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RESUMO

A frequéncia de micoses invasivas causadas por fungos oportunistas, incluindo
leveduriformes, vem aumentando significativamente nas ultimas décadas e atinge
principalmente individuos imunocomprometidos. A tribo Attini possui cerca de 230 espécies
de formigas e todas possuem o habito de cultivar e se alimentar de fungos. Algumas espécies
cultivam o fungo mutualista em nddulos poligonais solidos com 0,25 a 0,50mm de diametro,
aproximadamente. No interior desses nodulos, encontram-se células na forma de leveduras,
que quando semeadas em meio de cultura se desenvolvem como fungo filamentoso. Este tipo
de fungicultura esta restrito a algumas espécies do género Cyphomyrmex. Neste trabalho,
isolamos 30 leveduras dos nodulos de oito ninhos de Cyphomyrmex transversus da regido de
IThéus (BA), e analisamos a susceptibilidade aos seguintes antifingicos: Anfotericina B
(AMB), Fluconazol (FCZ), Voriconazol (VCZ) e Itraconazol (ITZ). A caracterizacao das
estirpes foi feita através de métodos morfoldgicos e moleculares, incluindo-se 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 (CLSI, 2002).
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. As estirpes foram identificadas como Trichosporon asahii (18),
T. coremiiforme (4), Candida carpophila (syn. C. guilliermondii) (4), Galactomyces
candidum (syn. Geotrichum candidum) (3) e Cryptococcus laurentii (1). Todas as espécies
sdo conhecidas por possuirem representantes que j& foram relatados como patogenos
oportunistas. Elas foram sensiveis aos azdis FCZ, VCZ e ITZ, com excegdo de G. candidus,
cujas estirpes apresentaram sensibilidade dose-dependente a FCZ e ITZ. Também alguns
isolados de T. asahi, T. coremiformei e C. carpophila demonstraram susceptibilidade dose-
dependente ao ITZ. Em relacio a AMB, observamos resisténcia em oito estirpes, distribuidas
em dois géneros. Devido a falta de estudos semelhantes, ndo se conhece at¢é o momento o
potencial de disseminagdo desses micro-organismos pelas formigas, mas considerando-se que
seus ninhos podem abrigar estirpes resistentes a alguns dos antifungicos mais utilizados em
casos clinicos, estudos adicionais deveriam ser realizados para ampliarmos o nosso
conhecimento em relacao a esses fatores.

Palavras-chave: Formigas Attini. Leveduras oportunistas. Resisténcia.
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1 INTRODUCAO

A frequéncia de micoses invasivas causadas por fungos patdogenos oportunistas vem
aumentando significativamente nas ultimas décadas (PFALLER; DIEKEMA, 2004). Este
aumento esta diretamente relacionado ao elevado numero de pacientes suscetiveis ao
desenvolvimento de doencas fungicas graves, o que inclui os individuos
imunocomprometidos como, por exemplo, os pacientes submetidos a transplante de 6rgaos
solidos, além de portadores da AIDS, de doencgas hematoldgicas, idosos e recém- nascidos
(PFALLER; DIEKEMA, 2004; CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

Infecgdes fungicas graves estao sendo relatadas com uma amplitude cada vez maior de
patdgenos, incluindo os conhecidos oportunistas Candida albicans, Cryptococcus neoformans
e Aspergillus fumigatus. Porém, novos e emergentes fungos patdégenos também incluem
espécies de leveduras, como Trichosporon spp e Rhodotorula spp, os quais apresentam
problemas especificos com respeito a resisténcia a antifungicos. Além disso, eles podem
ocupar diversos nichos, como os ambientes aquaticos, alimentos, 4gua e podem fazer parte da

microbiota humana (PFALLER; DIEKEMA, 2004).

1.1 Agentes antifangicos

O aumento de tratamentos médicos com imunossupressores desde a década de 1970
elevou a frequéncia de casos clinicos com micoses fatais e, consequentemente, estimulou o
desenvolvimento de pesquisas para a descoberta de novos antifungicos (ODDS et al., 2003).
O antifungico ideal deve apresentar um amplo espectro de atividade fungicida sem, no
entanto, proporcionar toxicidade ao hospedeiro (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Porém,
0s micro-organismos eucariotos, como as leveduras, utilizam processos metabodlicos
semelhantes para sintetizar suas proteinas e acidos nucleicos, tornando-se mais dificil
encontrar um ponto de toxicidade seletiva (TORTORA et al., 2005). Com isso, o numero de
drogas antifungicas disponiveis ¢ reduzido e, como consequéncia de sua ampla utilizagdo, ha
um aumento do numero de cepas resistentes, dificultando ainda mais os tratamentos.

As diferentes classes de antifungicos possuem um alvo especifico de atuacdo na célula
fungica. Assim, os locais de ag¢do das drogas antifingicas incluem a parede celular
(equinocandinas, por exemplo), membrana plasmatica (polienos e azois, por exemplo), sintese
de DNA e RNA (flucitosina), sintese de proteinas (sordarina) e a formacao de microtubulos

(griseofulvina). Entretanto, os antifingicos mais amplamente utilizados nas praticas clinicas



sd0 os que atuam na membrana plasmatica e, mais especificamente, no esterol da membrana
fungica, o ergosterol (ODDS et al., 2003). O ergosterol ¢ o principal componente da
membrana celular dos fungos e sua funcdo essencial é como biorregulador da fluidez da
membrana, a assimetria e integridade da membrana celular (CARRILLO-MUNOZ et al.,
2006). Ja o principal esterol da membrana plasmatica das células dos mamiferos ¢ o
colesterol, o que justifica o fato do ergosterol se apresentar como um dos principais alvos dos

antifingicos, pois ¢ um importante ponto de toxicidade seletiva (TORTORA et al., 2005).

1.1.1 Anfotericina B

A anfotericina B (figura 1) esta incluida no grupo dos antifungicos polienos, que se
caracterizam por uma estrutura de 26 a 28 anéis de carbono com poliinsaturagdes, fechados
por um ¢éster ou lactona, e onde grupos hidroxil conferem cardter anfipatico a molécula
(CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). Este ¢ o farmaco de primeira escolha para diversos
tratamentos de infecgdes fungicas. Seu modo de acdo na célula ¢ baseado na ligagdo
hidrofobica de oito moléculas de anfotericina B ao ergosterol da membrana celular, formando
poros que alteram a permeabilidade desta. Isto causa o extravasamento do contetido
citoplasmatico e a consequente morte celular. Porém, este antifingico possui capacidade
reduzida de diferenciar o ergosterol da membrana celular de fungos do colesterol da
membrana celular de mamiferos, podendo acarretar toxicidade, especialmente nos rins
(CARRILLO-MUNOZ et al., 2006). No entanto, uma reducdo da toxicidade desta droga
antifungica pode ser conseguida através de combinacdes com lipideos, como seu
encapsulamento em lipossomos (ODDS et al., 2003).

O principal interesse clinico com relacdo a anfotericina B ¢ que isolados resistentes
raramente sdo encontrados nos pacientes, e mutantes resistentes sao dificilmente obtidos em

laboratério (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).



Figura 1 - Anfotericina B
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Fonte: CARRILO-MUNOZ, A. J. (2006).

1.1.2  Azbis

A primeira geracao destas drogas antifingicas foram os imidazo6is N-substituidos, os
quais surgiram no final da década de 1960. Mais tarde surgiram os triazois (fluconazol e
itraconazol) e os novos derivados dos triazdis (voriconazol, ravuconazol, posaconazol e
albaconazol) (CARRILLO-MUNOZ et al., 2006).

Inicialmente, os derivados imidazolicos apresentavam um complexo mecanismo de
acdo, onde inibiam diversas enzimas ¢ a biossintese de lipidios da membrana. Porém, devido
ao fato destas mesmas enzimas realizarem a biossintese de colesterol em células hepaticas de
mamiferos, estes antifingicos causavam sérios efeitos adversos. No entanto, os triazois sdo
menos toxicos por apresentarem um alvo de maior especificidade. Os azois fluconazol,
voriconazol, itraconazol e posaconazol inibem a enzima 14-alfa-desmetilase do lanosterol do
citocromo P-450, a qual é codificada pelo gene ERG11 e est4 relacionada com a biossintese
de ergosterol. Mutacdes neste gene podem conferir resisténcia ao fluconazol em leveduras
(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 conformagao exata do sitio ativo difere entre as espécies de
fungos e também de mamiferos. Portanto, a natureza da interag@o entre cada molécula do azol
e cada tipo de P-450 determina o grau de efeito inibidor do azol nas diversas espécies

fangicas (ODDS et al., 2003).
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O voriconazol (figura 2) ¢ um antifingico triazélico sintético com amplo espectro de
atividade in vitro e alto potencial de agdo, sendo ativo frente a diversas infec¢des fingicas. O
inicio de sua comercializagdo em varios paises se deu em 2002 (MOREIRA et al., 2010).

Figura 2 - voriconazol

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

O fluconazol e o itraconazol tem recebido bastante destaque, pois ambos possuem
amplo espectro de agdo e toxicidade reduzida. No entanto, devido a grande utilizagdo desses
antifungicos, hd um desenvolvimento de resisténcia entre os fungos, principalmente com

relagdo ao género Candida (NOBRE et al., 2002).

Figura 3 - fluconazol Figura 4 - itraconazol
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Fonte: CARRILO-MUNOZ, A. I. (2006) Fonte: CARRILO-MUNOZ, A. I. (2006)

1.2 Leveduras e formigas Attini

A tribo Attini ¢ composta por 15 géneros e aproximadamente 230 espécies de
formigas (KEMPF, 1972 apud SCHULTZ; MEIER, 1995; BRANDAO; MAYHE-NUNES,
2001; KLINGENBERG; BRANDAO, 2009) restritas ao continente americano, onde sdo
encontradas desde o sul da Argentina até o sul dos Estados Unidos (WEBER, 1966, 1972;
MAYHE-NUNES; JAFFE, 1998). O cultivo de fungos pelas formigas da tribo Attini
representa um exemplo cldssico de mutualismo, pois estas formigas dependem

obrigatoriamente do cultivo desses micro-organismos para obter alimento e em troca
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fornecem alimentacdo, dispersdo e protecdo contra patdégenos e competidores
(MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010).

A tribo Attini ¢ divida em cinco sistemas de cultura caracterizados pela relacdo
filogenética entre as formigas, o fungo cultivado e seus patégenos. Num desses sistemas
temos o denominado “cultivo de leveduras” (yeast agriculture), praticado por 18 espécies
descritas dentro do complexo “Cyphomyrmex rimosus”, um conjunto de espécies da tribo
Attini dentro do género Cyphomyrmex (MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010).

O género Cyphomyrmex ¢ tradicionalmente dividido em dois grupos: C. strigatus e C.
rimosus. Todas as espécies dentro do grupo C. strigatus praticam a fungicultura basal, a qual
se acredita ser o primeiro sistema de fungicultura das formigas Attini, e seus cultivares de
fungos sdo separados em duas linhagens dentro da tribo Leucoprineae (MEHDIABADI et al.,
2012). Porém, as espécies dentro do grupo C. rimosus cultivam seu fungo mutualista na forma
de levedura. Isto ocorre em nodulos poligonais s6lidos com 0,25 a 0,50mm de diametro,
aproximadamente. Estes nddulos estdo repletos de células de leveduras na fase unicelular, ao
contrario dos outros grupos da tribo Attini que cultivam seus fungos mutualistas como micélio
(fase multicelular). Em laboratério, quando essas células em forma de levedura sdo cultivadas
em meio de cultura, elas se desenvolvem como micélio, assim como os demais fungos
cultivados pelas demais formigas da tribo Attini. Além disso, quando presentes nos ninhos,
crescem como leveduras no jardim de fungos e como micélio nos corpos das larvas

(MEHDIABADI; SCHULTZ, 2010).

A espécie Cyphomyrmex tranversus pertence ao grupo rimosus e ¢ encontrada do
nordeste do Brasil até a Argentina Central. As operarias dessa espécie se caracterizam por
uma cor marrom-amarelada a marrom fusco € o comprimento varia entre 2,7 a 3,4mm. O
processo de forrageamento dessa espécie se baseia na coleta e transporte de substratos como,
por exemplo, sementes de gramineas, fragmentos de vegetais em processo de decomposicao,
carcacas, fezes de insetos e aves. Estes materiais sdo levados para dentro do ninho e
depositados no fungo. Ao final desse processo a formiga umedece e dispersa os nddulos de
leveduras (LACAU, 2006). Cyphomyrmex tranversus ¢ abundante no sul da Bahia ¢ constroi
seus ninhos dentro ou sob frutos secos de cocos caidos na restinga (LACAU, 2006). Segundo
Lacau (2006), essa nidificagdo caracteristica pode se relacionar ao fato do coco representar
uma barreira fisica protetora contra condi¢des ambientais adversas (vento e chuva, por
exemplo) e contra predadores. Além disso, o posicionamento do coco no chao colabora com a

manutengao da umidade do ninho construido sob o fruto.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho teve como objetivos:

L. Realizar o isolamento das estirpes de leveduras presentes nos nédulos de oito ninhos
de Cyphomyrmex transversus;

II. Identificagdo taxonomica das 30 estirpes isoladas;

I11. Determinar o nivel de suscetibilidade desses micro-organismos em relacdo a quatro

antifungicos tradicionais: anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Coleta e isolamento das leveduras

A fonte de isolamento das estirpes de leveduras foram oito ninhos de Cyphomyrmex
tranversus localizados em Ponta da Tulha (14°28’S 39°02°W), Ilhéus-BA. Todos os ninhos
foram encontrados e coletados sob cascas de cocos caidos na areia. As coletas foram
realizadas pelas Dras. Aline Silva e Lucimeire Ramos de Souza Lacau e enviadas ao
laboratério de Microbiologia do CEIS-Unesp, Rio Claro.

No laboratoério, foram coletados alguns desses nodulos, os quais foram colocados
sobre uma gota de agua esterilizada depositada numa lamina de vidro. Cuidadosamente, os
nodulos foram esmagados com auxilio de uma laminula, revelando a presenga de células
leveduriformes em seu interior, como era esperado. Com auxilio de uma micropipeta, foram
retiradas amostras de 10 uL da suspensdo ¢ semeadas em meio Sabouraud dextrose Agar
(Acumedia®) (Anexo A - Tabela 5), com cloranfenicol. Apos 5 dias de incubacdo a 25°C as
colonias com aspecto de levedura foram isoladas e mantidas sob refrigeragdo em meio GYMP

a 8°C e crio-preservadas a -80°C em meio contendo glicerol 15%.

3.2 ldentificacdo das leveduras

As leveduras foram caracterizadas por métodos polifasicos. Primeiramente, elas foram
reativadas em meio Sabouraud dextrose Agar, incubadas a 25°C por 48h e, posteriormente,
observadas macro e microscopicamente. A partir desta primeira analise morfoldgica foi
possivel fazer um agrupamento inicial que serviu para o posicionamento das estirpes no gel de
microssatélite (MSP-PCR), para a andlise molecular comparativa. Para a técnica de MSP-
PCR, primeiramente, foi feita a extracao de DNA adicionando em tubo “eppendorf” 500uL de
solucdo de lise, esferas de vidro e cerca de duas algadas cheias de levedura. O tubo foi agitado
no vortex por 8 minutos e colocado em banho-maria por 2h a 65°C. Apos centrifugar por 15
minutos a 13.000 rpm, foi recuperada a fase aquosa com o DNA [modificado de Sampaio et.al
(2001)]. Posteriormente, foi feito a mistura da PCR com os reagentes necessarios: dNTPs,
Buffer 10x, MgCl,, agua de PCR, Taq polimerase e primer (GTGs). Adicionou-se a esta
reagdo o DNA bruto previamente extraido. Para a amplificacdo utilizou-se o programa “MSP-
PCR” do termociclador (95°C/ 3 min; seguido de 40 ciclos a 93 °C/45s, 50 °C/1 min, 72 °C/1

min e extensdo final de 72 °C/6min, 10 °C/w). O gel foi preparado com 1,4% de agarose em
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TBE 0,5%. A eletroforese foi realizada em 90V, SO0mA por 3 horas e meia. Apds finalizada, o
gel foi banhado em uma solugdo contendo o corante Gel Red [ modificado de Meyer et al.
(1993)] e em seguida visualizado. Esta técnica permitiu que os isolados fossem agrupados em
cinco grupos com diferentes padroes de banda. Para a etapa seguinte, de identificacdo via
sequenciamento, foram selecionadas duas estirpes de cada grupo, com excec¢ao do grupo que
era formado por apenas um isolado.

Para a etapa de sequenciamento dos dominios D1/D2 do rDNA, primeiramente os
DNAs foram amplificados pela técnica de PCR, utilizando os primers NL1 e NL4 ¢ o sucesso
da amplificagdo 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. Apos esta etapa, foi
realizada uma purificagdo dos produtos de amplificagdo com o GFX PCR DNA and gel band
purification kit (GE Healthcare). A verificag¢ao da purificagao 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 apds certificar que todas as amostras
possuiam valores entre Sng a 20ng, deu-se prosseguimento na preparagdo para a reagao 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 purificacdo da reacdo de
sequenciamento, onde foi utilizada solugdo de EDTA 125mM, acetato de sodio 3M, etanol
100% e etanol 70%, nas devidas proporg¢des. Finalmente, as amostras foram aplicadas no
sequenciador ABI 3500, e as sequencias dai obtidas foram editadas e alinhadas no programa
BioEdit Sequence Aligment Editor. A sequencia consenso obtida foi aplicada na base de
dados BLASTN do National Center for Biotechnology Information-Genbank (NCBI-
GenBank), e na base dados CBS-KNAW. As sequencias com mais de 98% de similaridade

com as apresentadas pelas bases de dados foram consideradas como sendo da mesma espécie.

3.3 Determinacao da Concentracéo Inibitéria Minima (CIM)

A concentragdo inibitoéria minima (CIM) ¢ definida como a menor concentragdo de um
agente antimicrobiano que impossibilita o crescimento visivel do micro-organismo em teste
(CLINICAL AND LABORATORY STANDARDS INSTITUTE (CLSI), 2002). Dessa
forma, as CIMs das estirpes foram determinadas através do método de microdiluicio em

microplaca de 96 pocgos, de acordo com a norma M27-A2 (CLSI, 2002).
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3.3.1 Preparacido dos agentes antifiingicos

A anfotericina B (Sigma®), o Itraconazol (Jai Radhe SA) e o voriconazol (Sigma®)
foram preparados a partir de dilugdes em dimetilsulféxido (DMSO), enquanto o fluconazol
(Polydrug Laboratoérios) foi diluido em dgua deionizada esterilizada. No caso da anfotericina
B e do itraconazol foi necessario realizar ajustes das concentragdes, pois apresentavam
poténcias de 80% e 22%, respectivamente, o que poderia resultar em falsos resultados. O
calculo de ajuste foi realizado de acordo com a norma M27-A2 (CLSI, 2002). Para o
fluconazol e voriconazol ndo foram necessarios esses ajustes, pois ja possuiam poténcia de
100%.

Inicialmente foram preparadas “solugdes estoque” com concentragdo de 5.120 mg/L
para o fluconazol e 1.600 mg/L para os outros trés antifungicos. A partir destas solugdes
foram realizadas 10 diluigdes 1:1 de modo obter concentragdes na faixa de 1600 mg/L a 3, 13
mg/L para anfotericina B, itraconazol e voriconazol, e uma diluicdo 1:7 seguida de nove
diluicdes 1:1 para fluconazol, determinando concentragdes na faixa de 640 mg/L a 1, 25 mg/L
para este antifungico. Destas, para anfotericina B, itraconazol e voriconazol foram preparadas
diluigdes centesimais correspondentes, as quais foram utilizadas nas placas de testes e
resultaram nos valores de 16mg/L a 0,0313mg/L. Para o fluconazol foram realizadas dilui¢des
decimais, determinando sua faixa de concentra¢do de 64 mg/L a 0,12mg/L (CLSI, 2002).
Todas as diluigdes foram realizadas em meio RPMI-1640 (com glutamina e sem bicarbonato;
Sigma®) (Anexo A — Tabela 7).

A preparagao do meio RPMI-1640 foi realizada de acordo com a norma M27-A2
(CLSI, 2002), sendo diluido nas concentra¢des recomendadas. O pH foi ajustado em 7,0 e foi
adicionado tampao MOPS (acido 3-[N-morfolino] propanosulfénico) com concentragdo de
0,165M. Posteriormente, foi realizada a esterilizagdo do meio por filtracdo a vacuo. O frasco
foi embrulhado em papel aluminio devido a fotossensibilidade do meio de cultura e
armazenado em geladeira.

As “solu¢des-estoque” dos antifingicos foram mantidas em freezer -80°C para nao
ocorrer perda significativa de atividade, conforme recomendado pela norma CLSI (2002). As
diluicdes subsequentes foram mantidas em freezer -20°C, pois eram utilizadas com maior
frequéncia. Sabe-se que a anfotericina B possui alto nivel de fotossensibilidade e, portanto,
todos os frascos contendo este antifingico foram envoltos por papel aluminio antes de serem

armazenados.
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3.3.2 CHROMagar Candida® e preparacdo do cultivo de 24h

As estirpes conservadas em freezer -80°C foram reativadas em meio Sabouraud
dextrose Agar (SDA). Apos 24 horas de incubagio a 25°C, os isolados foram repicados para
meio CHROMagar Candida (Difco®) (Anexo A — Tabela 6). O cultivo das leveduras nesse
meio de cultura tem o objetivo de avaliar a pureza das estirpes, pois possibilita a verificagao
do comportamento cromogénico dos inoculos e torna facil a identificagcdo de contaminantes
através do aparecimento de diferentes cores na placa. As placas foram incubadas a 25°C por 3
dias.

Apos esta etapa, as estirpes foram cultivadas em SDA e incubadas a 25°C por 24h,

para posterior utilizagao nos testes.

3.3.3 Preparacdo da placa e realizacio do teste

Foram distribuidos, de forma decrescente, 100 uL do antifiungico em 10 pogos de cada
linha da microplaca. Foram reservados pogos para o controle positivo dos indculos (100pL do
meio RPMI-1640 e 100pL do indculo) e para o controle do meio (200pL do meio RPMI-
1640).

A partir da cultura de 24h em SDA, foi realizada uma suspensdo celular em 10mL de
solucdo salina 0,85%. A turbidez foi ajustada de acordo com a escala de McFarland 0,5, a
qual corresponde a uma suspensio-padrio de levedura com concentragio de fator 10° células/
mL. Trés séries de diluigdes 1:10 foram realizadas, sendo as duas primeiras em solugdo salina
e a Gltima em meio RPMI-1640, de forma que nesta ultima a concentracio celular atingiu 10°

células por mL.

Apos esse processo, foi aplicado 100 pL da suspensdo de levedura em todos os pogos
de duas linhas da microplaca, as quais ja continham o antifungico, de forma que todas as
estirpes foram testadas em duplicata na mesma placa. Com a adigdo do inoculo, as
concentragdes dos antifingicos nos pocos cairam para a metade, obtendo-se valores de 8
mg/L a 0,015 mg/L para anfotericina B, voriconazol e itraconazol e 32 mg/L a 0,06 mg/L para
o fluconazol. Para o controle do indculo foram adicionados 100 pL da suspensdo de levedura
em 100 pL de meio RPMI-1640. Além disso, todos os testes foram refeitos para confirmagao

do primeiro resultado.
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Foram utilizadas as cepas padrao Candida krusei ATCC (American Type Culture
Collection) 6258 e Candida parapsilosis ATCC 22019 em todos os testes, pois suas faixas de
MIC ja sao conhecidas e, portanto, serviram como controle de qualidade do teste. Os valores
das faixas de CIM esperadas pelas duas cepas controle foram obtidos a partir da Norma M27-
A2.

A incubacio foi a 35°C, em estufa com temperatura controlada, durante 48h.

3.4 Andlise dos resultados

Foram realizadas leituras visuais apos 24h e 48h de incubagdo e leitura em
espectrofotometro as 48h de incubacao.

A anélise visual foi realizada com o auxilio de um espelho para a leitura. Para drogas
fungicidas, como a Anfotericina B, a determina¢do da CIM se faz em 100% de inibi¢ao, ou
seja, na concentracdo onde ndo se observa nenhum crescimento. Para drogas fungistaticas,
como os azodis, a CIM foi determinada com 50% de inibi¢do. O controle do inoculo foi
considerado como 100% de crescimento, com o qual foi realizada a comparacdo para
determinagao da CIM.

Para a leitura em espectrofotometro foi utilizado filtro de 450nm. Esta leitura ¢
realizada para confirmar a leitura visual, sendo importante principalmente para a andlise dos
resultados das drogas fungistaticas, ja que a determinagdo visual para 50% do crescimento
pode possibilitar maior chance de erro. Para estas drogas, a CIM foi determinada pelo valor de
absorbancia mais proximo da metade do valor do controle do indculo. Para a anfotericina B, o
resultado foi obtido a partir da analise do primeiro poco em que o valor se aproximou de zero.

Os resultados da leitura visual e da absorbancia foram comparados para determinagao
do resultado final.

Valores interpretativos de pontos de corte (breakpoints) foram propostos,
recentemente, para algumas espécies de Candida (CLSI, 2002), os quais foram utilizados para
interpretacdo dos valores de CIM no presente trabalho. Os breakpoints sdo valores de
referencia, padronizados, utilizados para comparacdo da CIM obtida para cada isolado
(TASSO, 2008). Esses valores apresentam como resistentes os micro-organismos com CIM
>1ug/mL para itraconazol, >64ug/mL para fluconazol e >4 ng/mL para voriconazol. Porém,
existem atualmente valores para Candida frente aos azodis, mas ndo para testes com

anfotericina B e, portanto, CIM > 1 mg/L foi usado para atribuir resisténcia a estirpe, de
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acordo com estudos prévios (CLSI 2002; DIEKEMA et al. 2009; GUINEA et al. 2010). Dessa

forma, este valor também foi adotado como parametro para este trabalho.

Apos a obtencao dos valores das CIMs para as estirpes encontradas, as analises foram
realizadas incluindo também pardmetros em relagdo a CIMsy e CIMy, as quais indicam o0s

valores que sdo capazes de inibir 50% e 90% dos isolados da espécie, respectivamente.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Coleta e isolamento

Os ninhos de Cyphomyrmex transversus foram coletados sob cocos caidos na areia em
Ponta da Tulha, Ilhéus (BA) (figura 5a). Destes ninhos, foram retirados com assepsia os
noédulos que contém células leveduriformes em seu interior (Figura 5b e 5¢). Apos o periodo
de incubagdo, observamos o crescimento de fungos com aspecto filamentoso de cor branca
(tipico do fungo mutualista) e colonias com aparéncia de leveduras (figura 5d). Neste
trabalho, apenas as colonias com aspecto de levedura foram selecionadas e purificadas (figura
Se). Estas estirpes, provavelmente, faziam parte da superficie externa dos noédulos, ocorrendo

nos ninhos como contaminantes ocasionais.



20

n:ni.ﬁ, .. "
Hviie S il
o8 dmme 0y

e )

Figura 5 - a. Local de coleta de um ninho de Cyphomyrmex transversus. A seta indica a
regido em que o ninho se encontrava. b. Aspecto de parte do ninho de Cyphomyrmex
transversus. As setas indicam os nodulos que contém formas leveduriformes no interior. C.
Perspectiva mais aproximada dos nddulos de levedura, os quais estdo indicados pelas setas. d.
Estirpes isoladas a partir dos nddulos de leveduras. A placa de petri a direita contém apenas
fungos com aspecto filamentoso, caracterizando o crescimento tipico das leveduras cultivadas
dentro dos nddulos. A placa de petri a esquerda contém colonias com aspecto leveduriforme
(setas) e filamentoso. €. Aspecto macroscopico de duas estirpes isoladas da parte externa do
nddulo de levedura.
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4.2 Identificacdo das estirpes

Através das andlises macroscopicas, microscopicas e moleculares envolvidas nesta
etapa obteve-se o seguinte resultado: dezoito isolados foram identificados como Trichosporon
asahii (estirpes N2g, N3a, N3b, N3c, N3d, N3e, N3f, N3g, N4ap, N4ap2, N5a, N5c, N5d1,
No6k1, N6k2, Nok3, NokS e N12a2; Closest relative Genbank acession number JQ665245.1),
quatro Trichosporon coremiiforme (estirpes N12al,N12¢1,N12¢3 ¢ N12d2; Closest relative
Genbank acession number JN939454.1), quatro como Candida carpophila (syn. C.
guilliermondii) (N6b1, N8a, N8b, N16a; Closest relative CBS-KNAW acession number isolated
H1SO0K3) trés como Galactomyces candidum (syn. Geotrichum candidum) (N4af, N4cf, N4df;
Closest relative Genbank acession number JN974267.1) e uma estirpe de Cryptococcus
laurentii (N12d; Closest relative Genbank acession number FN428921.1).

O género Trichosporon foi relatado como a causa mais comum de leveduras nao
pertencentes ao género Candida que causam infec¢des em pacientes com neoplasia
hematoldgica, sendo responsavel por uma taxa de mortalidade superior a 80% (PFALLER;
DIEKEMA, 2004). Trichosporon asahii foi a espécie predominantemente isolada em nosso
estudo. Ela encontra-se amplamente distribuida no ambiente e um grande nimero das cepas
estudadas ¢ isolado de pacientes imunocomprometidos (KURTZMAN et al., 2011). Esta
espécie ¢ conhecida por causar infecgcdes invasivas profundas, sendo isolada de tecidos
pulmonares, sangue e urina de pacientes acometidos por essas infec¢des. A espécie €
raramente isolada também da pele ou cabelo de pacientes com piedra branca (KURTZMAN
et al., 2011). A suscetibilidade a anfotericina B é variavel no género Trichosporon e esta
droga possui baixa atividade para algumas espécies desse género. T. asahii foi reportado
como multiresistente a anfotericina B e fluconazol em alguns casos, enquanto os novos
triazo6is estdo sendo mais ativos contra essa espécie, de forma que o voriconazol estd sendo
bastante utilizado no tratamento de infecgdes por T. asahii (PFALLER; DIEKEMA, 2004).

Trichosporon coremiiforme, juntamente com Candida carpophila, foram as duas
espécies com maior nimero de isolados (13,3% cada) em nosso estudo, ap6s T. asahii (60%).
T. coremiiforme ¢ comumente encontrado no solo, porém algumas estirpes ja foram isoladas
de casas de pacientes com pneumonite de hipersensibilidade do verdo japonés, de pacientes
com lesdes fungicas na cabega, abcesso subcutineo e urina (KURTZMAN et al., 2011;
CHAGAS-NETO et al., 2009). T. coremiiforme e T. asahii possuem semelhangas fisiologicas

e morfologicas, apresentando células globdides ou ovoides e hifas septadas com artroconideos
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(figura 6a e 6b). Além disso, mostram grande similaridade genética (KURTZMAN et al.,
2011).

O surgimento de técnicas moleculares mais avancadas tem resultado em alteracdes
expressivas na classificagdo bioldgica, especialmente em micro-organismos. Assim, apos
muitos estudos que envolveram analises morfoldgicas, testes moleculares e eletrocaridtipos de
cepas relacionadas com Candida guilliermondii, determinou-se um novo clado composto por
Meyerozyma (Pichia) guilliermondii, Meyerozyma (Pichia) caribbica, Candida carpophila,
Candida glucosophila, Candida athensensis, Candida smithsonii ¢ Candida elateridarum
(KURTZMAN et al., 2011). No caso de C. carpophila, evidencias demonstram que esta
espécie esta relacionada com insetos e plantas, ja tendo sido isolada de vespas, frutos de Ficus
sp., troncos de arvores, de formigas e do solo (KURTZMAN et al., 2011). Nao foi relatada até
o momento alguma importancia clinica para essa espécie, mas sabe-se que C. guilliermondii é
associada a ocorréncia de onicomicose, osteomielite e candidiase hematogénica disseminada
(PFALLER; DIEKEMA, 2004) e, portanto, ndo se deve excluir a possibilidade de C.
carpophila apresentar, em condigdes favoraveis, algum grau de patogenicidade.
Microscopicamente, essa espécie possui células globoides a ovoides e podem aparecer

sozinhas ou em pares (figura 6¢) (KURTZMAN et al., 2011).

Galactomyces candidus (syn. Geotrichum candidum) é um fungo leveduriforme que
apresenta muitas hifas, artroconideos (figura 6d) e algumas vezes um odor de fruta
caracteristico. E normalmente isolado do solo, agua, leite, ar, tecidos vegetais e trato digestivo
de humanos e outros mamiferos. Esta espécie ¢ muito utilizada na producdo de alimentos,
principalmente na maturagdo de queijos. Em relacdo a sua importancia clinica é sabido que
infec¢des ocasionadas por G. candidus ja foram relatadas ¢ sdo, principalmente, do tipo
pulmonar e broncopulmonar, cutidnea, oral e disseminada (KURTZMAN et al., 2011;
POTTIER et al., 2008). Porém, segundo Pottier (2008) estes registros sdo muito raros, tendo
sido relatados menos de 100 casos entre os anos de 1842 e 2006.

Cryptococcus laurentii possui células elipsoidais ou globosas (figura 6¢) e sua colonia
tem aspecto mucoide, brilhante e coloracao variando de creme claro a ligeiramente salmao.
Esta espécie ¢ cosmopolita e ja foi isolada de diversos ambientes como solo, agua do mar,
madeira em decomposicao e a partir de fontes clinicas, ja tendo sido encontrada em lesdes
pulmonares, fluido peritoneal, em pacientes de transplante de medula 6ssea com fungemia,

em recém-nascidos, e em infec¢des da corrente sanguinea (KURTZMAN et al., 2011).
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Assim, nota-se que todas as espécies encontradas em nosso estudo possuem
representantes que ja foram relatados em casos clinicos, permitindo-nos inferir que os ninhos
de Cyphomyrmex transversus podem atuar como um reservatorio natural de leveduras
potencialmente patogénicas, o que torna esses insetos possiveis disseminadores desses micro-

organismos.
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Figura 6 - analise microscopica, com contraste de fase, de Trichosporon asahii (a2),
Trichosporon coremiiforme (bl e b2), Candida carpophila (c) e Galactomyces candidus (d);
analise microscopica, com campo claro, de Trichosporon asahii (al) e Cryptococcus laurentii
(e). As setas indicam as hifas septadas caracteristicas do género Trichosporon e
Galactomyces.
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4.3 Teste de microdilui¢do para determinacéo da CIM

A etapa de identificagdo das estirpes € necessaria para os testes de determinagdo da
CIM, pois a classificacdo das estirpes em categorias de suscetibilidade (suscetivel,
suscetibilidade dose-dependente ou resistente) € possivel apenas quando existem valores
interpretativos, ou seja, quando esses valores ja foram publicados para cada espécie ou género
frente a cada antifungico. Ndo existem valores especificos de breakpoints para as espécies ou
géneros presentes neste trabalho e, portanto, adotaram-se para as cinco espécies em questao os
pontos de corte para Candida, da mesma forma que foi adotado por outros autores em estudos
prévios (GUINEA et al., 2010; CHAGAS-NETO et al., 2009; PFALLER; DIEKEMA, 2004;
PAPHITOU, 2002).

Os valores de CIM obtidos tanto nas duplicatas presentes na mesma placa quanto nos
testes realizados para confirmagdo dos resultados foram semelhantes, sendo considerados
apenas os valores com diferencas de uma dilui¢do entre as duplicatas. Além disso, s6 foram
considerados os resultados dos testes que apresentaram o crescimento esperado para as
estirpes padrao C. krusei ¢ C. parapsilosis. Para C. krusei, esses valores ficaram entre 16mg/L
a 32mg/L pra fluconazol (a estirpe possui resisténcia intrinseca a este antifingico), 0,25mg/L
a 1mg/L para itraconazol, 0,5mg/L a 2mg/L para anfoterina B e 0,12mg/L a 0,5mg/L para o
voriconazol. Para C. parapsilosis as faixas de CIMs determinaram valores de 0,5mg/L a
2mg/L. para fluconazol, 0,12mg/LL. a 0,25mg/L. para itraconazol, 1mg/L a 2mg/L para
anfotericina B e 0,03mg/L a 0,12mg/L para voriconazol. Todos esses valores estdo dentro das
recomendacdes da norma M27-A2 (CLSI, 2002).

A leitura de 50% de inibi¢do para antifungicos fungistaticos se faz necessaria para que
os valores obtidos sejam mais confidveis, uma vez que nao atuam nas células 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” (CLSI,
2002).

Todas as leituras visuais realizadas determinaram valores de CIM similares aos do
espectrofotometro, apresentando diferenca de uma dilui¢do em 18 resultados distribuidos
entre os trés antifungicos azolicos (19/90; 21%). Nestes casos, foram considerados os valores
obtidos através do espectrofotometro. No entanto, isto ndo se aplica aos resultados de
anfotericina B, devido a leitura de 100% de inibi¢do para este antifingico possibilitar melhor

visualizagdo dos breakpoints.
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Alguns resultados demonstraram diferenga de uma dilui¢dao entre a leitura visual de
24h e 48h, sendo que a maioria ndo alterou a categoria de interpretagdo, ou seja, ndo resultou
em uma mudanga da classificacdo da estirpe de “sensivel” para “resistente” (Tabela 1).
Porém, trés estirpes de Trichosporon asahii apresentaram um aumento no valor da CIM de
24h para 48h, frente a anfotericina B, o que possibilitou a classificacdo destes isolados como
“resistente”. No entanto, ndo foi caracterizado como trailing, 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) e,
portanto, refor¢a-se a orientagdo sobre a realizacdo de leituras no menor tempo possivel,
desde que haja crescimento do isolado no controle-positivo, pois a droga pode perder sua

atividade ao longo do tempo(CLSI, 2002).

Tabela 1 - Valores de CIM de quatro antifngicos frente a cinco espécies de leveduras, com base
em leitura visual, segundo periodo de incubacao

Espécie (n° de Periodo de Faixa de CIM (mg/L)
: incubacao  Fluconazol Voriconazol Itraconazol  Anfotericina B
isolados) (h)
T. asahii (18) 24 0,5-1 0,015-0,03 0,06-0,25 0,5-2
48 1-2 0,015-0,03 0,06-0,25 0,5-2
T. coremiiforme (4) 24 0,5-1 0,015-0,03 0,06-0,125 0,25-1
48 0,5-2 0,015-0,06 0,06-0,25 0,5-1
C. carpophila (4) 24 0,5-1 0,03 0,125-0,25 0,25-0,5
48 2-4 0,06-0,125 0,125-0,5 0,5-1
G. candidus (3) 24 8-16 0,06-0,125 0,25-0,5 1
48 16 0,125-0,25 0,5 1-2
C. laurentii (1) 24 1 0,03 0,125 0,5
48 1 0,06 0,25 0,5

Os valores de CIMs para cada espécie estdo resumidos na Tabela 2. Nota-se que
grande parte (7/18; 38,9%) dos isolados de T. asahii apresentaram pouca suscetibilidade a
anfotericina B (CIM >Img/L). Apesar de ndo existirem estudos suficientes que ajudem a
determinar valores de interpretagdo (breakpoints) das CIMs para o género Trichosporon, a
maioria dos estudos tem como base os breakpoints de Candida. Grande parte dos estudos
realizados com Trichosporon foram desenvolvidos com cepas clinicas (CHAGAS-NETO et
al., 2009; PFALLER; DIEKEMA, 2004; PAPHITOU, 2002) e apenas um, segundo literatura
consultada, utilizou um isolado ambiental (LI et al., 2005). De acordo com a revisdo de

literatura, de fato, anfotericina B tem baixa eficacia frente ao género Trichosporon,
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concordando com os dados obtidos (CHAGAS-NETO et al., 2009; PFALLER; DIEKEMA,
2004; LI et al., 2005).

Em relagdo ao itraconazol, a maioria dos isolados de Trichosporon apresentaram
valores baixos de CIMs, porém seis T. asahii (6/18; 33,3%) e o isolado N12c3 de T.
coremiiforme (1/4; 25%) demonstraram suscetibilidade dose-dependente (CIM=0,25mg/L),
confirmando estudos prévios de Arikan e Hascelik (2002) e Paphitou et al. (2002). A
suscetibilidade dose-dependente se caracteriza pela dependéncia de alcangar o nivel
sanguineo maximo possivel do paciente através de mudangas na concentragdo da droga para
possibilitar sua absor¢ao adequada e atingir altas concentragdes plasmaticas do antifungico,
para que se obtenha uma resposta 6tima (CLSI, 2002).

Em relagdo ao voriconazol, as CIMs encontradas frente aos isolados de Trichosporon
foram muito baixas, o que esta condizente com a maioria dos dados de literatura (CHAGAS-
NETO et al., 2009; PFALLER; DIEKEMA, 2004; GUO et al., 2011), apesar de alguns relatos
de resisténcia a este antifingico aparecerem apresentando CIM>16mg/L (PAPHITOU, 2002).
Para fluconazol, os isolados de Trichosporon foram altamente sensiveis, condizendo com
alguns autores (CHAGAS-NETO et al., 2009; GUO et al., 2011) e confrontando com outros
(WOLF, 2001 e PAPHITOU, 2002) que relataram valores de CIMs altos (CIM >16mg/L),
indicando possivel resisténcia de T. asahii contra esse antifingico.

Candida carpophila esta classificada dentro do novo clado de subdivisao de C.
guilliermondii e segundo Medeiros et al. (2007), estas duas espécies sdo bioquimicamente
indistinguiveis. Ainda nao ha estudos suficientes em relag@o ao perfil de suscetibilidade de C.
carpophila frente aos antifingicos testados neste trabalho e, portanto, sera feita uma
comparagdo aos valores existentes para C. guilliermondii. Sabe-se que C. guilliermondii ¢
uma das espécies do género Candida que suscita grande preocupagdo quanto a possibilidade
de resisténcia a diversos antifingicos, tanto anfotericina B, quanto azdlicos (PFALLER;
DIEKEMA, 2003). Esta espécie ¢ menos freqiiente como agente de infec¢des invasivas e a
literatura exibe pouca informacao sobre seu perfil de suscetibilidade. Os valores de CIMs dos
isolados de C. carpophila, de modo geral, foram baixos principalmente em relacdo ao
fluconazol e voriconazol. No entanto, duas estirpes (2/4; 50%) apresentaram CIM=Img/L
para anfotericina B, valor proximo da resisténcia (CIM>Img/L) e trés isolados (3/4; 75%)
tiveram CIM=0,25mg/L frente ao itraconazol, caracterizando suscetibilidade dose-
dependente. Quando comparado aos valores dos isolados clinicos de C. guilliermondii

presentes na literatura (PFALLER; DIEKEMA, 2003), nota-se grande semelhanca entre as
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CIMs encontradas para C. carpophila no presente estudo, sendo que esta tltima se diferencia
apenas por demonstrar maior suscetibilidade ao itraconazol. Apesar de termos isolado um
baixo numero de estirpes desta espécie, estes dados sdo importantes devido a escassez de
informagdes literarias a respeito deste tipo de estudo com C. carpophila.

Cryptococcus laurentii ¢ raramente agente da criptococose humana ou animal, ainda
que seu encontro em ambiente natural seja frequente (FERREIRA-PAIM et al., 2011). Por
este motivo, sdo raras as informagdes sobre a suscetibilidade dessa espécie aos antifungicos
usados na pratica médica. Neste estudo, o Unico isolado foi sensivel a todos os farmacos
avaliados, se tomarmos em conta os breakpoints aplicados ao género Candida. Assim,
considerando as diferencgas na viruléncia e locais de infec¢do entre os dois géneros, ¢ muito
prematuro fazer uma interpretagdo da significancia clinica dos valores de CIM para este
isolado. Em relagdo a espécie Galactomyces candidus (syn. Geotrichum candidum) foram
encontradas poucas informacdes na literatura para comparacao de dados, devido a existéncia
de poucos casos de infec¢do por esse micro-organismo. Porém, nota-se que os trés isolados
apresentaram valores altos de CIMs para fluconazol, itraconazol e anfotericina B. Pottier et al.
(2008), cita que alguns isolados clinicos de Geotrichum candidum foram resistentes a alguns
azo6is, incluindo fluconazol e itraconazol, e também para anfotericina B. Além disso, todas as
espécies de Geotrichum ssp. testadas por Kucukates et al. (2005), apresentaram
suscetibilidade dose-dependente (CIM=16-32mg/L) para fluconazol. Dessa forma, apesar das
poucas informagdes existentes, os resultados das estirpes isoladas de ninhos de Cyphomyrmex
tranversus demonstraram valores de CIM similares aos de isolados clinicos descritos na

literatura.
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Tabela 2 - Distribuigdo dos valores de CIM (mg/L) de quatro antifingicos frente a 30 estirpes de

leveduras isoladas de ninhos de Cyphomyrmex transversus

Agente CIM (mg/L)

Espécie antifangico 0,015 0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
T. asahii 0 0 0 0 0 5 6 700 NT NT NT
T. coremiiforme 0 0 0 0 0 2 2 000 NT NT NT
C.carpophila Anfotericina B 0 0 0 0 0O 2 2 000 NT NT NT
G. candidus 0 0 0 0 0O 0 2 100 NT NT NT
C. laurentii 0 0 0 0 0 1 0 000 NT NT NT
T. asahii NT NT NT 0 0O 0 12600 0 O O
T. coremiiforme NT NT NT 0 0 1 2100 0 0 O
C.carpophila Fluconazol NT NT NT O 0O 0 0130 0 0 O
G. candidus NT NT NT 0 O 0 0001 2 0 O
C. laurentii NT NT NT 0 O 0 1 000 O O O
T. asahii 0 0 3 9 6 0 0 000 NT NT NT
T. coremiiforme 0 0 1 2 1 0 0 000 NT NT NT
C.carpophila Iiraconazol 0 0 0 1 3 0 0 000 NT NT NT
G. candidus 0 0 0 0 3 0 0 000 NT NT NT
C. laurentii 0 0 0 1 0O 0 O 00O NT NT NT
T. asahii 4 14 0 0 0O O O 0O0O0NT NT NT
T. coremiiforme 2 1 1 0 0 0 0 00O NT NT NT
C.carpophila Voriconazol 0 1 1 2 0 0 0 00O NT NT NT
G. candidus 0 0 0 2 1 0 0 000 NT NT NT
C. laurentii 0 1 0 0 0 0 0 000 NT NT NT

NT = nao testado

A comparacdo da suscetibilidade das estirpes deste estudo segundo o género e a

espécie, frente a dados de literatura, pode ser realizada segundo os parametros de intervalo,

média geométrica, CIMsy e CIMgy dos valores da concentragdo inibitéria minima de

anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol (Tabela 3). A comparagdo entre géneros

nao ¢ viavel pelo niumero reduzido de estirpes dos géneros Candida, Galactomyces e

Cryptococcus, em relagdo as do género Trichosporon. Além disso, CIMsy € CIMyy s sdo

aplicaveis acima de 10 estirpes (Informagdo pessoal fornecida pela Dra. Marcia Melhem —

Instituto Adolf Lutz, Rio Claro) e, portanto, esses parametros s6 foram analisados para T.

asahii. Assim, a discussao sera feita com base em cada um desses géneros.

Para anfotericina B, em estudo realizado com 43 isolados clinicos de T. asahii, Pfaller

e Diekema (2004) encontraram valores de CIMsy e CIMgy maiores (4 mg/L e 4 mg/L,

respectivamente) do que os observados neste estudo (1 mg/L e 2 mg/L, respectivamente);
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além disso, descreveu valor maximo de CIM igual a 8 mg/L, enquanto, neste estudo o maior
valor encontrado foi 4 vezes menor (CIM=2 mg/L). No entanto, Chagas-Neto et al. (2009)
realizaram estudos com 15 estirpes de T. asahii, e estas apresentaram média geométrica para
anfotericina B (MG=1,14mg/L) bastante proximo ao valor encontrado no presente estudo
(MG=1,12 mg/L). Para T. coremiiforme, ambos os estudos supracitados indicam valor
maximo de CIM idéntico ao encontrado para as estirpes deste estudo, ou seja, 1 mg/L. Dessa
forma, apesar desses valores terem sido obtidos a partir de estirpes isoladas do meio ambiente,
confirmam observacdes prévias de estudos clinicos de que nao sao recomendados tratamentos
com anfotericina B em pacientes na vigéncia de infecgdo por Trichosporon spp. (em
particular T. asahii), especialmente, aqueles com alteragdo do sistema imunologico (LI et al.,
2005; CHAGAS-NETO et al., 2009; PFALLER; DIEKEMA, 2004; PAPHITOU, 2002).

No entanto, nota-se que para Candida carpophila e Cryptococcus laurentii a
anfotericina B mostrou melhores resultados. A faixa de CIM obtida para C. carpophila no
presente estudo ¢ semelhante a observada para C. guilliermondii por Pfaller e Diekema
(2004), onde 90% dos isolados foram inibidos com Img/L. Ha relatos de estirpes de C.
guilliermondii resistentes a anfotericina B, porém de 102 isolados analisados no estudo de
Pfaller e Diekema (2004), apenas 2 apresentaram resisténcia. O resultado do isolado de C.
laurentii esta de dentro da faixa de CIM descrita por Ferreira-Paim (2011) para 38 isolados
ambientais desta mesma espécie. Portanto, este farmaco poliénico possuiu satisfatoria agao
fungicida para estes micro-organismos e ¢, de fato, um medicamento comumente utilizado
para infecgdes invasivas de Candida e Cryptococcus. Para G. candidus, conforme observado,
um isolado apresentou resisténcia a anfotericina B e, portanto, na clinica, a utilizacdo deste
antifingico para o tratamento com esta estirpe possivelmente ndo seria a melhor opgao.

Para fluconazol, os isolados de Trichosporon asahii apresentaram 1mg/L para ambos
CIMs5 e CIMy, indicando susceptibilidade de todas as estirpes. Os valores de CIM5y e CIMyg
nos estudos clinicos de Pfaller e Diekema (2004) foram relativamente mais altos (2mg/L e 8
mg/L, respectivamente), o que pode ser explicado pela diferenca do ambiente em que as
estirpes foram isoladas, uma vez que, provavelmente, as leveduras isoladas dos ninhos de
Cyphomyrmex tranversus nunca tiveram contato com esta droga. Porém, em um segundo
estudo clinico, a média geométrica dos valores de CIM apds 48 horas de incubagdo foi
1,3mg/L para 15 isolados de T. asahii (Chagas-Neto et al., 2009), valor este muito proximo do
obtido neste estudo (MG=1,26 mg/L). Para um isolado clinico de T. coremiiforme, Chagas-
Neto et al. (2009) encontrou CIM de 1mg/L apods 48 horas de incubagao, valor este idéntico a

média geométrica das CIMs dos quatro isolados que estdo sendo estudados. C. carpophila e
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C. laurentii também foram bastante suscetiveis a este antifingico. Dessa forma, o fluconazol
¢ um farmaco que apresentou forte agdo fungistatica contra as estirpes de Trichosporon, C.
carpophila e C. laurentii. Porém, ndo demonstrou atividade inibitéria expressiva para as
estirpes de G. candidus, nos permitindo inferir que o fluconazol ndo seria uma farmaco
adequado para tratamentos de uma infec¢ao por esse micro-organismo.

Com relagdo ao itraconazol foram observados valores baixos de CIM para T. asahii,
apresentando CIMsy e CIMgg de 0,125 e 0,25mg/L, respectivamente. Portanto, apesar de seis
estirpes terem apresentado CIM de 0,25mg/L (6/18; 33,3%), caracterizando suscetibilidade
dose-dependente, todos os isolados foram suscetiveis. Com excecdo de C. laurentii, todas as
outras espécies apresentaram pelo menos um isolado que demonstrou CIM de 0,25mg/L para
itraconazol, valor relativamente alto. Isto demonstra que o itraconazol nao deve ser o farmaco
de primeira escolha caso ocorra uma infec¢do com algum desses isolados.

Com relagdo aos antifiingicos azoélicos, o voriconazol demonstrou a melhor atividade
contra todas as estirpes. Os resultados mostraram que sua menor eficicia foi frente aos
isolados de G. candidus e, no entanto, para T. asahii apresentou ambas CIMsy e CIMgy em
0,03mg/L ¢ T. coremiiforme demonstrou média geométrica de 0,025 mg/L. Conforme ja
mencionado em estudos prévios com estirpes de isolados ambientais e clinicos (LI et al.,
2005; CHAGAS-NETO et al., 2009; PFALLER; DIEKEMA, 2004), os novos triaz6licos
demonstram ser mais ativos contra as espécies do género Trichosporon, confirmando os dados
obtidos. Dessa forma, observamos que este antifungico fungistatico poderia ser um farmaco

de preferéncia para tratamentos clinicos de possiveis infeccdes com estas estirpes.
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Tabela 3 - Suscetibilidade de 30 estirpes de leveduras isoladas de ninhos de Cyphomyrmex
transversus, frente a quatro antifingicos

P Agente CIM (mg/L)
Espécie (n” de isolados) antiiglingico Faxade CIM MG CIMsy __ CIMy,
T. asahii (18) AMB 0,5-2 1,12 1 2
FCZ 1-2 1,26 1 1
ITZ 0,06 - 0,25 0,14 0,125 0,25
VCZ 0,015-0,03 0,026 0,03 0,03
T. coremiiforme (4) AMB 0,5-1 0,71 NA NA
FCZ 0,5-2 1 NA NA
ITZ 0,06 - 0,25 0,15 NA NA
VCZ 0,015-0,06 0,025 NA NA
Total Trichosporon AMB 0,5-2 1 NA NA
(22)
FCZ 0,5-2 1,20 NA NA
ITZ 0,06 - 0,25 0,13 NA NA
VCZ 0,015-0,06 0,025 NA NA
C carpophila (4) AMB 0,5-1 0,71 NA NA
FCZ 2-4 3,36 NA NA
ITZ 0,125-0,25 0,21 NA NA
VCZ 0,03-0,125 0,073 NA NA
G. candidus (3) AMB 1-2 1,26 NA NA
FCZ 816 12,7 NA NA
ITZ 0,25 0,25 NA NA
VCZ 0,125 -0,25 0,16 NA NA
C. laurentii (1) AMB 0,5 - NA NA
FCZ 1 - NA NA
ITZ 0,25 - NA NA
VCZ 0,03 - NA NA
Total (30) AMB 0,5-2 0,95 - -
FCZ 0,5-16 1,74 - -
ITZ 0,06-0,25 0,15 - -
VCZ 0,015-0,25 0,036 - -

CIMs5, valor da concentracao inibitéria minima necessaria para inibir 50% dos isolados
CIMy,, valor da concentrag@o inibitoria minima necessaria para inibir 50% dos isolados
NA, ndo aplicado para menos de 10 isolados

MG = Média geométrica

AMB = anfotericina B; FCZ = fluconazol; ITZ = itraconazol; VCZ = voriconazol

Os resultados detalhados de todas as leituras (visuais € em espectrofotdmetro),
segundo cada isolado frente aos quatro antifingicos se encontram no Apéndice A (Tabela 4).
As figuras 7, 8, 9 e 10 permitem uma ampla visualizagdo dos resultados obtidos para

as 30 estirpes frente a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol, respectivamente.
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Figura 7 - Susceptibilidade (CIM, mg/L) de 30 leveduras isoladas de oito
ninhos de Cyphomyrmex tranversus frente a anfotericina B
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Na figura 7, observa-se que o pico da linha correspondente ao T. asahii é mais alto e
mais deslocado para a direita do grafico, devido ao numero de estirpes (7) que apresentaram
resisténcia ao farmaco (CIM=2mg/L). Além disso, T. coremiiforme e C. carpophila
apresentaram os mesmos resultados para as quatro estirpes e, portanto, as linhas de ambos se
encontram em sobreposi¢cdo. Nota-se ainda, a queda parcial da linha corresponde a G.
candidus apo6s 1 mg/L, devido a presenca de uma estirpe dessa espécie que também

apresentou resisténcia.

Figura 8 - Susceptibilidade (CIM, mg/L) de 30 leveduras isoladas de oito
ninhos de Cyphomyrmex tranversus frente ao fluconazol
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Na figura 8, o grafico mostra apenas a linha corresponde ao G. candidus deslocada
para a direita e com seu pico em 16 mg/L, permitindo a visualizagdo de que apenas estas
estirpes apresentaram um perfil de maior resistencia ao fluconazol. C. carpophila também
mostrou um grafico levemente deslocado para a direita, devido as suas 3 estirpes com CIM de
4 mg/L. Porém, este valor ainda corresponde a uma significativa suscetibilidade ao fArmaco.
Todas as outras linhas se encontram deslocadas para o lado esquerdo do grafico,
demonstrando alta susceptibilidade de todas as outras espécies frente a este antifungico. O
elevado pico de T. asahii corresponde ao grande ntimero de isolados (12) que tiveram CIM=1

mg/L.

Figura 9 - Susceptibilidade (CIM, mg/L) de 30 leveduras isoladas de oito ninhos
de Cyphomyrmex tranversus frente ao itraconazol

Ne de estirpes
10
9 &
i /f\\
7 / —&—T. asahii (18)
6 / ——T. coremiiforme (4)
S5 / \ —a— C. carpophila (4)
4 j \ —— G. candidus (3)
3 /v /\ \ —X— C. laurentii (1)
. \\
1 -
0 -
0,03 0,06 0,0120,25 0,5 1 2 4 8 16 MIC (mg/L)

Considerando valores de CIM >1 mg/LL como resistente para itraconazol, o grafico
permite clara visualizacdo de que este antifingico obteve boa atividade fungistatica para todas
as estirpes. Porém, ¢ notavel que G. candidus e C. carpophila possuem o pico mais deslocado
para a direita, correspondente a CIM de 0,25 mg/L (suscetibilidade dose-dependente) para a

maioria de suas estirpes.
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Figura 10 - Susceptibilidade (CIM, mg/L) de 30 leveduras isoladas de oito ninhos
de Cyphomyrmex tranversus frente ao voriconazol

Ne de estirpes
16

14

—&—T. asahii (18)
10 / \ ——T. coremiiforme (4)

ol
[\

\ —&— C. carpophila (4)

6 / —®— G. candidus (3)
j \ —X— C. laurentii (1)

N \
SN

0,015 0,03 0,06 0,12 0,25 05 1 2 4 8 MIC (mg/L)

Para voriconazol ¢ notavel que ocorreram inibi¢des de algumas estirpes de
Trichosporon na menor concentra¢do do antifungico. Além disso, todas as espécies tiveram
alta suscetibilidade a este antifingico, pois nenhuma delas chegou proximo ao valor de
resisténcia (4 mg/L). Desta forma, o grafico permite facil conclusdo de que o voriconazol
apresentou forte atividade fungistatica.

Testes estatisticos para verificagdo de variabilidade significativa ndo foi realizado,
pois entre espécies do mesmo género (Trichosporon ssp.) os valores foram nitidamente muito
proximos e a comparagdo entre espécies diferentes podem ficar invidveis devido a grande

diferenga de nimero de isolados.
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5 CONCLUSAO

Neste trabalho, as 30 estirpes isoladas dos ninhos de Cyphomyrmex transversus foram
identificadas e todas possuem representantes da mesma espécie ou filogeneticamente
préximos de espécies que ja foram isolados de casos clinicos. Portanto, pode-se afirmar que
os ninhos dessa espécie de formiga podem servir como um reservatorio natural de leveduras
potencialmente patogénicas, como ja observadas com outras espécies da mesma tribo Attini

(PAGNOCCA et al., 2010).

A partir da comparagdo entre os resultados das CIMs para as 30 estirpes estudadas e os
dados da literatura com isolados clinicos, observou-se que em muitos casos os valores foram
semelhantes, causando significativa preocupacao, devido ao fato de que em ambiente natural
esses microrganismos nunca tiveram contato com agentes antifungicos.

As estirpes de Galactomyces candidus despertam especial preocupagdo, pois
demonstraram tendéncia a resisténcia para ambos antifungicos fungicida e fungistatico,
caracterizando multirresisténcia.

Dessa forma, o contato dessa espécie de formiga com humanos ou ambientes urbanos
possui riscos de disseminagdo de micro-organismos potencialmente patogénicos, incluindo
estirpes que podem ser de dificil controle terapéutico, caso ocorra uma possivel infeccao,

principalmente em individuos imunocomprometidos.
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ANEXO A - CONSTITUINTES DO MEIOS DE CULTURA UTILIZADOS

Tabela 5 - 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

Tabela 6 - Constituintes do CHROMagar® Candida (Difco)

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

Glicose 20,0

Chromogen Mix 2,0

Chloranfenicol 0,5

Agar 15,0
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Tabela 7 - Constituintes do meio RPMI-1640 (com glutamina e vermelho de fenol, mas sem

bicarbonato)

Componente g/l de 4gua  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 fdlico 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 HCl 0,001
L-hidroxiprolina 0,020 Riboflavina 0,0002
L-isoleucina 0,050 Tiamina HCI 0,001
L-leucina 0,050 Vitamina B, 0,000005
L-lisina . HC1 0,040 Nitrato de calico x H,O 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 sddio 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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