes. Para estes casos, a disco-difusão poderia direcionar, em muitos 

casos, a tratamentos que culminariam em falhas terapêuticas. A mesma reflexão 

cabe para o itraconazol e para o fluconazol, em que muitos dos isolados 

considerados intermediários na disco-difusão foram classificados como resistentes 

na microdiluição. Assim, mesmo diante da praticidade da disco-difusão em agar, a 

microdiluição tende a apresentar resultados mais seguros para o sucesso clínico da 

terapia antifúngica. 

Pfaller et al. (2003) encontraram boa performance de testes de disco-difusão 

em agar e Etest em agar comparados ao método de referência de microdiluição para 

fluconazol e voriconazol, porém sugerem, que ajustes devem ser feitos nestes testes 

para que estes possam ser utilizados com segurança na rotina clínica. Tal pesquisa 

restringiu-se à sensibilidade por isolados de Candida. Estes achados corroboram 

com os nossos no que diz respeito à praticidade da disco-difusão e sua 

inconsistência em alguns achados, colocando sob menor credibilidade seus 

resultados para escolha clínica de antifúngicos. 

Fato marcante nos dados apresentados neste trabalho é o número elevado 

de leveduras resistentes aos azóis. Na rotina clínica da medicina veterinária estes 

são os fármacos (itraconazol, cetoconazol, miconazol) utilizados empiricamente 

como primeira escolha para micoses, além de ser componente de shampoos, que 

geralmente possuem clorexidina em associação. Os antifúngicos desta classe 

também estão presentes em soluções tópicas otológicas, e dificilmente encontra-se 

no mercado algum tratamento para otite que não possua um azol em sua 

composição.  

Tais fatos são descritos e evidenciados em trabalho de Angileri et al. (2018) 

que consideram estes fatos de uso indiscriminado de antifúngicos para justificar um 

caso de dermatite disseminada por Malassezia pachydermatis em cão, onde houve 

resistência ao tratamento por itraconazol e cetoconazol, comprovado 

laboratorialmente por teste de microdiluição em caldo. 
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Estes fatores evidenciam o uso indiscriminado de antimicrobianos na 

medicina veterinária, o que pode contribuir para o elevado número de resistência na 

micobiota oral dos cães deste estudo. Um fator que corrobora com a resistência das 

leveduras da boca dos cães, possivelmente é o hábito de lambedura que os 

mesmos possuem, desta forma, eles podem submeter esta micobiota a ação de 

antifúngicos quando lambem partes do corpo com essas drogas, como no pós-

banho com soluções antissépticas contendo azóis, por exemplo. 

A menor resistência aos antifúngicos poliênicos pode ser justificada pelo 

menor uso destes fármacos em medicina veterinária. São drogas que praticamente 

não são utilizadas em primeira escolha em animais, sendo a nistatina escolha de 

pouca relevância para os médicos veterinários, restrita praticamente ao tratamento 

de micoses superficiais como a dermatofitose. Minnat et al. (2022) ressaltam esse 

uso em cães com dermatofitose e também apontam para o grande número de 

resistência destes fungos à nistatina. Mas, diante dos achados sobre os isolados da 

cavidade do oral dos cães, os poliênicos mostram-se boa escolha para o tratamento 

em animais com estomatite, ou mesmo para acidentes por mordedura em pessoas e 

outros animais. 

Já a anfotericina B, é utilizada em medicina veterinária em maior número de 

casos, principalmente em casos de resistência, ou alguma outra situação que 

justifique o não uso de azóis, como o itraconazol. Berto e Dalzochio (2021) 

destacam o menor uso de anfotericina B em cães por conta de sua potente ação 

nefrotóxica, o que acarretaria em acompanhamento do paciente em internações, 

onerando custos aos tutores, fator ainda impeditivo no exercício da medicina 

veterinária e cura total dos pacientes. 

 

 

Tabela 5.11 -  Halos em mm obtidos em teste de disco-difusão em agar – leveduras isoladas da 
cavidade oral de cães 

 

Leveduras 
Identificação 
Fenotípica 

Itraconazol Fluconazol Nistatina Anfotericina B 

1 Candida krusei 16 0 14 14 

2 Candida glabrata 0 0 19 15 

3 Candida albicans 0 0 19 11 

4 Candida krusei 16 0 13 12 

5 Rhodotorula spp. 0 0 22 12 

6 Candida albicans 0 0 20 14 
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7 Geotrichum spp. 10 0 21 12 

8 Candida krusei 17 17 15 10 

9 Rhodotorula spp. 17 15 10 14 

10 Candida krusei 17 9 17 15 

11 Candida lusitaniae 18 18 15 12 

12 Candida lusitaniae 0 0 18 10 

13 Candida albicans 0 0 14 16 

14 Rhodotorula spp. 0 0 21 15 

15 Candida glabrata 0 0 22 17 

16 Candida glabrata 0 0 24 17 

17 Candida glabrata 0 0 21 17 

18 Candida albicans 0 0 20 17 

19 Rhodotorula spp. 0 0 25 16 

20 Candida tropicalis 0 0 20 16 

21 Candida tropicalis 0 0 22 18 

22 Candida albicans 0 0 20 17 

23 Geotrichum spp. 15 21 12 0 

24 Geotrichum spp. 14 17 17 11 

25 Candida lusitaniae 9 0 20 12 

26 Candida famata 0 0 19 15 

27 Candida famata 0 0 19 9 

28 Geotrichum spp. 0 0 16 12 

29 Geotrichum spp. 14 11 32 29 

30 Candida lusitaniae 0 0 19 13 

31 Candida glabrata 14 12 26 22 

32 Geotrichum spp. 20 22 21 17 

33 Geotrichum spp. 17 21 14 13 

34 Candida tropicalis 21 22 13 12 

35 Rhodotorula spp. 0 0 16 11 

36 Geotrichum spp. 0 0 20 19 

37 Geotrichum spp. 0 0 21 12 

38 Malassezia spp. 42 35 30 34 

39 Rhodotorula spp. 0 0 29 17 

40 Malassezia spp. 43 32 22 35 

41 Malassezia spp. 32 13 30 31 

42 Rhodotorula spp. 11 0 29 11 

43 Rhodotorula spp. 0 0 31 18 

44 Rhodotorula spp. 0 0 29 11 

45 Rhodotorula spp. 11 0 19 12 

46 Rhodotorula spp. 0 0 28 22 

 

Fonte: O autor. 
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Tabela 5.12 -  Interpretações obtidas em teste de disco-difusão em agar – leveduras isoladas da 
cavidade oral de cães 

 

Leveduras 
Identificação 
Fenotípica 

Itraconazol Fluconazol Nistatina Anfotericina B 

1 Candida krusei I R S S 

2 Candida glabrata R R S S 

3 Candida albicans R R S S 

4 Candida krusei I R S S 

5 Rhodotorula spp. R R S S 

6 Candida albicans R R S S 

7 Geotrichum spp. R R S S 

8 Candida krusei I I S S 

9 Rhodotorula spp. I I S S 

10 Candida krusei I R S S 

11 Candida lusitaniae I I S S 

12 Candida lusitaniae R R S S 

13 Candida albicans R R S S 

14 Rhodotorula spp. R R S S 

15 Candida glabrata R R S S 

16 Candida glabrata R R S S 

17 Candida glabrata R R S S 

18 Candida albicans R R S S 

19 Rhodotorula spp. R R S S 

20 Candida tropicalis R R S S 

21 Candida tropicalis R R S S 

22 Candida albicans R R S S 

23 Geotrichum spp. I S S R 

24 Geotrichum spp. I I S S 

25 Candida lusitaniae R R S S 

26 Candida famata R R S S 

27 Candida famata R R S S 

28 Geotrichum spp. R R S S 

29 Geotrichum spp. I R S S 

30 Candida lusitaniae R R S S 

31 Candida glabrata I R S S 

32 Geotrichum spp. S S S S 

33 Geotrichum spp. I S S S 

34 Candida tropicalis S S S S 

35 Rhodotorula spp. R R S S 

36 Geotrichum spp. R R S S 

37 Geotrichum spp. R R S S 

38 Malassezia spp. S S S S 

39 Rhodotorula spp. R R S S 

40 Malassezia spp. S S S S 

41 Malassezia spp. S R S S 

42 Rhodotorula spp. R R S S 
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43 Rhodotorula spp. R R S S 

44 Rhodotorula spp. R R S S 

45 Rhodotorula spp. R R S S 

46 Rhodotorula spp. R R S S 

Legenda: S – sensível; I – intermediário; R – resistente  

 

Fonte: O autor. 

 

 

Tabela 5.13 -  Concentrações inibitórias mínimas em µg/mL em teste de microdiluição em caldo – 
leveduras isoladas da cavidade oral de cães 

 

Leveduras 
Identificação 
Fenotípica 

Itraconazol Fluconazol Nistatina Anfotericina B 

1 Candida krusei Sem MIC Sem MIC 4 2 

2 Candida glabrata Sem MIC Sem MIC 1 0.5 

3 Candida albicans Sem MIC Sem MIC 2 0.5 

4 Candida krusei Sem MIC Sem MIC Sem MIC 4 

5 Rhodotorula spp. Sem MIC Sem MIC 4 1 

6 Candida albicans Sem MIC Sem MIC 2 0.25 

7 Geotrichum spp. Sem MIC Sem MIC 4 2 

8 Candida krusei Sem MIC Sem MIC 1 0.125 

9 Rhodotorula spp. Sem MIC Sem MIC 2 0.25 

10 Candida krusei Sem MIC Sem MIC 4 2 

11 Candida lusitaniae Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. 

12 Candida lusitaniae Sem MIC Sem MIC 1 0.25 

13 Candida albicans 0.125 0.25 0.0625 Inib. Compl. 

14 Rhodotorula spp. Sem MIC Sem MIC 1 0.25 

15 Candida glabrata Sem MIC Sem MIC 1 Inib. Compl. 

16 Candida glabrata Sem MIC Sem MIC 1 Inib. Compl. 

17 Candida glabrata 32 64 1 0.125 

18 Candida albicans Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. 

19 Rhodotorula spp. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. 

20 Candida tropicalis Sem MIC Sem MIC 1 0.125 

21 Candida tropicalis Sem MIC Sem MIC 1 1 

22 Candida albicans 0.25 0.5 0.5 Inib. Compl. 

23 Geotrichum spp. 2 4 0.5 0.25 

24 Geotrichum spp. Sem MIC Sem MIC 4 2 

25 Candida lusitaniae 0.125 0.25 0.0625 Inib. Compl. 

26 Candida famata Sem MIC Sem MIC 2 2 

27 Candida famata 8 16 2 1 

28 Geotrichum spp. Sem MIC Sem MIC 16 4 

29 Geotrichum spp. Sem MIC Sem MIC 16 2 

30 Candida lusitaniae Sem MIC Sem MIC 8 2 

31 Candida glabrata Sem MIC Sem MIC 2 0.5 

32 Geotrichum spp. Sem MIC Sem MIC 2 1 
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33 Geotrichum spp. Sem MIC Sem MIC Sem MIC Sem MIC 

34 Candida tropicalis 0.25 0.5 0.5 8 

35 Rhodotorula spp. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. 

36 Geotrichum spp. Sem MIC Sem MIC 2 1 

37 Geotrichum spp. Sem MIC Sem MIC 1 0.25 

38 Malassezia spp. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. 

39 Rhodotorula spp. Sem MIC Sem MIC 1 0.5 

40 Malassezia spp. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. 

41 Malassezia spp. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. Inib. Compl. 

42 Rhodotorula spp. Sem MIC Sem MIC 2 0.5 

43 Rhodotorula spp. Sem MIC Sem MIC 2 1 

44 Rhodotorula spp. Sem MIC Sem MIC Sem MIC 32 

45 Rhodotorula spp. 1 8 0.5 0.25 

46 Rhodotorula spp. 4 32 Inib. Compl. Inib. Compl. 

Legenda: Inib. Compl. – inibição completa do crescimento fúngico 

Fonte: O autor. 

 

 

Tabela 5.14 -  Interpretações das concentrações inibitórias mínimas em teste de microdiluição em 
caldo – leveduras isoladas da cavidade oral de cães 

 

Leveduras 
Identificação 

Fenotípica 
Itraconazol Fluconazol Anfotericina B 

1 Candida krusei R R R 

2 Candida glabrata R R S 

3 Candida albicans R R S 

4 Candida krusei R R R 

5 Rhodotorula spp. R R S 

6 Candida albicans R R S 

7 Geotrichum spp. R R R 

8 Candida krusei R R S 

9 Rhodotorula spp. R R S 

10 Candida krusei R R R 

11 Candida lusitaniae S S S 

12 Candida lusitaniae R R S 

13 Candida albicans S S S 

14 Rhodotorula spp. R R S 

15 Candida glabrata R R S 

16 Candida glabrata R R S 

17 Candida glabrata R R S 

18 Candida albicans S S S 

19 Rhodotorula spp. S S S 

20 Candida tropicalis R R S 

21 Candida tropicalis R R S 

22 Candida albicans R S S 

23 Geotrichum spp. R R S 
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24 Geotrichum spp. R R R 

25 Candida lusitaniae S S S 

26 Candida famata R R R 

27 Candida famata R R S 

28 Geotrichum spp. R R R 

29 Geotrichum spp. R R R 

30 Candida lusitaniae R R R 

31 Candida glabrata R R S 

32 Geotrichum spp. R R S 

33 Geotrichum spp. R R R 

34 Candida tropicalis R S R 

35 Rhodotorula spp. S S S 

36 Geotrichum spp. R R S 

37 Geotrichum spp. R R S 

38 Malassezia spp. S S S 

39 Rhodotorula spp. R R S 

40 Malassezia spp. S S S 

41 Malassezia spp. S S S 

42 Rhodotorula spp. R R S 

43 Rhodotorula spp. R R S 

44 Rhodotorula spp. R R R 

45 Rhodotorula spp. R R S 

46 Rhodotorula spp. R R S 

Legenda: S – sensível; I – intermediário; R – resistente  

 

Fonte: O autor. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

- A micobiota leveduriforme oral dos cães é composta por gêneros 

tradicionalmente envolvidos em micoses em animais e pessoas, como Candida spp. 

e Malassezia spp. 

- A técnica de identificação fenotípica é confiável para a identificação das 

leveduras isoladas da cavidade oral dos cães. 

- A técnica de identificação proteômica necessita de atualizações para melhor 

identificar os componentes da micobiota leveduriforme da cavidade oral dos cães, 

principalmente para leveduras não-Candida. 

- A produção “in vitro” de enzimas atuantes como fatores de virulência é 

facilmente reproduzível, mas não necessariamente atua como indicador de processo 

infeccioso ativo baseado no grau de produção pela levedura, visto que variados 

níveis foram detectados nos diversos gêneros isolados. 

- Para o tratamento de enfermidades bucais em cães e tratamento de lesões 

causadas por leveduras oriundas da cavidade oral de cães, os antifúngicos 

poliênicos são escolha mais racional em relação aos azóis, visto o elevado número 

de isolados fúngicos resistentes ao itraconazol e fluconazol. 
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APÊNDICE A – Meios de cultivo, utensílios e reagentes 

 

 

- Escova dental para coleta de amostras 

• Escova dental de cerdas macias 

• NaCl      8,5 g 

• Cloranfenicol    0,5 g 

• Água destilada    1000 mL 

Colocar 10 mL da solução salina acrescida do cloranfenicol em um tubo de 

ensaio (200x25 mm) e adicionar a escovar dental. Colocar rolha de algodão no tubo. 

Autoclavar a 121 °C por 15 minutos. 

 

 

- Meio agar Sabouraud dextrose acrescido de cloranfencol 

• Peptona de carne   10,0 g 

• Dextrose     20,0 g 

• Cloranfenicol    0,5 g 

• Agar bacteriológico   15,0 g 

• Água destilada    1000 mL 

• pH      5,7 

Autoclavar a 121 °C por 15 minutos. 

 

 

- Meio de Christensen 

• Ureia       20,0 g 

• Agar agar     16,0 g 

• Cloreto de Sódio    5,0 g 

• Fosfato Monopotássico   2,0 g 

• Peptona de Gelatina    1,0 g 

• Dextrose      1,0 g 

• Vermelho Fenol     0,012 g 

• Água destilada    1000 mL 

• pH      6,8 
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Deve ser esterilizado por filtração. 

 

 

- Meio agar arroz 

• Arroz integral    20,0 g 

• Agar agar     20,0 g 

• Água destilada     1000 mL 

A mistura do meio deve ser submetida a banho maria durante 45 minutos, e 

posteriormente feita filtração, sendo a parte líquida aproveitada e as sementes 

dispensadas. O volume deve ser ajustado até atingir 1000mL. 

Autoclavar a 121 °C por 15 minutos. 

 

 

- Meio CHROMagar®Candida 

• Cromopeptona    10,0 g 

• Glicose      20,0 g 

• Mistura de cromogênios  2,0 g 

• Cloranfenicol    0,5 g 

• Dióxido de titânio   0,35 g 

• Agar agar     15,0 g 

• pH      6,0 

• Água destilada    1000 mL 

Apenas a água deve ser autoclavada a 121 °C por 15 minutos; o pó é 

misturado diretamente à água estéril, e então imediatamente ocorre o plaqueamento 

do meio. 

 

 

- Meio base para auxanograma 

• “Yeast Nitrogen Base” (YNB)  6,7g 

• Agar agar       18g 

• Água destilada      1000mL 
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O YNB deve ser homogeneizado em 100mL de água, e então, esterilizado por 

filtração em membrana Millipore® 0,22μl. O agar agar é diluído em 900 mL de água 

destilada e autoclavado a 121 °C por 15 minutos.  

Após o agar agar atingir temperatura de 55 °C em banho maria, a parte filtrada 

é misturada ao mesmo. A suspensão de levedura é adicionada junto ao meio em 

cada placa de Petri e, após solidificação, as fontes carbonadas são adicionadas em 

pontos equidistantes. 

 

 

- Meio base para zimograma 

• Extrato de levedura    4,5g 

• Peptona de caseína    7,5g 

• Água destilada     1000mL 

• Solução estoque de azul de bromotimol 4mL (50mg/75mL de água 

destilada) 

Utiliza-se tubos de ensaio de 150x12 mm com tampas rosqueadas, contendo 

em seu interior tubos de Durhan invertidos. Os tubos já contendo toda a solução são 

autoclavados a 121 °C por 15 minutos. Para cada amostra de levedura, são 

utilizados sete tubos, sendo cada um destes fonte de açúcar pré-estabelecido. 

 

 

- Meio para produção de protease 

• Soroalbumina bovina (fração V)  2,0 g 

• “Yeast Carbon Base” (YCB)   11,7g 

• Cloridrato de tiamina     1,0 g 

• Agar agar      18,0 g 

• Água destilada     1000 mL 

A soroalbumina bovina misturada ao cloridrato de tiamina e 100 mL da água 

destilada devem ser esterilizados por filtração em membrana Millipore® 0,22μl. O 

YCB acrescido de ágar destilada a 900 mL devem ser autoclavados a 121 °C por 15 

minutos, e após este processo, resfriados em banho maria a 55 °C. Por fim, as duas 

soluções devem ser homogeneizadas e distribuídas em placas de Petri.  
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- Meio para produção de fosfolipase 

• Gema de ovo     80,0 g 

• NaCl       57,3 g 

• CaCl2       0,55 g 

• Agar Sabouraud dextrose   65,0 g 

• Água destilada     1000 mL 

Para redução da carga microbiana dos ovos, os mesmos devem ficar 

submersos por 1 hora em solução alcoólica de iodo. Seguido a esse procedimento, 

as gemas devem ser separadas e colocadas em recipiente estéril. O volume 

desejado de gema deve ser pipetado, evitando-se vestígios da membrana da gema 

na composição final.  

Os demais componentes são autoclavados a 121 °, durante 15 minutos e 

resfriados em banho maria a 55 °C, para então serem misturados as gemas, sendo 

a mistura homogeneizada e distribuída em placas de Petri. 

 

 

- Meio para produção de DNase 

• Triptose      20,0 g 

• Ácido desoxirribonucleico   2,0 g 

• Cloreto de sódio     5,0 g 

• Agar agar      15,0 g 

• Água destilada     1000mL 

Autoclavar a 121 °C por 15 minutos e distribuir o meio em placas de Petri. 

 

 

- Meio para produção de hemolisinas 

• Peptona de carne   10,0 g 

• Dextrose     30,0 g 

• Sangue de carneiro   70 mL 

• Agar bacteriológico   15,0 g 

• Água destilada    1000 mL 
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Autoclavar a 121 °C por 15 minutos. Adicionar o sangue após temperatura do 

meio atingir 55 °C em banho maria. Distribuir o meio em placas de Petri. 

 

 

- Meio agar Muller Hinton para aintifungigrama 

• Extrato de carne    2,0 g 

• Hidrolisado de caseína  17,5 g 

• Amido      1,5 g 

• Agar agar     15,0 g 

• Glicose      20,0 g 

• Azul de metileno    5,0 µL 

• Água destilada    1000 mL 

• pH      7,3 

Autoclavar a 121 °C por 15 minutos e distribuir em placas de Petri. 
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ANEXO A – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia da 
Universidade de São Paulo 
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ANEXO B – Parecer da Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal Rural do Rio 
de Janeiro 

 

 

 




