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RESUMO

Ao longo das ultimas décadas, a frequéncia de micoses oportunistas € invasoras tem
aumentado significativamente e atingem principalmente individuos imunocomprometidos. As
leveduras estdo entre os mais importantes fungos causadores de doengas. Os testes para
analise da sensibilidade de leveduras aos antifingicos sdo amplamente utilizados,
especialmente na clinica médica; porém, o conhecimento sobre a ocorréncia de resisténcia aos
antifiingicos, principalmente para isolados de ambientes naturais ainda sdo escassos. A tribo
Attini possui cerca de 230 espécies de formigas e todas possuem o habito de cultivar e se
alimentar de fungos. Neste trabalho isolamos 50 leveduras de ninhos das formigas
Acromyrmex balzani da regido de Palmas (TO) e analisamos a suscetibilidade aos seguintes
antifungicos: anfotericina B, fluconazol, voriconazol, posaconazol, itraconazol e
caspofungina. A caracterizagdo dos isolados foi feita através de métodos morfologicos e
moleculares, incluindo o sequenciamento dos dominios D1/D2 do rDNA. A avaliagdo da
atividade antifingica foi realizada através do método de microdilui¢do, de acordo com a
norma M27-A2. Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida krusei ATCC 6258 foram
utilizadas como controle. Os resultados foram interpretados segundo os pontos de corte
(breakpoints) aplicados ao género Candida. Os isolados foram identificados como: Candida
albicans (9), Candida cellae (4), Candida infanticola (2), Candida tropicalis (3),
Brettanomyces naardenensis (2), Cryptococcus sp. (1), Kasachstania unispora (2),
Meyerozyma caribbica (10), Meyerozyma guilliermondii (3), Trichosporon asahii (7),
Trichosporon loubieri (1) e Trichosporon mycotoxinivorans (6). Dos 50 isolados testados,
68% (29) apresentaram alguma forma de nao suscetibilidade a pelo menos um antifingico.
Dois isolados de C. albicans (4%) e os seis isolados de T. mycotoxinivorans (12%)
apresentaram resisténcia a anfotericina B. Também houve a ocorréncia de dose-dependencia
em 15 isolados (30%) em relagdo ao itraconazol, em um isolado (2%) de M. caribicca em
relagdo ao fluconazol e nove isolados (18%) do género Trichosporon foram ndo sensiveis a
caspofungina. Considerando que os ninhos das formigas podem abrigar algumas espécies
patogénicas e resistentes a alguns dos antifingicos mais utilizados, estudos adicionais devem
ser realizados para ampliar o conhecimento em relagdo ao potencial de disseminacdo desses
micro-organismos por esses insetos.

Palavras-chave: Antifungicos, Leveduras oportunistas. Resisténcia.
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1 INTRODUCAO

Ao longo das ultimas décadas, a frequéncia de micoses oportunistas e invasoras tem
aumentado significativamente (PFALLER et al., 2006). Dentre as aproximadamente 100.000
espécies de fungos ja conhecidas, calcula-se que aproximadamente duzentas espécies sejam
patogénicas e que cerca de cinquenta delas estdo regularmente associadas com micoses
(COOPER, 2011).

As leveduras estdo entre os mais importantes fungos causadores de doengas, incluindo
oportunistas bem conhecidos como Candida spp. e Cryptococcus neoformans, causadores da
candidiase e da criptococose, respectivamente. A maior parte dos agentes patogénicos sao
membros do género Candida e, em uma escala menor, também sao encontradas leveduras dos
géneros Saccharomyces, Pichia, Trichosporon, Rhodotorula, Sporobolomyces e Ustilago,
dentre outros (PFALLER e DIEKEMA, 2004; COOPER, 2011).

Algumas espécies de Candida estabelecem uma relagdo de comensalismo com o
homem, estando presentes em condigdes normais no trato gastrointestinal e tecidos cutaneos.
No entanto, elas podem se reproduzir em taxas mais elevadas quando o hospedeiro esta
imunocomprometido como no caso de pacientes portadores de HIV, por exemplo. Pacientes
submetidos a transplantes de 6rgaos, idosos e recém-nascidos, também sdo mais comumente
afetados por candidiases (KURTZMAN et al, 2011; PFALLER; DIEKEMA, 2004;
CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

Aumento da frequéncia de infec¢des por fungos oportunistas vem sendo observado
(PFALLER; DIEKEMA, 2004), o que fez com que crescesse também o niimero de pesquisas
para a descoberta de novos antifungicos dotados de amplo espectro de atividade (ODDS et al.,
2003) e também de baixa ou nenhuma toxicidade ao hospedeiro (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2006).

Os testes para analise da sensibilidade das leveduras aos antifiungicos sdo muito Uteis
em ambito clinico e sdo amplamente utilizados, porém, apesar do avanco desses testes, os
dados quanto a suscetibilidade aos antifungicos ainda sao escassos (REVANKAR et al.,1998;
DUARTE et al.,, 2012), principalmente para isolados de ambientes naturais. Apesar da
existéncia de poucos dados, tem se constatado nas ultimas décadas um aumento da resisténcia
desses organismos aos agentes antifungicos (DUARTE et al., 2012; DIEKEMA et al., 2009),

0 que ressalta a importancia de mais estudos.



As leveduras utilizadas neste trabalho foram previamente isoladas do material de
descarte ¢ do jardim de fungos dos ninhos de Acromyrmex balzani, por meio da técnica de

flotagdo em 6leo mineral e foram obtidas da Central de Recursos Microbianos da UNESP.

1.1 Agentes antifingicos

Os diferentes tipos de micoses tornaram-se um importante problema de saude publica,
pois a incidéncia dessas doencas tem aumentado muito em individuos imunocomprometidos
(transplantados, portadores de HIV) e também devido a utilizagdo de terapias com
imunosupressores que vem aumentando desde a década de 70 (CARRILLO-MUNOZ et al.;
2006; GHANNOUM et al.; 1999; ODDS et al., 2003).

A terapia atual para micoses invasivas utiliza um nimero relativamente reduzido de
medicamentos antiflingicos e, os mais usados sdo: anfotericina B, fluconazol e itraconazol.
Alguns novos antifungicos de familias quimicas antigas e novas, como voriconazol,
posaconazol, ravuconazol, caspofungina e micafungina, também vem sendo introduzidos para
tratamentos de infec¢des fiingicas (CARRILLO-MUNOZ et al.; 2006).

O reduzido numero de agentes antifiingicos utilizados na pratica médica e veterinaria
se deve a necessidade dos mesmos ndo serem toxicos ao hospedeiro, combinado com amplo
espectro de atividade (CARRILLO-MUNOZ et al, 2006). Porém, micro-organismos
eucariotos, como ¢ o caso das leveduras, utilizam processos metabdlicos semelhantes para
sintetizar suas proteinas e acidos nucleicos, tornando-se mais dificil encontrar um ponto de
toxicidade seletiva, que afete apenas o fungo. (TORTORA et al., 2005). Isso limita muito a
gama de farmacos disponiveis, o que acarreta em um aumento significativo de cepas
resistentes a elas, dificultando ainda mais os tratamentos. Essa resisténcia vem sendo
observada desde a década de 90, porém, antes disso ndo se dava a devida importancia a
patdgenos causadores de doencas flngicas e dessa maneira, os estudos da resisténcia desses
patogenos aos antifungicos, sao relativamente recentes (GHANNOUM et al.; 1999).

A anfotericina B, conhecida por causar nefrotoxicidade significativa, foi por muito
tempo o Unico farmaco disponivel para tratamento de infec¢des fungicas (GHANNOUM et
al.; 1999). Atualmente a anfotericina B e o fluconazol sdo os principais medicamentos
utilizados para o tratamento de fungemia (GUINEA et al., 2010). Os azdis e outras familias de
farmacos estdo sendo usados até com mais frequéncia para tratamento de candidemia e

criptococose. No entanto, a baixa suscetibilidade emergente de fungos patdégenos a derivados



de azol, como o fluconazol ou cetoconazol, ampliou interesses de pesquisa para outros
compostos quimicos com melhor atuagio microbioldgica (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

As diferentes classes de antifungicos possuem modos de acdo distintos, tendo alvos
especificos de atuagdo nas células dos fungos. Esses locais de acao dos farmacos antifingicos
podem ser: (i) a parede celular no caso das equinocandinas; (ii) a membrana plasmatica com
os polienos e azdis; (iii) a sintese de DNA e RNA no caso da flucitosina; (iv) a sintese de
proteinas com o uso de sordarina; (v) a formagao de microtibulos com a griseofulvina. Os
antifingicos mais utilizados sdo aqueles que atuam na membrana plasmatica, afetando sua
permeabilidade ao acarretar a formagao de poros quando se ligam em seu ergosterol (ODDS
et al., 2003). O ergosterol ¢ o principal componente da membrana celular dos fungos e sua
funcao essencial ¢ de biorregulador da fluidez da membrana e também garantir a assimetria e
integridade desta (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Esse composto é um dos principais
alvos dos antifiingicos por ser um importante ponto de toxicidade seletiva, ja que o principal

esterol da membrana plasmatica de mamiferos € o colesterol (TORTORA et al., 2005).

1.1.1 Anfotericina B

A anfotericina B (figura 1) ¢ o firmaco de primeira escolha para diversos tratamentos
de infecgdes fungicas e faz parte do grupo dos polienos, caracterizados por uma estrutura de
26 a 28 anéis de carbono com poliinsaturagdes, fechados por um éster ou lactona e onde
grupos hidroxil conferem carater anfipatico & molécula (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).
Seu modo de acao na célula se baseia na ligacao hidrofobica de oito moléculas de anfotericina
B ao ergosteol da membrana celular, o que acarreta na formagdo de poros que alteram a
permeabilidade desta, o que resultara na morte da célula fiingica (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2006). Porém, este antifungico pode ocasionar toxicidade ao hospedeiro, pois ele possui uma
baixa capacidade de diferenciar o ergosterol da membrana dos fungos do colesterol da
membrana dos mamiferos, no entanto, isolados resistentes a este antifungico raramente sao

encontrados nos pacientes (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).
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Figura 1 — Estrutura da anfotericina B
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Fonte: CARRILO-MUNOZ, A. J. (2006)

1.1.2  Azbis

A primeira geracdo destas farmacos antifingicos foram os imidazéis N-substituidos,
que surgiram no final da década de 1960. Posteriormente surgiram os triaz6is (fluconazol e
itraconazol) e os novos derivados dos triazois (voriconazol, ravuconazol, posaconazol e
albaconazol) (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). A aprovagdo dos imidazdis e dos triazois
no final dos anos 1980 e inicio de 1990 foi um grande avango da capacidade de tratar com
seguranga e eficacia infecgdes fungicas sistémicas (GHANNOUM et al., 1999). A primeira
geracdo desses antiflingicos, os imidazois, inibiam diversas enzimas e também a biossintese
de lipidios da membrana. Entretanto, as enzimas inibidas também realizam a biossintese de
colesterol nas células hepaticas dos mamiferos, causando sérios efeitos adversos ao paciente.
Em contrapartida, os triazdis sdo menos toxicos, pois apresentam um alvo de maior
especificidade (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Devido a maior seguranga, os triazois, em
particular, o fluconazol, passaram a ser amplamente utilizados (GHANNOUM et al., 1999).

Os triazo6is inibem a enzima 14-alfa-desmetilase do lanosterol do citocromo P-450, que
estd relacionada com a biossintese do ergosterol. Esta enzima ¢ codificada pelo gene ERGI11 e
mutacdes desse gene podem conferir resisténcia ao antifingico (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2006). O citocromo P-450 contém um grupo heme férrico, onde os antifingicos azois se
ligam através dos nitrogénios ndo substituidos localizados nos anéis de imidazol ou triazol. O
restante da molécula do azol se liga a apoproteina do citocromo de acordo com a caracteristica
estrutural da proteina, pois a conformacao exata do sitio ativo difere entre as espécies de

fungos e também de mamiferos. Portanto, a natureza da interacdo entre cada molécula do azol
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e cada tipo de P-450 determina o grau de inibi¢do dos azois nas diversas espécies fungicas
(ODDS et al., 2003).

O voriconazol (figura 2) ¢ um antifungico triazélico sintético com amplo espectro de
atividade in vitro e alto potencial de acdo, sendo ativo frente a diversas infec¢des fungicas. O

inicio de sua comercializagao em varios paises se deu em 2002 (MOREIRA et al., 2010).

Figura 2 — Estrutura do voriconazol

Fonte: CARRILO-MUNOZ, A. I. (2006)

Os triazois fluconazol (figura 3) e itraconazol (figura 4) possuem amplo espectro de
acdo e toxicidade reduzida. No entanto, devido a grande utilizacdo desses antifingicos, ha um
desenvolvimento de resisténcia entre os fungos, principalmente com relacdo ao género

Candida (NOBRE et al., 2002).

Figura 3 — Estrutura do fluconazol

Fonte: CARRILO-MUNOZ, A. J. (2006)
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Figura 4 — Estrutura do itraconazol

Fonte: CARRILO-MUNOZ, A. J. (2006)

O derivado dos triazdis posaconazol (figura 5) ¢ mais semelhante ao itraconazol,
porém possui o anel dioxolano alterado para um tetra. Embora, as diferencas estruturais
possam parecer pequenas, elas ditam a poténcia antifungica e o espectro de acdo destes. O
posaconazol também atua contra um amplo espectro de fungos sensiveis, e, curiosamente,

mostra promissora eficdcia contra micoses em estudos pré-clinicos (ODDS et al., 2003).

Figura 5 — Estrutura do posaconazol
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Fonte: ODDS, F. C. (2003)

1.1.3 Equinocandinas

Descobertas em 1970, as equinocandinas sdo metabolitos secundarios de fungos e
apresentam um nucleo de hexapeptideo ciclico com uma cadeia lateral de lipidos responsavel
pela atividade antifingica. No final de 1990, trés compostos da classe das equinocandinas
(anidulafungina, caspofungina e micafungina) entraram em desenvolvimento clinico. O alvo

desses farmacos ¢ um complexo de proteinas responsavel pela sintese da parede celular de -
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1,3 polissacarideos glucano, porém maiores detalhes do mecanismo desse mecanismo de agao
ainda ndo sdo muito conhecidos. A classe das equinocandinas representa um avango
particularmente interessante para a terapia antifingica por possuir um alvo diferente dos
outros antifungicos. Por essa razdo, existe o interesse dos clinicos em explorar a terapia de
combinagdo de equinocandinas e azo6is (ODDS et al., 2003).

A caspofungina foi aprovada pelo Agencia Federal de Drogas dos EUA em 2001 para
a terapia de aspergiloses. Entre os fungos patogénicos comuns, apenas Cryptococcus
neoformans ¢é excluido do espectro das equinocandinas ¢ até agora, a resisténcia a

caspofungina s6 apareceu por mutacdo do gene FKS1 em C. albicans (ODDS et al., 2003).

Figura 6 — Estrutura da caspofungina

Fonte: ODDS, F. C. (2003)
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1.2 Leveduras e as Formigas Attini

As leveduras sao fungos que na maior parte de seu ciclo de vida se apresentam de
forma unicelular ou em pequenos arranjos de células. Elas estdo amplamente distribuidas por
todos os biomas do mundo, sendo principalmente decompositoras e consideradas
colonizadoras iniciais de substratos ricos em agucar. Elas podem ser encontradas em
abundancia na filosfera, em niveis superiores da atmosfera, nas partes mais profundas dos
oceanos, em aquiferos e at¢ mesmo no gelo (KURTZMAN el al., 2011). Existem diversos
estudos de leveduras isoladas do meio ambiente, como por exemplo, no trabalho de Roth et
al., (1962) que foram encontradas em aguas e sedimentos dos oceanos e mares do Atlantico,
ou também encontradas no solo da Antartica (Connell et al., 2010). Além de decompositoras,
as leveduras podem ter diversas fungdes no ambiente, podendo apresentar diversas relagdes
com outros organismos, como: mutualismo, competi¢do, parasitismo ou patogenicidade
(KURTZMAN et al., 2011). Existem diversos estudos mostrando essas associagdes com
animais, onde leveduras foram isoladas de vespas e formigas, por exemplo (STRATFORD et
al., 2002; PAGNOCCA et al., 2011). Algumas espécies do género Candida sdo
constantemente associadas ao homem, geralmente na forma de comensalismo. Entretanto,
algumas delas podem se tornar patogénicas, especialmente quando em condi¢des de baixa
imunidade do hospedeiro, como mostram os estudos de (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006;
PFALLER; DIEKEMA, 2004).

O jardim onde se encontra o fungo mutualista das formigas abriga uma grande
quantidade e variedade de micro-organismos, incluindo leveduras. Espécies de Candida,
Cryptococcus e Trichosporon sdo comumente encontradas nesse nicho (PAGNOCCA et al.;
2010). E sabido que algumas das espécies encontradas nesses géneros sdo causadoras de
doengas fungicas graves (KURTZMAN el al., 2011).

A maioria das infec¢des causadas por leveduras sdo devidas ao género Candida
(PFALLER et al.; 2009), com predominancia das espécies, C. albicans, C. dubliniensis, C.
krusei, C. guilliermondii, entre outras (KURTZMAN el al., 2011). Porém existem outras
leveduras consideradas patogénicas distribuidas em outros géneros como Cryptococcus
neoformans ou oportunistas como Saccharomyces, Trichosporon e Rhodotorula (PFALLER
et al.; 2009).



15

O maior grupo de agentes patogénicos ¢ o dos ascomicetos, onde, além de Candida,
encontram-se, em uma escala muito menor, representantes dos géneros Saccharomyces,
Pichia e Magnusiomyces. No grupo dos basidiomicetos os principais géneros patogénicos sao
Cryptococcus e Malassezia. Outros géneros causadores de doengas, dentro deste grupo séo,
Sporobolomyces, Rhodotorula, Trichosporon e Ustilago (KURTZMAN el al., 2011).

Trichosporon é o género de leveduras mais comum, depois de Candida, que esta
relacionado a infecgdes em pacientes com neoplasias hematologicas, sendo responsavel por
uma taxa de mortalidade superior a 80% (PFALLER; DIEKEMA, 2004).

Muitos autores ja relataram a presenga de leveduras em ninhos de formigas da tribo
Attini (PAGNOCCA et al., 2010; CARREIRO et al., 1997.; PAGNOCCA et al., 1996.). Esta
tribo € composta por 15 géneros e aproximadamente 230 espécies (SCHULTZ; MEIER, 1995;
KLINGENBERG; BRANDAO, 2009) As formigas da tribo Attini cultivam fungos dentro de
seus ninhos e estabelecem com eles uma relagdo de mutualismo, onde estas dependem deste
fungo para obter alimento e em troca, fornecem alimentagdo, dispersdo e protecdo contra
patoégenos e competidores (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010). Elas se dividem em cinco
sistemas de cultura que se caracterizam pela relagdo filogenética entre as formigas, o fungo
cultivado e seus patdogenos.

Acromyrmex ¢ um género de formigas Attini que possui ampla distribuicao geografica,
ocorrendo em quase todo o continente americano, (MARICONI, 1970). No Brasil, ocorre em
todos os Estados e territérios continentais (DELLA LUCIA, 1993). Essas cortadeiras vém
chamando aten¢do crescentemente devido ao estrago que causam nas lavouras (DIEHL;
CAVALLIMOLINA; ARAUJO, 2002).

A espécie Acromyrmex balzani nidifica em locais abertos, ensolarados e em solos de
pouca umidade (ANDRADE, 1991), apresentando ninhos caracterizados por uma torre
construida de fragmentos de palhas e outros residuos vegetais que os protegem (apéndice B).
Nas proximidades das torres encontram-se monticulos de terra de forma semicircular e ao
lado, o lixo trazido do interior dos ninhos (SILVA et al.,, 2010). Pimenta et al. (2007)
verificaram que os ninhos dessa formiga apresentam quatro ou cinco camaras, sempre
superpostas, com profundidade maxima de 95,0 cm.

Conforme mencionado anteriormente, a presenga de leveduras dentro desses ninhos de
Acromyrmez balzani ocorre em abundancia, podendo se dispersar através dessas formigas.
Este fato é preocupante, pois muitas dessas espécies de leveduras encontradas estdo
relacionadas a patogenias. Estudos envolvendo a resisténcia de espécies patogénicas isoladas

desse tipo de ambientes ainda sdo escassos. No entanto, sdo de grande importancia, ja que
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essas espécies provavelmente nunca tiveram contato com nenhuma desses farmacos
anteriormente e se apresentarem resisténcia a elas, esta sera natural, por essa razdo essas

leveduras foram objeto de estudo desse trabalho.
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2 OBJETIVO

Este trabalho teve como objetivos:

l. Identificar as leveduras isoladas de ninhos da formiga cortadeira Acromyrmex balzani;
2. Avaliar a susceptibilidade de leveduras isoladas de ninhos da formiga cortadeira

Acromyrmex balzani a diferentes antifingicos.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta e isolamento das leveduras

As 50 leveduras utilizadas neste trabalho estdo depositadas na Central de Recursos
Microbianos da-Unesp, Rio Claro e foram previamente coletadas pela Dra Weilan Gomes da
Paixdo Melo.

As leveduras foram isoladas do jardim de fungo (figura 7B) e do material de descarte
(lixo) (figura 7A) de ninhos de formigas A. balzani, em trés coletas realizadas no Estado do
Tocantins, em julho de 2010 e em janeiro e agosto de 2011. Para o isolamento foi empregada
a técnica de flotacdo em 6leo mineral (SATOW, 2008). Para tanto, 1g do jardim de fungo ou
do material de descarte dos ninhos foi colocada dentro de um tubo Falcon de 50 mL contendo
15mL de solugdo salina NaCl 0,85% esterilizada e antibidticos, nas seguintes concentracdes:
200 U/mL de penicilina; 200pug/mL de cloranfenicol; 200 pg/mL de estreptomicina e 500
pg/mL de cicloheximida. Apds repouso durante 30 minutos a temperatura ambiente,
adicionou-se 1,0mL de 6leo mineral esterilizado e realizou-se agitacdo vigorosa por 5 minutos
em vortex. O material foi novamente colocado em repouso por 20 minutos e incubado durante
30 dias e apos esse periodo foram transferidas para agar Mycosel e incubadas a 35°C, para
obtengdo de culturas puras. Os isolados foram e estocados a -80°C em glicerol 10%.

Foram isoladas 19 leveduras na primeira coleta, outras 36 na segunda coleta e mais 37

na terceira coleta.
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Figura 7 — Caracteristicas dos ninhos de A. balzani

Fotos: Weilan G. da P. Melo
Figura 3 - A - Ninho de A. balzani com material de descarte indicado pela seta. B - Jardim de fungo

em ninho de A. balzani

3.2  Identificacdo das leveduras

Primeiramente as leveduras estocadas foram reativadas em meio Sabouraud dextrose
agar (Anexo A — Tabela 3), e incubadas a 25°C por 48 horas. Inicialmente os isolados foram
agrupados utilizando métodos fenotipicos tradicionais (YARROW, 1998) e técnicas de
Biologia Molecular, incluindo MSP-PCR para a anélise de bandas comparativa e posterior
sequenciamento de regides especificas do rDNA (KURTZMAN, ROBNETT, 1998).

Para as extragcdes de DNA seguiu-se o protocolo modificado de Sampaio et al. (2001)
e Almeida (2005) misturando-se 500uL de solucdo de lise, esferas de vidro e cerca de duas
alcadas cheias de levedura em tubo “eppendorf” de 2,0 mL,. O tubo foi agitado em vortex por
4 minutos e colocado em banho-maria por 1h a 65°C. Apds centrifugagdo por 15 minutos a
13.000 rpm, foi recuperada a fase aquosa com o DNA bruto, o qual foi foi armazenado a -20°
C.

Foi realizado o sequenciamento dos dominios D1/D2 do rDNA. Para a amplificagao
do DNA foram utilizados e 0s primers forward NL1
(5’ GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3’) e reverse NL4
(5°’GGTCCGTGTTTCAAGACGG3’). O resultado da amplificagdao foi verificado através de
uma eletroforese em gel de agarose 1% em TBE1X (KURTZMAN & ROBNETT, 1998). As
amostras foram aplicadas no gel acrescidas de GelRed e o processo ocorreu a S0mA e 100V,

durante 40 minutos. Apds esta etapa, foi realizada uma purificagdo dos produtos de
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amplificagdo com o GFX PCR DNA and gel band purification kit (GE Healthcare). A
verificagdo da purificagdo também foi realizada através de uma eletroforese em gel de
agarose, nas mesmas condi¢des que o gel de PCR. Os DNAs foram quantificados no
equipamento Nanodrop e apos certificar que todas as amostras possuiam valores entre Sng a
20ng, deu-se prosseguimento na preparagdo para a rea¢ao de sequenciamento. Para isto, foram
utilizados os primers NL1 e NL4 e a reagdo foi realizada no termociclador por 2h e 40
minutos. Posteriormente, foi realizada a purificacao da reagdo de sequenciamento, onde foi
utilizada solucdo de EDTA 125mM, acetato de sodio 3M, etanol 100% ¢ etanol 70%, nas
devidas propor¢des. As amostras foram aplicadas no sequenciador ABI 3500, e as sequéncias
obtidas foram editadas ¢ alinhadas no programa BioEdit Sequence Aligment Editor. A
sequencia consenso obtida foi comparada com os dados do BLASTN do National Center for
Biotechnology Information-Genbank (NCBI- GenBank) e do Fungal Biodiversity Centre
(CBS-KNAW). As sequencias com mais de 98% de similaridade com as apresentadas nas

bases de dados foram consideradas como sendo da mesma espécie.

3.3  Determinac¢ao da Concentrac¢ao Inibitoria Minima (CIM)

A CIM ¢ definida como a menor concentragdao de um agente antimicrobiano que inibe
o crescimento do micro-organismo em teste e foi determinada por métodos de microdilui¢dao
em microplacas de 96 pogos, de acordo com a norma M27- A2 (CLINICAL AND
LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI), 2002).

3.3.1 Preparacido dos agentes antifingicos € do meio RPMI

A Anfotericina B (Sigma®), o Itraconazol (Sigma®), o Voriconazol (Sigma®), e o
Posaconazol (Sigma®) foram preparados a partir de diluigdes em dimetilsulfoxido (DMSO).
O Fluconazol (Sigma®) e a Caspofungina (Sigma®) foram diluidos em &4gua deionizada
esterilizada. Foram preparadas “solugdes estoque” com concentracdo de 64 pg/ml para o
fluconazol e 16 pg/ml para os outros cinco antifingicos, que foram mantidas em freezer -
80°C, conforme recomendado pela norma CLSI (2002), para ndo haver perda da atividade.
Todas as diluigdes foram realizadas em meio RPMI-1640 (Sigma®) (com glutamina e sem
bicarbonato. A preparacdo deste meio RPMI (Anexo A — Tabela 5) foi realizada de acordo
com a norma M27-A2 (CLSI, 2002), sendo diluido nas concentragdes recomendadas.

Adicionou-se 34,53g de tampao MOPS (4cido 3-[N-morfolino] propanosulfénico) 0,165M.
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Em seguida, o pH foi ajustado para 7,0. Apds o ajuste do pH, o meio foi esterilizado por
filtracdo a vacuo e o frasco foi embrulhado em papel aluminio devido a fotossensibilidade do

meio. O meio assim preparado foi armazenado em geladeira a 4°C .

3.3.2 Preparacdo do cultivo de 24h

Para os ensaios de CIM, as linhagens foram cultivadas em CHROM agar, Candida (Difco®)
(Anexo A — Tabela 4), para verificar a pureza. Posteriormente, os isolados foram cultivados
em meio Sabouraud Dextrose Agar e incubados a 25°C por 24 horas, para entdo serem

utilizados nos testes.

3.3.3 Preparacido das microplacas e realizacdo dos testes

A preparacdo das microplacas foi realizada da seguinte maneira: foram colocados
10uL de antifingico na primeira coluna da microplaca, nas concentragdes de 128ug/mL para
o fluconazol e a caspofungina e 32pg/mL para o restante. Trés linhas da placa foram
utilizadas por isolado para obtengdo dos resultados em triplicatas. Na primeira coluna
adicionou-se 190uL do meio RPMI-1640, homogeneizando-se o antifingico j& presente. Em
seguida, em todas outras colunas adicionou-se 100 uL de meio. Transferiu-se entdo, 100uL da
primeira coluna para os pogos da proxima coluna e assim sucessivamente, para se obter uma
concentragdo decrescente do antifungico. A Ultima linha da placa ¢é reservada para o controle
do in6culo, onde sdo adicionados 200 pL de meio na linha H com as colunas 1,2 ¢ 3 e 100 uL
da suspensao celular em 100 pL. de meio RPMI-1640 na linha H com as colunas 10,11 e 12. A
partir da cultura de 24h em Sabouraud dextrose Agar, foi preparada uma suspensao celular em
1,5mL de solug¢do salina 0,85% (p/v). A turbidez foi ajustada para 0,5 da escala de
McFarland, que corresponde a uma suspensdo-padrao de levedura com concentracao de fator
10°células/mL. Pipetou-se 300uL dessa diluigdo em 30 mL de meio RPMI-1640, para
obten¢do de uma concentragao celular de 10* células/mL. A preparacdo das microplacas pode
ser melhor observada no Anexo B. As cepas-padrao Candida krusei ATCC 6258 e Candida
parapsilosis ATCC 22019, foram utilizadas como controle de qualidade dos testes. Os valores
das faixas de CIM esperadas pelas duas cepas controle sdo obtidos a partir da Norma M27-

A2. Todas as placas foram incubadas a 35°C, em estufa com temperatura controlada, durante

48h.
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3.3.4 Leitura e analise dos resultados

Para analisar os resultados foram realizadas leituras visuais e em espectrofotometro
Amersham Biosciences, modelo Biotrak II com leitor de microplaca, utilizando filtro de
450nm. No caso da anfotericina B, por ser um farmaco fungicida, a determinagdo da CIM foi
feita em 100% de inibicao, ou seja, onde ndo se observa nenhum crescimento da levedura. No
caso dos farmacos fungistaticos, os azois e a caspofungina, a CIM foi determinada no ponto
onde se observou 50% de inibicao.

A leitura da microplaca no espectrofotometro foi realizada para confirmar a leitura
visual e ¢ importante principalmente para a andlise dos resultados dos farmacos fungistaticas,
pois a determinagdo visual para 50% do crescimento possibilita maior chance de erro. Assim
leitura de absorbancia de 50% de inibi¢cdo se faz necessaria para que os valores obtidos sejam
mais confidveis, uma vez que os antifiingicos fungistaticos ndo atuam nas cé€lulas ja formadas
que foram aplicadas no teste e estas podem acarretar em leituras de falsa resisténcia, através
do fendmeno de trailing. O trailing ¢ identificado quando ha um aumento da CIM de 24 horas
para 48 horas e o isolado que era classificado como “sensivel” se torna “resistente”. Quando
isso ocorre, devem ser considerados os resultados de 24 horas (CLSI, 2002).

A CIM, no caso dos farmacos fungistaticas, foi determinada pelo valor de absorbancia
mais proximo da metade do valor do controle do indculo. No caso da anfotericina B, a
determinagdo foi feita a partir do primeiro pogo em que o valor se aproximar de zero. Os
resultados das duas leituras foram comparados ao final, para confirmag¢do dos pontos de corte.
Todos os resultados de leitura visual foram confirmados pelas leituras em espectrofotometro.
Foram feitas triplicatas em todos os testes e para analise dos resultados foram considerados os
resultados similares em até uma dilui¢dao de diferenca entre as triplicatas.

A classificacdo em categorias de suscetibilidade foi realizada segundo os seguintes
critérios: suscetivel (a CIM do isolado estd dentro da faixa de corte estipulada, pela norma de
referéncia, como suscetivel para o antifingico), suscetibilidade dose-dependente (a
sensibilidade depende da dose sugerida para o paciente), nao sensivel (ndo ha certeza quanto a
sensibilidade, os dados disponiveis ndo permitem a classificagdo como resistente) ou
resistente (a CIM do isolado se encontra na faixa estipulada, pela norma de referéncia, como
resistente para o antifngico). Essa classificacdo s6 ¢ possivel quando existem valores
interpretativos, ou seja, quando esses valores ja foram publicados para cada espécie ou género

frente a cada antifungico. Existem, atualmente, valores para Candida frente a azéis, mas nio
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para testes com anfotericina B. Nesse Gltimo caso, utilizamos o valor CIM > 1 mg/L para
atribuir resisténcia a estirpe, segundo CLSI 2008 ¢ Diekema et al., (2009). Para os outros
géneros presentes nesse trabalho, como Trichosporon, ndo existem pontos de corte
(breakpoints) definidos. Desse modo, adotou-se os pontos de corte de Candida, como em
estudos anteriores (GUINEA et al., 2010; CHAGAS-NETO et al., 2009; PFALLER;
DIEKEMA, 2004; PAPHITOU, 2002).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Identificacao dos isolados
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Dentre os 50 isolados utilizados neste trabalho, 41 de material de descarte € nove de

jardim do fungo mutualista, encontraram-se as espécies listadas na tabela 1.

Tabela 1 — Leveduras isoladas de ninhos das formiga cortadeira A. balzani

Closest relative Genbank acession

Grupo Espécie Codigo Origem
number
Ascomicetos
Brettanomyces TO 776 Descarte
) AY969108
naardenensis (2) TO 783 Descarte
TO207 Descarte
TO205 Descarte
TO770 Descarte
TO773 Descarte
Candida albicans (9) TO774 Descarte AB828131
TO785 Jardim de fungo
TO788 Jardim de fungo
TOS801 Descarte
TO804 Descarte
TO206 Jardim de fungo
) TO208 Jardim de fungo
Candida cellae (4) AY861673
TO216 Jardim de fungo
TO217 Descarte
L . TO811 Descarte
Candida infanticola (2) DQ438230
TOS14 Descarte
TO802 Descarte
Candida tropicalis (3) TO803 Descarte AB772433
TO806 Descarte
Kazachstania unispora TO1115 Descarte
JQ861272
(2) TO1120 Descarte
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Continuacio da Tabela 1 — Leveduras isoladas de ninhos das formiga cortadeira A. balzani

Closest relative Genbank

Grupo Espécie Codigo Origem
acession number
Ascomicetos
TO210 Descarte
TO211 Descarte
TO777 Descarte
TO794 Jardim de fungo
Meyerozyma caribbica TO795 Jardim de fungo
(10) TO780 Descarte KCHT0
TO&00 Descarte
TO&09 Descarte
TO1107 Descarte
TO1108 Descarte
TO1094 Descarte
Meyerozyma TO1102 Descarte
guilliermondii (3) TO1106 Descarte KETosaLs
Basidiomicetos
Cryptococcus sp. (1) TO209 Descarte KC182138
Trichosporon asahii (7) TO1084 Descarte
TO1085 Descarte
TO1090 Descarte
TO1092 Descarte EU559350
TO1095 Descarte
TO1104 Descarte
TO1105 Descarte
Trichosporon loubieri (1) TO769 Descarte IN939448
TO778 Descarte
TO779 Descarte
Trichosporon TO1114 Descarte
mycotoxinivorans (6) TOI11138 Descarte 1266092
TO1121 Jardim de fungo
TO1122 Jardim de fungo

Dentre as leveduras consideradas patogénicas, o maior grupo ¢ o das ascomicetas,

onde se encontram as espécies do género Candida, sendo a C. albicans a mais importante
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responsavel por 45 a 60% das infecgcdes da corrente sanguinea (KURTZMAN el al., 2011:
PFALLER et al.; 2009). Mais de 17 espécies diferentes de Candida foram identificadas como
agentes etiologicos de infec¢des da corrente sanguinea e aproximadamente 95% de todas
essas infec¢Oes sdo causadas por quatro espécies: C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis ¢
C. tropicalis (PFALLER; DIEKEMA, 2004). Neste trabalho verificamos que a espécie, mais
comumente encontrada em casos clinicos, pode ser encontrada em associagdo com formigas
cortadeiras, revelando um eventual nicho natural da espécie, de onde poderia, eventualmente
ser disseminada. Outras espécies desse género como Candida cellae ¢ Candida infanticola.
Por serem espécies recentemente descobertas, ndo sdo muito conhecidos porém fazem parte
de um género de grande importancia clinica e por essa razdo, estudar a resisténcia destas
espécies aos antifingicos pode ser de grande importancia para ocasides futuras.

A espécie M. caribbica ja foi isolada de variados substratos como, cana-de-agucar,
solo e também de paciente com infec¢do fungica, o que sugere uma ampla distribuicdo dessa
espécie. Como M. guilliermondii ¢ um patégeno humano oportunista, existe uma grande
possibilidade de M. caribbica também ser, dada a grande semelhanga entre as espécies. Visto
que ja foi relatada sua presenca em infec¢do (KURTZMAN el al., 2011).

Trichosporon asahii encontra-se amplamente distribuida no ambiente ¢ grande parte
das cepas estudadas sdo isoladas de pacientes imunocomprometidos (KURTZMAN et al.,
2011). E uma espécie conhecida por causar infecgdes invasivas profundas e podem ganhar a
entrada para a corrente sanguinea através do trato respiratdrio ou gastrointestinal. A
susceptibilidade a anfotericina B € varidvel nesse género, tem sido relatados fracassos clinicos
com a anfotericina B e fluconazol. T. loubieri, outra espécie identificada nesse trabalho, ndo
tinha sido isolada em humanos até recentemente, porém foram encontradas infectando um
paciente com uma doenga renal policistica e a infec¢do foi controlada apds uso de uma dose
elevada de fluconazol anfotericina B. Em nosso trabalho foram isoladas seis linhagens
Trichosporon mycotoxinivorans, espécie relacionada geneticamente com T. loubieri
(MOLNAR et al; 2004). Por também ser uma espécie descoberta recentemente, ndo existem
muitos relatos de sua presenca em infecgdes fungicas, mas estudar sua resisténcia também
pode ser relevante ja que é uma espécie muito proxima de T. loubieri e pertencente a um
género com grande importancia clinica.

Kazachstania unispora é uma espécie que ja foi encontrada em substratos variados
como, graos, queijo e fezes (KURTZMAN et al., 2011). Nao existem dados na literatura que
relacionem essas espécies a infeccdes e patogenias, porém, como todas as espécies desse

trabalho, essas também foram selecionadas pela técnica de flotagdo, uma técnica que ja €
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seletiva, pois contém trés antibioticos e um antifungico, sendo assim essas espécies ja
apresentaram uma resisténcia natural a alguns compostos e por isso testamos essa resisténcia

com esses outros antifingicos.

4.2 Teste de microdiluicio para determinacio da CIM

Primeiramente os testes foram realizados com as cepa-controle que ja possuem o0s
pontos de corte especificos e os resultados obtidos as 24 h e 48 h foram os valores de CIM
esperados para cada antifungico. Para C. krusei, esses valores ficaram entre 16 a 32mg/L para
fluconazol (a espécie possui resisténcia intrinseca a este antifungico), 0,25 a 1mg/L para
itraconazol, 0,5 a 2mg/L para anfoterina B, 0,12 a 0,5mg/L para o voriconazol ¢ 0,12 a Img/L
para posaconazol. Para C. parapsilosis as faixas de CIMs determinaram valores de 0,5 a
2mg/L para fluconazol, 0,12 a 0,25mg/L para itraconazol, 1 a 2mg/L para anfotericina B, 0,03
a 0,12mg/L para voriconazol e 0,06 a 0,25mg/L para posaconazol. Todos esses valores estao
dentro das recomendagdes da norma M27-A2 (CLSI, 2002). Nao existem faixas determinadas
para a caspofungina.

Na comparagdo entre as leituras visuais e¢ as efetuadas com o espectrofotdmetro
através da absorbancia, a maior variagdo observada foi de no maximo uma dilui¢ao, para mais
ou para menos, o que esta dentro da norma CLSI (2002). Quando houve diferenca da leitura
visual para a de espectrofotdmetro foram considerados os resultados obtidos através das
leituras de absorbancia.

Nenhum dos isolados (TO1115 e TO1120) da espécie Kazachstania unispora
apresentou crescimento de células nos testes € o0 mesmo ocorreu com trés (TO206, TO208,
TO216) dos quatro isolados da espécie Candida cellae. Isso pode indicar uma sensibilidade
desses isolados a algum composto presente meio de cultura RPMI-1640, ou a impossibilidade
de crescimento no pH em que esse meio se encontra.

Na Tabela 2 estao os resultados de CIM de acordo com a classificagdo em categorias
de suscetibilidade da Norma M-27 (CLSI, 2008) para as espécies de Candida. Alguns
resultados demonstraram diferenca de uma dilui¢do entre a leitura visual de 24h e 48h, mas a
maioria ndo alterou a categoria de interpretacdo, ou seja, ndo resultou em uma mudanga da
classificacdo da estirpe de “sensivel” para “resistente”. Porém, alguns isolados passaram de
sensiveis dose-dependente a resistentes frente ao itraconazol, e de sensiveis a resistentes

frente a anfotericina B, no entanto, ndo € caracterizado como trailing, quando isso ocorre com
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a anfotericina B, pois este ¢ um farmaco de acdo fungicida. O fato da anfotericina B
apresentar uma tendéncia de aumento dos valores de CIM com o passar do tempo ja foi

descrito em estudos anteriores (DIEKEMA et al. 2009)

Tabela 2: CIM (pg/mL) obtida a partir dos testes de suscetibilidade

Antifiingicos — (24 - 48 horas)

Levedura Anfotericina B Voriconazol Fluconazol Itraconazol Caspofungina Posaconazol

B. naardenensis

TO 776 0,25-0,5 0,06-0,12 8-8 0,06-0,12 1-1 0,007-0,007
TO 783 0,25-0,5 0,007-0,007 0,25-0,5 0,007-0,007 2-2 0,007-0,007
C. albicans
TO 202 1-1 0,015-0,015 0,25-0,25 0,015-0,015 0,25-0,25 0,007-0,007
TO 205 1-1 0,015-0,015 0,25-0,25 0,015-0,015 0,12-0,12 0,007-0,007
TO 770 0,5-1 0,015-0,015 0,25-0,25 0,015-0,015 0,12-0,12 0,007-0,007
TO 801 2-4 0,015-0,015 0.25-0,25 0,015-0,015 0,25-0,25 0,007-0,007
TO 804 2-4 0,015-0,015 0,25-0,25 0,015-0,015 0,12-0,25 0,007-0,007
TO 785 1-2 0,015-0,015 0,25-0,25 0,015-0,015 0,25-0,25 0,007-0,007
TO 773 1-2 0,015-0,015 0,12-0,25 0,015-0,015 0,12-0,25 0,007-0,007
TO 774 1-1 0,015-0,015 0,12-0,25 0,015-0,015 0,12-0,25 0,007-0,007
TO 788 1-2 0,015-0,015 0,12-0,25 0,015-0,015 0,12-0,12 0,007-0,007

C. infanticola
TO 811 0,5-2 0,25-0,25 4-8 0,25-0,25* 1-2 0,25-0,5
TO 814 0,5-2 0,12-0,25 4-8 0,12-0,25 1-1 0,25-0,5

C. tropicalis

TO 802 0,5-1 0,015-0,03 0,25-025  0,015-0,015 0,25-0,25 0,007-0,007
TO 803 1-2 0,015-0,03 0,25-0,5 0,03-0,03 0,12-0,12 0,007-0,007
TO 806 0,5-2 0,03-0,12 0,5-1 0,06-0,12 0,12-0,12 0,007-0,007
C. cellae

TO 217 0,5-1 0,06-0,012 22 0,25-0,25 1-1 0,06-0,06

Cryptococcus sp.
TO 209 0,5-0,5 0,06-0,12 4-8 0,25-0,5* 1-1 0,007-0,007
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Antifungicos — (24 - 48 horas)

Cédigo da estirpe  Anfotericina B Voriconazol Fluconazol Itraconazol Caspofungina Posaconazol
M. caribbica
TO 210 0,5-1 0,06-0,25 4-8 0,25-0,5* 0,5-2 0,007-0,007
TO 211 0,5-0,5 0,12-0,5 2-4 0,25-0,5* 1-1 0.03-0,03
TO 800 0,25-0,5 0,015-0,015 0,25-0,25 0,015-0,03 0,12-0,12 0,007-0,007
TO 809 0,5-0,5 0,06-0,25 2-4 0,25-0,25* 2-2 0,007-0,007
TO 794 1-1 0,12-0,5 4-16 0,25-0,5* 1-2 0,007-0,007
TO 795 0,5-0,5 0,25-0,5 8-16 0,25-0,5* 1-1 0,007-0,007
TO 777 0,5-1 0,06-0,25 4-8 0,25- 0,5* 1-2 0,007-0,015
TO 780 0,5-0,5 0,25-0,5 8-16 0,5-1% 1-2 0,007-0,015
TO 1107 0,5-1 0,06-0,25 2-4 0,25-0,25* 1-1 0,007-0,007
TO 1108 0,5-1 0,06-0,25 16-16* 0,25-0,25* 1-2 0,007-0,015
M.guilliermondii
TO 1094 0,5-0,5 0,12-0,25 8-16 0,5-1* 1-1 0,007-0,015
TO 1102 0,25-0,5 0,25-0,5 8-16 0,5-1* 2-2 0,015-0,03
TO 1106 0,5-1 0,06-0,25 4-8 0,12-0,25 1-1 0,007-0,007
T. asahii
TO 1084 1-2 0,007-0,06 1-2 0,12-0,25 8-8** 0,007-0,007
TO 1085 1-2 0,015-0,06 1-2 0,06-0,12 8-8** 0,007-0,03
TO 1090 1-2 0,015-0,06 1-2 0,12-0,25 8-8** 0,007-0,03
TO 1092 1-2 0,03-0,06 1-2 0,12-0,12 8-8** 0,007-0,007
TO 1095 1-4 0,03-0,06 1-2 0,12-0,12 8-16** 0,06-0,06
TO 1104 1-4 0,03-0,12 2-2 0,12-0,12 8-16%* 0,06-0,12
TO 1105 1-4 0,06-0,12 2-2 0,12-0,12 8-16%* 0,06-0,06
T. loubieri
TO 769 0,25-0,5 0,03-0,12 1-2 0,03-0,06 8-16** 0,007-0,03
T.
mycotoxinivorans
TO 778 4-8 0,25-0,25 2-2 0,12-0,12 2-2 0,12-0,12
TO 779 4-8 0,12-0,25 2-4 0,25-0,5* 2-4 0,12-0,25
TO 1114 4-8 0,12-0,12 2-4 0,25-0,25* 2-2 0,12-0,12
TO 1118 2-4 0,25-0,25 4-4 0,12-0,25 2-2 0,12-0,25
TO 1121 4-8 0,25-0,25 4-4 0,12-0,25 2-2 0,12-0,12
TO 1122 2-4 0,12-0,25 2-4 0,12-0,12 4-8** 0,12-0,12

Negrito = Resultados considerados resistentes; * (SSD) Sensibilidade dose-dependente; ** para caspofungina a CLSI propos o valor de
(NS) > 2 ug/ml como ndo sensivel, porém ainda ndo classificando-se como resistente. Anfotericina B — sensivel (S), CIM < 1ug/ml;
resistente (R), CIM > 2pg/ml; voriconazol - sensivel (S), CIM < 1ug/ml; sensivel dose-dependente (SDD), CIM 2pug/ml; resistente (R),
CIM > 4pg/ml; fluconazol- sensivel (S), CIM < 8ug/ml; sensivel dose-dependente (SDD), CIM 16-32pug/ml; resistente (R), CIM >
64pg/ml; itraconazol — sensivel (S), CIM < 0.125pug/ml; sensivel dose-dependente (SDD), CIM 0,25-0,5ug/ml; resistente (R), CIM >
1pg/ml; caspofungina— sensivel (S), CIM < 2ug/ml; nao sensivel (NS). CIM > 2 ng/ml; posaconazol — Nao existem ainda pontos de
cortes definidos.
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Na maioria dos testes observou-se que os valores de CIM para anfotericina B tenderam
a ser maiores com o passar do tempo, como ja descrito nos estudos de Diekema et al. (2009),
Por isso, existe a orientagao sobre a realizagao de leituras no menor tempo possivel, desde que
haja crescimento do isolado no controle-positivo (CLSI, 2008). Para fluconazol, voriconazol,
itraconazol, posaconazol e caspofungina os valores entre as leituras de 24h e 48h também
apresentaram diferencas para algumas espécies, porém ndo muito significativas (uma dilui¢ao
maior).

Com raras excegdes, todas as linhagens de C. albicans foram suscetiveis aos
antiflingicos testados, divergindo dos resultados de Pfaller et al (1998) em que alguns isolados
se mostraram resistentes ao fluconazol, itraconazol e voriconazol, o que ¢ um indicativo do
potencial de desenvolvimento de resisténcia dessa espécie contra os azdis. Em relagdo a
anfotericina B, dois dos isolados (TO801 e TO804) se mostraram resistentes (CIM 2) e ambos
foram coletados do material de descarte de um dos ninhos da segunda coleta. Este ultimo
resultado divergiu em relagdo aos encontrados por Pfaller et al. (2007), pois segundo esses
autores, isolados de Candida com resultados de CIM >1 pg/ml para anfotericina B sdo
incomuns. Entretanto, Blignaut et al. (2005) encontraram uma porcentagem significativa de
isolados orais de C. albicans resistentes a anfotericina B com valores de CIM >2 pg/ml. Kelly
et al (1996) também ja haviam relatado duas cepas de C. albicans, isoladas de pacientes com
AIDS, que apresentaram resisténcia devida a uma falha genética na sintese de esterol.

C. infanticola apresentou suscetibilidade dose-dependente ao itraconazol em um de
seus isolados (TO811). Este comportamento estd relacionado com a dose administrada ao
paciente e consequente dose sérica para sua interpretacao, conforme reportado (CLSI, 2002).
Esta levedura foi suscetivel aos outros antifingicos, inclusive a caspofungina, o que diverge
dos resultados encontrados por Shokohi et al. (2011) que mostraram que a caspofungina nao
apresentou atividade contra cepas de C. infanticola isoladas de lesdes orofaringeas de
pacientes com cancer.

Os isolados de Candida tropicalis foram sensiveis a todos os antifingicos testados.
Estudos anteriores ja haviam mostrado a alta sensibilidade dessa espécie aos antifingicos
itraconazol, posaconazol, voriconazol e caspofungina (OSTROSKY-ZEICHNER et al, 2003;
PFALLER et al, 2004; CUENCA-ESTRELLA et al, 2006), porém essa espécie apresentou
resisténcia ao fluconazol no trabalho de Pfaller et al., (2007) , divergindo dos resultados desse
trabalho. Apesar de ndo serem considerados resistentes a anfotericina B, os trés isolados de
Candida tropicalis apresentaram valores altos de CIM em 24 horas (0,5-1ug/ml) para esse

antiftingico, resultado também observado nos estudos de Pfaller et al. (2003).
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O isolado de Cryptococcus sp. também apresentou suscetibilidade dose-dependente ao
itraconazol, mas se mostrou suscetivel aos demais antifngicos testados. O género
Cryptococcus também estd entre os principais géneros de leveduras causadoras de infecgdes,
sendo o principal dentre os basidiomicetos. C. neoformans ¢ C. gattii, por exemplo, sdo
causadores da criptococose (KURTZMAN el al., 2011). Existem diferengas importantes na
suscetibilidade aos antiflingicos azo6is para diferentes espécies de Cryptococcus (SERENA et
al, 2004) porém uma identificagao correta em nivel de espécie para esse isolado especifico
ndo foi possivel, pois a linhagem que apresentou 100% de similaridade no banco de dados
(CBS-KNAW) estava descrita apenas a nivel de género.

Foi surpreendente verificarmos neste estudo que quase todos os isolados do género
Meyerozyma, exceto dois (TO800 e TO1106), apresentaram sensibilidade dose-dependente ao
itraconazol. Além disso, um dos isolados de M. caribbica (TO1108) apresentou sensibilidade
dose-dependente também ao fluconazol (CIM 16-32pug/ml). Dois isolados de M.
guilliermondii (ex-Candida guilliermondii) (TO1094 e TO1102) mostraram um valor de 8
ug/mL para o fluconazol, valor semelhante ao observado em C. Krusei, espécie que possui
uma resisténcia intrinseca a esse farmaco (CLSI, 2002). Porém, segundo a Norma M-27, esse
valor ainda ¢é considerado suscetivel para Candida. Nos estudos de Pfaller ¢ Dickema (2004)
1solados obtidos a partir de culturas de osso infectado se mostraram resistentes ao fluconazol e
itraconazol, o que indica que a espécie possa ser menos suscetivel do que outras. Os mesmos
autores relataram ainda que 90% dos isolados de M. guilliermondii sensiveis a anfotericina B
semelhante aos resultados do presente estudo. Em contrapartida essa espécie apresentou
resisténcia a esse antifungico em estudos anteriores (DICK et al; 1985).

Nota-se na tabela 2 que grande parte dos isolados de Trichosporon apresentou valores
de CIM de 1pg/ml, o qual pode ser considerado elevado em relagdo a anfotericina B. Todos
os isolados de T. mycotoxinivorans apresentaram resisténcia a esse antifungico (CIM >1
png/ml) o que pode representar um risco para a saude em caso de disseminagdo pelos insetos,
ja que anfotericina B ¢ considerado um antifingico de primeira escolha em infec¢des
invasivas por leveduras (GUINEA et al., 2010). Estudos realizados com isolados ambientais e
clinicos mostraram que a anfotericina B tem baixa eficicia para espécie do género
Trichosporon (PFALLER; DIEKEMA, 2004; LI et al., 2005; CHAGAS-NETO et al., 2009),
o que foi confirmado em nosso estudo. Pfaller e Diekema (2004) trabalhando com 43 isolados
clinicos de T. asahii, encontraram valor de CIM maior (4 mg/L) do que os observado nesse

estudo (1 mg/L) Por outro lado, em relagdo aos novos triazdis, nossos isolados foram
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suscetiveis confirmando os dados obtidos (PFALLER; DIEKEMA, 2004; LI et al., 2005;
CHAGAS-NETO et al., 2009).

Nossos dados, obtidos com amostras isoladas do meio ambiente, confirmaram
observagoes prévias de estudos clinicos, nas quais nao sao recomendados tratamentos com
anfotericina B em pacientes infectados por Trichosporon spp. (em particular T. asahii),
especialmente, naqueles com alteragdo do sistema imunoldgico (PAPHITOU, 2002;
PFALLER; DIEKEMA, 2004; LI et al., 2005; CHAGAS-NETO et al., 2009).

Quanto a caspofungina, todos os isolados de T. asahii, a linhagem de T. loubieri e um
dos isolados de T. mycotoxinivoras nao foram sensiveis a esse antifingico. De acordo com a
literatura as equinocandinas ndo apresentam muita atividade contra as espécies de
Trichosporon, infec¢des foram relatadas mesmo com tratamento utilizando caspofungina
(MARTY et al; 2003). Além desse estudo esse resultado também ja havia sido observado em
outros trabalhos (ESPINEL-INGROFF, 1998; TAWARA et al, 2000).

Nos estudos de Serena et al, (2004) os isolados de T. asahii apresentaram resisténcia
ao antifngico fluconazol e nos estudos clinicos de Pfaller e Diekema (2004) os valores de
CIM para esse antifungico foram relativamente mais altos (2mg/L a 8 mg/L), divergindo dos
resultados do nosso estudo, onde ndo encontramos linhagens resistentes. Tal diferenca pode
ser explicada pela origem dos 1solados, uma vez que, provavelmente, as leveduras isoladas de
ambientes naturais nunca tiveram contato com estes farmacos. Porém, ainda nos estudos de
Serena et al, (2004) também ¢ possivel observar valores elevados de CIM para anfotericina B
em isolados de T. asahii. Por outro lado, os mesmos autores verificaram a sensibilidade de T.
asahii aos azois, voriconazol ¢ itraconazol, o que também foi confirmado nesse trabalho.

T. asahii ja foi relatado como multirresistente a anfotericina B, fluconazol, itraconazol,
e flucitosina, porém os novos triazo6is, tem sido mais ativos do que o fluconazol contra
Trichosporon, sendo que, o voriconazol, foi utilizado com sucesso para tratar algumas
infec¢des causadas por essa espécie (PFALLER; DIEKEMA, 2004).

Os dois isolados de Brettanomyces naardenensis apresentaram sensibilidade a todos os
antifungicos, ndo havendo relatos de patogenicidade desta espécie para humanos.

Todos os isolados foram suscetiveis ao voriconazol e ao posaconazol, e, apesar deste
ndo apresentar pontos de cortes definidos, observamos que ele foi o antifingico mais efetivo
dentre todos os seis testados, com resultados de CIM muito baixos para praticamente todas as
linhagens (CIM 0,007-0,12pg/ml) O unico isolado que apresentou valores um pouco mais

altos de CIM para esse antiftingico foi Candida infanticola (CIM 0,25ug/ml).
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As figuras 7, 8, 9, 10, 11 e 12 permitem uma ampla visualizacdo dos resultados
obtidos para as 50 estirpes frente a anfotericina B, voriconazol, fluconazol, itraconazol,

posaconazol e caspofungina, respectivamente.

Figura 7 - Suscetibilidade (CIM, mg/L) de 50 leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex
balzani frente a anfotericina B
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Na figura 7, observa-se que o pico da linha correspondente ao T. mycotoxinivorans é
mais alto e mais deslocado para a direita do grafico, devido ao nimero de estirpes (6) que
apresentaram resisténcia ao farmaco (CIM > 2mg/L). Além disso, T. asahii e C. albicans
apresentam-se também mais a direita do grafico devido aos altos valores de CIM (Img/L) e

aos dois isolados resistentes (CIM 2mg/L), respectivamente.
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Figura 8 - Suscetibilidade (CIM, mg/L) de 50 leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex
balzani frente ao voriconazol
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Na figura 8, nota-se que os nove isolados de C. albicans apresentaram o mesmo
resultado com CIM de 0,0015 mg/L sendo bastante suscetiveis ao voriconazol, além disso
pode-se observar que ndo houve nenhum isolado resistente a esse antifingico (CIM 2mg/L),

sendo a maior CIM obtida em 0,25mg/L em alguns dos isolados.

Figura 9 - Suscetibilidade (CIM, mg/L) de 50 leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex
balzani frente a fluconazol
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Na figura 9 podemos observar o tnico isolado de M. caribicca que apresentou

suscetibilidade dose-dependente ao fluconazol com CIM de 16mg/L. Pode-se notar também
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que algumas outras espécies apresentaram resultados de CIM elevados (4mg/L e 8mg/L),

porém tais valores ainda sdo suscetiveis para esse antifingico.

Figura 10 - Suscetibilidade (CIM, mg/L) de 50 leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex
balzani frente ao itraconazol
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Na figura 10 pode-se observar os valores de CIM para os isolados de M. caribicca
entre 0,25mg/L e 0,5mg/L o que, para esse antifingico caracteriza uma sensibilidade dose-
dependente, além de dois isolados de M. guilliermondii com CIM 0,5mg/L. Também ¢
possivel notar o isolado de Cryptococcus sp. e dois de T. mycotoxinivorans e um de C.

infanticola com resultado de CIM 0,25mg/L

Figura 11 - Suscetibilidade (CIM, mg/L) de 50 leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex
balzani frente ao posaconazol
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Na figura 11 nota-se que todos os isolados apresentaram valores de CIM muito baixos
para o posaconazol, o que indica que esse antifungico pode ser utilizado em infecgdes
fingicas para a mior parte dos isolados desse estudo, apesar de ndo ter determinado ainda seus
pontos de corte. Os valores de CIM mais altos para esse farmaco foi 0,25 mg/L para os dois

isolados de C. infanticola e 0,12 mg/L para os seis isolados de T. mycotoxinivorans.

Figura 12- Suscetibilidade (CIM, mg/L) de 50 leveduras isoladas de ninhos de Acromyrmex
balzani frente a caspofungina
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Na figura 12 ¢ possivel observar valores altos de CIM (8 mg/L) para os isolados de T.
asahii e para o isolado de T. loubieri além de um dos isolados de T. mycotoxinivorans com
CIM 4 mg/L. Todos esses valores caracterizam uma sensibilidade dose-dependente de tais
isolados. Além disso nota-se que o valor de CIM menor observado para esse antifungico foi

0,12mg/L o que indica que esse antifingico ndo € tao eficiente frente as espécies estudadas.
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5 CONCLUSAO

Nesse trabalho, os 50 isolados dos ninhos de Acromyrmex balzani foram identificados
e a maioria pertence a espécies que ja haviam sido isolados de casos clinicos. Portanto,
podemos afirmar que os ninhos dessa espécie podem servir como um reservatorio natural de
leveduras potencialmente patogénicas. De um modo geral, as leveduras foram sensiveis aos
principais antifungicos utilizados rotineiramente na clinica médica. Entretanto, 29
apresentaram algum padrdo de resisténcia a pelo menos um dos antifingicos testados e quatro
dentre elas (TO1108, TO779, TO1114, TO1102) se mostraram nao suscetiveis a dois
antifungicos diferentes.

As linhagens utilizadas neste trabalho foram obtidas do meio ambiente e
possivelmente nunca haviam tido contato anterior com esses farmacos, o que causa
preocupacgao, pois indica que os ninhos das formigas podem abrigar espécies de leveduras que

apresentam risco potencial a saude, pois podem ser disseminadas pelas formigas.
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APENDICE A - Faixas de CIM de seis antifingicos frente a 11 espécies de leveduras, com base em
leitura visual.

Espécie (n° de isolados) Tempo de Faixa de CIM (mg/L)
incubacéo
() FCZ VCZ ITZ PCZ AMB CSP
C. albicans (9) 24 0,12-0,25 0,015 0,015 0,007 0,5-2 0,12-0,25
48 0,25 0,015 0,015 0,007 1-4 0,12-0,25
C.cellae (1) 24 2 0,06 0,25 0,06 0,5 1
48 2 0,12 0,25 0,06 1 1
C. infanticola (2) 24 4 0,12-0,25 0,12-0,25 0,25 0,5 1
48 8 0,25 0,25 0,5 2 1-2
C. tropicalis (3) 24 0,25-0,5 0,015-0,03  0,015-0,06 0,007 0,5-1 0,12-0,25
48 0,25-1 0,03-0,12  0,015-0,12 0,007 1-2 0,12-0,25
B. naardenensis (2) 24 0,25-8 0,007-0,06  0,007-0,06 0,007 0,25 1-2
48 0,5-8 0,007-0,12  0,007-0,12 0,007 0,5 1-2
Cryptococcus sp. (1) 24 4 0,06 0,25 0,007 0,5 1
48 8 0,12 0,5 0,007 0,5 1
M. caribbica (10) 24 0,25-1 0,015-0,25  0,015-0,5 0,007-0,03 0,25-1 0,12-2
48 0,5-1 0,015-0,5 0,03-1 0,007-0,03 0,5-1 0,12-2
M.guilliermondii (3) 24 4-8 0,06-0,25 0,12-0,5 0,007-0,015  0,25-0,5 1-2
48 8-16 0,25-0,5 0,25-1 0,007-0,03 0,5-1 1-2
T. asahii (7) 24 1-2 0,007-0,06  0,06-0,12 0,007-0,03 1 8
48 2 0,06-0,12 0,12-0,25 0,03-0,12 2-4 8-16
T. loubieri (1) 24 1 0,03 0,03 0,007 0,25 8
48 2 0,12 0,06 0,03 0,5 16
T. mycotoxinivorans (6) 24 2-4 0,12-0,25 0,12-0,25 0,12 2-4 2-4
48 2-4 0,12-0,25 0,12-0,5 0,12-0,25 4-8 2-8

APENDICE B - Ninhos de Acromyrmex balzani de areas de cerrado em Palmas TO

Torre de fragmentos de palha na abertura do ninho da formiga A. balzani
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ANEXO A — CONSTITUINTES DOS MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

Tabela 3 - Constituintes do Sabouraud dextrose Agar (Acumedia)

Componentes Quantidade (em g/L)
Digerido enzimatico de caseina 5

Digerido enzimatico de tecido animal 5

Dextrose 40 Agar 15

Agua destilada 1000 mL 1000mL

Tabela 4 - Constituintes do CHROMégar® Candida (Difco)

Componentes Quantidades (em g/L)
Chromopeptona 10,2

Glicose 20,0

Chromogen Mix 2,0

Chloranfenicol 0,5

Agar 15,0
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Tabela 5- Constituintes do meio RPMI-1640 (com glutamina e vermelho de fenol, mas sem

bicarbonato)

Componente g/L de dgua Componente g/L de dgua
L-arginina 0,200 Biotina 0,0002
L-asparagina 0,050 D-pantotenico 0,00025
L-aspartico, acido 0,020 Colina, cloreto de 0,003
L-cistina . 2HCI 0,0652 Acido folico 0,001
L-glutamico, acido 0,020 Mioinositol 0,035
L-glutamina 0,300 Niacinamida 0,001
Glicina 0,010 PABA 0,001
L-histidina 0,015 Piridoxina HC1 0,001
L-hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 Tiamina HC1 0,001
L-leucina 0,050 Vitamina B12 0,000005
L-lisina . HC1 0,040 Nitrato de calico x H20 0,100
L-metionina 0,015 Cloreto de potassio 0,400
L-fenilalanina 0,015 Sulfato de magnésio 0,04884
L-prolina 0,020 Cloreto de sodio 6,000
L-serina 0,030 Fosfato de sodio, dibasico 0,800
L-treonina 0,020 D-glicose 2,000
L-triptofano 0,005 Glutationa, reduzida 0,001
L-tirosina . 2Na 0,02883 Vermelho fenol, Na 0,0053
L-valina 0,020
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ANEXO B - PREPARACAO DAS MICROPLACAS

Na primeira coluna pipetou-se 10uL de antifingico duas
vezes mais concentrado do que a concentracao de trabalho
e em seguida pipetou-se 190uL de meio RPMI-1640
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Pipetou-se 100 uL de meio RPMI-1640 no restante da placa, exceto na linha do controle e

na linha ndo utilizada

Em seguida, retirou-se 100 puL da primeira coluna que foi passado para a segunda coluna e
misturado aos 100 pL de meio presente. Depois retirou-se 100 pLL da segunda coluna passando
para a terceira coluna e assim sucessivamente de forma que a concentragdo caird pela metade a

cada coluna

100 pL
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. 200 uL (meio+antifungico)

o 100 pL de meio livre de antiflingico
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Finalizando a dilui¢do seriada os pogos da placa ficaram com 100uL de meio + antifingico
nas concentracdes de 16ug/mL a 0,007pug/mL ou de 64pg/mL a 0,03pug/mL, dependendo
do antifiingico. Em seguida colocou-se os 100uL de indculo em todos os pocos contendo

antifugico
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