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RESUMO

Trichosporon spp. sdo amplamente distribuidos na natureza, compreendendo inimeras espécies
gue habitam diferentes nichos ecoldgicos, podendo ser encontrados em agua, solo e superficie
corporea de animais. Em humanos, este género flngico ocasionalmente encontra-se como
membro da microbiota gastrintestinal e cavidade oral e, transitoriamente, pode colonizar o trato
respiratorio e pele. Este microrganismo tem sido classicamente associado a infecgdes
superficiais, no entanto, nas Gltimas décadas, também se apresenta relacionado as infeccdes
disseminadas em pacientes imunocomprometidos, comportando-se como agente oportunista.
Visando aumentar 0s conhecimentos acerca deste agente patogénico e auxiliar na compreensao
sobre 0s aspectos que envolvem diagndstico precoce e terapia adequada este trabalho teve como
objetivos: re-identificar fenotipicamente, genotipicamente e por meio de espectrometria de
massa MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) (MALDI-TOF
MS) leveduras do género Trichosporon de origem humana, animal e ambiental mantidas em
micoteca; determinar e comparar os fatores relacionados a viruléncia: secrecdo das enzimas
fosfolipase e proteinase, bem como a producdo de biofilme; avaliar os padrdes de
susceptibilidade dos biofilmes a determinados antiflngicos; avaliar os padrdes de
susceptibilidade dos isolados frente aos antifingicos fluconazol, itraconazol, anfotericina-B,
voriconazol e caspofungina, comparando as técnicas de microdiluicdo em caldo e Etest. O nivel
de concordancia entre a metodologia fenotipica tradicional e a técnica molecular, na
identificacdo das 59 amostras de Trichosporon, foi de 54,2%. A concordancia na identificagcdo
entre 0 MALDI-TOF MS e a técnica molecular foi de 67,8%. Nenhum isolado ambiental foi
passivel de identificacdo por meio do MALDI-TOF MS e 100% destes isolados ndo foram
concordantes na identificacdo de sequenciamento da regido IGS com a caracterizagdo
fenotipica. Do total de amostras estudadas, a espécie que apresentou maior frequéncia foi T.
asahii (52,6% - 31/59), seguida por T. debeurmannianum (18,6% - 11/59), T. inkin (13,5% -
08/59) e T. dermatis (5,1% - 03/59). Do total de isolados, 89.8% e 96.6% nédo apresentaram
atividade para proteinase e fosfolipase, respectivamente. A habilidade de formar biofilme sob
a superficie de placas de poliestireno foi observada em todos os isolados, sendo 54,3% das
amostras consideradas como fortemente produtoras. Em relacdo a susceptibilidade antifungica,
voriconazol apresentou 0s menores valores de CIM para as amostras humanas e animais em
ambas as metodologias estudadas e para as amostras ambientais na metodologia de
microdiluicdo em caldo. Quando as amostras ambientais foram testadas frente ao método
comercial Etest, foi observado valores menos elevados de CIM frente ao antifingico
anfotericina B. A caspofungina e o fluconazol foram os antifangicos com os maiores CIMs.
Quando comparadas as duas técnicas de susceptibilidade antifungica, o método Etest
apresentou valores de CIMs mais elevados em relacdo ao metodo de microdilui¢cdo. Quanto a
sensibilidade dos biofilmes, todas as espécies apresentaram valores elevados de ClIMsg e CIMgo
frente aos antifingicos testados, entretanto algumas espécies apresentaram menores valores de
CIM. T. coremiiforme apresentou valores menores de CIM para fluconazol, T. montevideense
para itraconazol, T. insectorum para vorizonazol e T. veenhuisii para fluconazol e vorizonazol.
Foi realizado analise genotipica de 31 isolados de T. asahii, 83,88% foram identificados como
gendtipo 1, gendtipos 4 e 7 também foram identificados com 12,90% e 3,22%, respectivamente.
Quanto a localizacdo geogréfica, foram isoladas em Sao Paulo-SP e Cuiaba-MT amostras de T.
asahii de gendtipos 1 e 4 e na cidade de Bauru-SP foram encontrados isolados com genétipos
1 e 7. N&@o houve associacdo que relacione os gendtipos aos resultados obtidos nos testes de
viruléncia (proteinase, fosfolipase e producdo de biofilme) e susceptibilidade antifingica
(EUCAST e Etest). A analise filogenética das amostras 17 (genotipo 7), 47 (gendtipo 4), 32
(gendtipo 4) e 33 (gendtipo 4), apresenta sua distingdo com os demais isolados, o que se justifica
devido ao fato de se tratar de cepas com gendtipos diferentes das demais (genotipo 1).



ABSTRACT

Trichosporon spp. are widely distributed in nature, comprehending countless species that
inhabit different ecological niches, they can be found in water, soil and animals’ body surfaces.
In humans, this fungal genus is occasionally found as a member of the gastrointestinal
microbiota and oral cavity; and, transiently, it can colonize the respiratory tract and skin. This
microorganism has been classically associated with superficial infections, however, during the
last decades, it has also been linked to infections’ spread in immunocompromised patients,
behaving as an opportunistic agent. Aiming to increase knowledge about this pathogenic agent,
and assist in the understanding of aspects involving early diagnosis and proper therapy, this
study aims to: re-identify phenotypically, genotypically and through mass spectrometry
MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption ionization-time of flight) (MALDIT-TOF MS)
Trichosporon genus yeasts of human, animal and environmental origin kept in a fungi collection
(mycotheca); it also aims to determine and compare factors related to virulence: production of
the phospholipase and proteinase enzymes, and the production of biofilm; evaluate the biofilms’
susceptibility patterns to certain antifungals; evaluate the isolated fungi’s susceptibility patterns
against the antifungals fluconazole, itraconazole, amphotericin-B, voriconazole, and
caspofungin, by comparing broth microdilution and Etest techniques. The level of agreement
between the traditional phenotypic methodology and the molecular technique, among the
identification of the 59 samples of Trichosporon, was 54.2%. The agreement on the
identification between the MALDI-TOF and the molecular technique was 67.8%. No
environmental isolate was identifiable by the means of MALDI-TOF MS, while 100% of these
1solates were not in agreement in the IGS region’s sequencing identification with the phenotypic
characterization. Out of the total studied samples, the species that showed the highest frequency
was T. asahii (52.6% - 31/59), followed by T. debeurmannianum (18,6% - 11/59), T. inkin (13.5
% - 08/59) and T. dermatis (5.1% - 03/59). Among the total isolates, 89.8% and 96.6% did not
present any activity for proteinase and phospholipase, respectively. The ability to form biofilm
under the polystyrene plates’ surface was observed in all isolates, with 54.3% of the samples
considered to be highly productive. Regarding the antifungal susceptibility, voriconazole
presented the lowest MIC values for human and animal samples in both studied methodologies
and for environmental samples in the broth microdilution methodology. When the
environmental samples were tested against the commercial Etest method, lower MIC values
were observed against the antifungal amphotericin B. Caspofungin and fluconazole were the
antifungals with the highest MICs. When comparing the two antifungal susceptibility
techniques, the Etest method showed higher MIC values than the microdilution
method. Regarding the sensibility of the biofilms, all of the species presented high values of
MICsoand MICgo against the tested antifungals, however some of these species presented lower
values of MIC. T. coremiiforme presented lower values of MIC for fluconazole, T.
montevideense for itraconazole, T. insectorum for voriconazole and T. veenhuisii for both
fluconazole and voriconazole. A genotypical analysis of 31 isolates of T. asahii was made,
where 83,88% were identified as type 1 genotype, while genotypes 4 and 7 were also indentified
in 12,90% and 3,22% of the isolates, respectively. As for the geographic location, samples of
the T. asahii of genotypes 1 e 4 were isolated in S&o Paulo-SP and Cuiaba-MT, and in Bauru-
SP, isolates with the genotypes 1 and 7 were found. There was no evidence of a correlation
between the genotypes and the results obtained in the virulence (proteinase, phospholipase and
the production of biofilm) and antifungal susceptibility (EUCAST and Etest) tests. The
phylogenetic analysis of the samples 17 (genotype 7), 47 (genotype 4), 32 (genotype 4) and 33
(genotype 4) presented a distinction from the other isolates, which is justified by the fact that
they had strains with different genotypes than the others (genotype 1).
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1. INTRODUCAO
1.1 O GENERO Trichosporon

As leveduras do género Trichosporon spp. pertencem ao Filo Basidiomycota, Subfilo
Agarimycotina, Classe Tremellomycetes, Ordem Tremellales e Familia Trichosporonaceae.
Estdo amplamente distribuidos, sendo encontrados predominantemente em zonas tropicais e
temperadas (Colombo et al., 2011).

Este género compreende inmeras espécies que habitam diferentes nichos ecoldgicos na
natureza, podendo ser encontrados em substratos no meio ambiente, bem como na microbiota
humana e animal. Em humanaos, esta espécie fungica ocasionalmente encontra-se como membro
da microbiota gastrintestinal e cavidade oral e, transitoriamente, pode colonizar o trato
respiratorio, pele e vagina (Milan et al., 2018; Galligam et al., 2019, Castano et al., 2020).

As leveduras do género Trichosporon sdo artrosporadas, possuem blastoconidios, hifas
e pseudohifas hialinas 2 a 4 x 6 a 9 um e em algumas espécies é possivel verificar a presenca
de apressoria e macroconidios. Todas as espécies assimilam uma quantidade consideravel de
carboidratos e nitrogénio, porém ndo possuem capacidade de fermentacdo. S&o degradadoras
de uréia e a semeadura em agar Sabouraud dextrose possibilita um crescimento de velocidade
moderada, podendo variar de 24 horas a 7 dias. Possuem colonias com coloragédo que varia do
branco ao bege, Umidas a secas, inicialmente de aspecto liso, e com o passar do tempo se tornam
rugosas ou cerebriforme (Lacaz et al., 1998; De Hoog et al., 2000; Bentubo, Gambale &
Fischman, 2013).

O primeiro isolamento, em humanos, de leveduras do género Trichosporon ocorreu em
1867 por Rabenhorst, a partir de um cultivo de fios de cabelos de uma peruca, entretanto o
agente etiolégico em questdo foi denominado como Pleirococcus beigelli (Rabenhorst, 1867).
Em 1890, Behrend realizou a descri¢do de determinado fungo isolado de barba de um paciente
com piedra branca e o classificou como Trichosporon ovoides, no qual Trichos submetia a pelos
e sporon a esporos (Behrend, 1890). Outras pesquisas surgiram relatando a identificacdo de
novas espécies, entretanto Vuillemin (1902) propds que todos os isolados, até entdo descritos,
seriam varia¢Ges de uma mesma espécie, a qual recebeu o nome de Trichosporon beigelii, que
significa levedura artrosporada (Guého et al., 1992).

Em 1910, Beurman (1910) realizou o cultivo de um fungo oriundo de lesbes cutaneas e
0 denominou de Oidium cutaneum, o qual foi renomeado posteriormente por Ota (1926) como

Trichosporon cutaneum. A taxonomia do género permaneceu durante muitos anos de forma
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simplista, fazendo com que os micologistas acreditassem na existéncia de apenas uma espécie,
sendo Trichosporon beigelli (usado por clinicos) e Trichosporon cutaneum (usados por
micologistas ambientais) sinbnimos. Visando evitar confusdes na nomenclatura, foi defendido
gue o nome mais adequado seria Trichosporon beigelli (Gueho et al., 1992; Kwon-chung &
Bennett, 1992).

A andlise baseada em aspectos macro e micromorfol6gicos associados a caracteristicas
fisiologicas ndo foram suficientes para a identificacdo de espécies de Trichosporon devido a
heterogeneidade dos isolados, assim, tendo em vista estas dificuldades, Guého et al., (1992)
realizaram uma revisdo taxonémica visando a reclassificacdo das espécies do género que se
baseava em estudos moleculares da regido 26S do DNA ribossomal (rDNA) associados as
caracteristicas morfologicas, fisioldgicas e bioquimicas. Com isto foi possivel a identificacdo
de 19 taxons do género Trichosporon, dos quais treze foram considerados saprobios, sendo eles,
T. aquatile, T. brassicae, T. cerebriforme, T. dulcitum, T. faecale, T. gracile, T. jiroveci, T.
laibachi, T. loubieri, T. moniliforme, T. motenvideense, T. pullulans e T. sporotricoide. Foram
considerados mais comumente causadores de doencas humanas T. asahii, T. mucoides,
envolvidos em infecgcOes sistémicas, T. ovoides, T. cutaneum e T, asteroides causadores de
piedra branca e outras infeccdes superficiais e T. inkin um patdgeno de infec¢des superficiais e
sisttmicas (Sugita et al., 1998). Em 2003, Moylett e colaboradores relataram e revisaram casos
na literatura de infeccdo por T. pullulans em pacientes com doengas granulomatosas.
Rodriguez-Tudela et al. (2005) associam ainda T. jiirovecii a infeccdo em humanos. Nos
Gltimos anos outras espécies consideradas saprofitas também passaram a ser relatadas em
infeccbes em humanos (Krcmery et al., 1998; Padhye et al., 2003; Girmenia et al., 2005, Ruan
et al., 2009; Ogura et al., 2012; Lara et al., 2019). Com o advento das técnicas moleculares
novas espécies foram descritas, e atualmente mais de 50 subespécies diferentes e cerca de 16
cepas diferentes sdo consideradas de interesse médico (Pagnocca et al., 2010; Almeida-Junior
et al., 2016; Castano et al.; 2021).

A classificacdo das espécies do género Trichosporon se torna dificil por serem muito
relacionadas filogeneticamente (Sugita et al., 2002). Inicialmente, com base em analises de
filogenética molecular, Colombo et al. (2011) subdividiram as espécies patogénicas de
Trichosporon em trés clados: clado Porosum, no qual foram incluidas as espécies T. asahii, T.
inkin, T. coremiiforme, T. asteroides, T. faecale, T. ovoides, T. japonicum, e T. lactis; clado
Cutaneum, que incluiu as espécies T. mucoides, T. dermatis, T. debeurmannianum, T. jirovecii,

e T. cutaneum; e o clado Gracile/Brassicae com inclusdo das espécies T. mycotoxinivorans, T.
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montevideense, T. domesticum e T. loubieri. A mais recente reviséo taxonémica foi realizada
por Liu et al. (2015), que conduziram uma aprofundada reclassificacdo filogenética das
leveduras Tremelomicetos. Assim, as espécies formalmente atribuidas ao género Trichosporon
foram divididas em cinco géneros, Apiotrichum (21 espécies), Cutaneotrichosporon (10
espécies), Effuseotrichosporon (1 espécie), Hagleromyza (1 espécie) e Trichosporon (12
espécies). A maioria das espécies formalmente atribuidas a Trichosporon foram reclassificadas
em trés géneros, Apiotrichum, Cutaneotrichosporon e Trichosporon. Este estudo possibilitou a
modernizacao taxonémica de Tremellomycetes, bem como favoreceu maior entendimento da
evolucdo dos géneros, integrando a filogenia com aspectos bioquimicos, fisioldgicos e
caracteristicas  reprodutivas de basidiomicetos unicelulares e filamentosos nos

Tremellomycetes (Liu et al., 2015).

1.2 INFECCOES POR Trichosporon spp.
1.2.1. Infecgéo superficial

O género Trichosporon é responsavel pela infec¢do superficial benigna denominada
piedra branca, que corresponde a uma infec¢do cronica e assintomatica da cuticula do pelo. As
principais espécies associadas a esta infeccdo sdo T. cutaneum, T. ovoides, T. inkin e T. loubieri
e as areas geralmente acometidas sdo os pelos de barba, axilas, regido pubiana e cabelo (Lacaz
et al., 2002; Silvestre et al., 2010; Zhuang et al., 2016; Cardona et al., 2013). A piedra
branca possui distribuicdo universal, porém é geralmente relatada em regifes de clima
temperado e tropical. Em relacdo aos individuos acometidos, ndo existe distin¢do de faixa etaria
e acomete ambos 0s sexos, porém estudos apontam tendéncia em individuos do sexo feminino,
0 que pode estar associado ao uso de tiaras e aplicagcdo de determinados produtos cosméticos
gue mantem a umidade do cabelo por um tempo prolongado e acabam favorecendo a infecgéo
fangica (Pontes et al., 2002; Diniz & Souza Filho, 2005; Castano et al., 2021).

A forma de transmissao ainda ndo foi bem elucidada, entretanto alguns autores apontam
fatores predisponentes como calor, umidade, habitos precarios de higiene, imunossupressao,
antibioticoterapia, procedimentos invasivos, contato com animais de estimagéo e contato sexual
nos casos de piedra branca genital (Marques et al., 2012; Ferreira et al., 2019).

A infeccdo é caracterizada pela presenca de nddulos firmes e irregulares aderidos as
hastes dos pelos com coloragéo que pode variar de branco a castanho claro. N&o existem relatos

de alteragdes no foliculo piloso, entretanto podem ser encontradas, na pele adjacente, lesdes
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eritemato-descamativas mal delimitadas, Umidas e pruriginosas (Lacaz et al., 2002; Diniz &
Souza Filho, 2005).

O diagnostico clinico dos casos de piedra branca deve ser cuidadoso, uma vez que sao
comuns 0s casos tratados equivocadamente como pediculose do couro cabeludo. A dificuldade
diagnostica se deve ao desconhecimento da ecologia, epidemiologia e principalmente do modo
de transmissao da micose. Além disso, como sendo um membro da microbiota da pele, espécies
de Trichosporon podem ser caracterizadas erroneamente como contaminantes, resultando em
infeccdo atribuida a dermatdfitos, quando de fato Trichosporon spp. pode ser o agente
etioldgico em 10 % — 40% das infeccdes superficiais dependendo da regido geogréafica e da
populacdo (Mariné et al., 2015). Assim, devido a escassa literatura sobre o assunto e diagnoéstico
incorreto, a prevaléncia de piedra branca pode ser subestimada (Cardona et al., 2013; Diniz et
al., 2020).

As espécies de Trichosporon também podem estar relacionadas com lesdes nas unhas.
Cerca de 5% - 10% dos casos de onicomicoses podem ser causados por leveduras, sendo que
Candida albicans é a espécie mais comumente responsavel por estas infeccGes (Mello et al.,
2021). No entanto, recentemente, espécies de Trichosporon também tém emergido como
importantes agentes etiologicos de onicomicoses. O aumento da frequéncia de espécies de
Trichosporon como agentes onicomicoticos € atribuido a fatores locais e sistémicos, como
exposi¢do continua da unha & umidade, profilaxia com farmacos antibacterianos e tratamento
com imunossupressores (Han et al., 2000; Koksal et al., 2009; Capoor et al., 2015; Kotwal et
al., 2018). Trichosporon asahii, T. faecale, T. asteroides, T. mucoides, T. cutaneum, T. ovoides
e T. inkin sdo espécies mais relatadas na literatura como agentes etiologicos de micoses nas
unhas (Rizzitelli et al., 2016; Kiki-Barro et al., 2017, Kotwal et al., 2018).

Casos de otomicoses relacionadas ao isolamento de espécies do género Trichosporon
também séo descritos na literatura (Pontes et al., 2009; Degerli et al., 2012).

O tratamento para as infeccdes superficiais € baseado na adocdo de medidas como a
tricotomia, que consiste no corte do pelo da regido acometida, conduta que acaba sendo néo
aderida por alguns pacientes quando a infeccdo acomete os pelos do couro cabeludo, pois
agrega um grande impacto psicossocial, principalmente em individuos do sexo feminino. O uso
de antifungicos topicos também é uma pratica recomendada. No entanto, recidivas sao
frequentemente observadas (Diniz & Souza Filho, 2005; Ferreira et al., 2019; Diniz et al.,
2020).
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1.2.2. Infeccgéo sistémica

Durante as ultimas décadas, infeccBes fungicas causadas por agentes oportunistas
apresentaram aumento consideravel, estando associadas principalmente a pacientes
imunocomprometidos (Paula et al., 2007). As infec¢Ges sistémicas por Trichosporon spp. vém
sendo consideradas a segunda causa mais comum de fungemia em pacientes com neoplasias
malignas hematoldgicas (Liao et al., 2015; Feugray et al., 2019). No entanto, a medida que 0s
derivados de triazol, como o fluconazol, se tornaram disponiveis, a incidéncia dessas infeccdes
diminuiu (Kaufman et al., 2001; Gomes et al., 2014). Atualmente, talvez devido a descoberta
e introducdo das equinocandinas, consideradas farmacos de escolha em muitas situacdes
clinicas de alto risco para infeccBes fungicas sistémicas, observa-se a re-emergéncia deste
patdgeno, o qual exibe uma resisténcia intrinseca a estas drogas (Tanyildiz et al., 2015; Almeida
et al., 2016 Sah et al., 2019), apresentando-se relacionado as infec¢cdes disseminadas em
pacientes imunocomprometidos, sobretudo em individuos apresentando neutropenia intensa
(Walsh, et al., 2004; Chagas-Neto et al., 2009; Miceli et al., 2011).

A tricosporonose, como é chamada a doenca fungica do tipo sistémica, acomete
principalmente pacientes imunossuprimidos, possui pobre prognoéstico e, usualmente, taxa de
mortalidade alta (Girmenia et al., 2005; Chagas-Neto et al, 2009; Ruan et al., 2009; Iturrieta-
Gonzélez et al., 2014). Portadores de imunodeficiéncia humana adquirida, transplantados de
orgdos e tecidos e individuos com doencas hematoldgicas malignas, como leucemias e
linfomas, estdo sujeitos as infeccdes por Trichosporon spp. (Meyer et al., 2002; Iturrieta-
Gonzéles et al., 2014). Além desses fatores, 0 uso de cateter venoso central, cateter urinario e
dispositivos relacionados a cateter peritoneal também sdo comumente associados a doenca
(Lara et al., 2019).

Desde o primeiro relato da doenga na sua forma sistémica (Watson & Kallichurum,
1970), outros casos da infeccdo foram descritos no Brasil e em outros paises envolvendo
diferentes cenarios clinicos, entre eles fungemia, endocardite, peritonite e infec¢do urinaria
(Manzella et al., 1982; Reinhart et al., 1988; Moretti-Branchini et al., 2001; Almeida-Junior et
al., 2014; Mattede et al., 2015; Almeida et al., 2016; Sah et al., 2019; Li et al., 2020).

Entre as espécies de Trichosporon com potencial patogénico, T. asahii, T. asteroides e
T. mucoides sdo responsaveis pela maioria dos casos de tricosporonose, representando
importantes patdgenos oportunistas (Almeida Jr et al., 2016). Recentemente, achados clinicos

e microbioldgicos tém relatado outras espécies de Trichosporon como patdégenos humanos
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capazes de causar infecgdes sistémicas (Nath et al., 2018; Lara et al., 2019; Francisco et al.,
2019).

A tricosporonose pode se apresentar de duas formas, sendo elas, localizada ou
disseminada. No primeiro caso a infeccao é delimitada a um 6rgéo ou a um sistema especifico,
enguanto no segundo caso a infeccdo acomete mais 6rgaos ou sistemas, podendo inclusive se
disseminar para a corrente sanguinea (Jesus, 2018). A apresentacdo clinica mais comum € a
fungemia (>70%), pneumonia e lesdes na pele, sendo que a taxa de mortalidade relacionada a
estas infeccBes varia entre 50% a 70%. Apesar da importancia, fungemias por Trichosporon
spp. sdo frequentemente negligenciadas e incorretamente diagnosticadas como infeccbes
sanguineas ocasionadas por outras leveduras, especialmente Candida spp. (Singh et al., 2019).

A maioria das infeccdes sistémicas por Trichosporon spp. provavelmente se inicia com
a colonizacdo das superficies mucosa e cutanea, seguida do rompimento da integridade da
superficie e subsequente disseminacdo por via hematogénica. Este rompimento pode ser
secundario a danos epiteliais induzidos por cateteres intravasculares ou quimioterapia. O uso
de antibidticos também pode aumentar a incidéncia e a extensdo da colonizagdo por meio da
destruicdo da microbiota residente, elevando assim o risco da infec¢do sistémicas (Castano et
al., 2021).

Apesar da crescente importancia do género Trichosporon na medicina contemporanea,
o0 tratamento de pacientes com tricosporonose permanece desafiador, uma vez que ha poucos
dados disponiveis em relacéo as atividades in vitro e in vivo de farmacos antifingicos contra

espécies clinicamente relevantes do género (Francisco et al., 2019).

1.2.3. Infecgdo em animais

Ao longo dos altimos anos, a incidéncia de casos de micoses, principalmente profundas,
causadas por fungos leveduriformes ou filamentosos em animais tem aumentado gradualmente.
Similarmente a micoses em humanos, infeccdes micoticas em animais sdo causadas por uma
variedade de patogenos, incluindo fungos como Cryptococcus neoformans, Candida spp.,
Aspergillus spp. e Trichosporon spp. (Okabayashi et al., 2009).

Em animais, existem relatos de infec¢des por Trichosporon spp. dos mais diversos tipos:
mucosa oral e pelame de cdes; cavidades naturais de gatos; glandulas mamarias de bovinos e
caprinos, e por consequéncia no leite obtido destes animais; pele de porcos saudaveis; excreta
de aves silvestres; cavidade oral, genitélia e reto de peixe boi da Amaz06nia; narina de peixe boi

marinho; pele de pandas gigantes; escamas de serpentes; intestino de galinhas; fezes de
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morcegos; e até mesmo em casca de ovos de lagartos teid (Spanamberg et al., 2009;
Spanamberg, 2010; Bentubo, Gambale & Fischman, 2010; Carregaro et al., 2010; Campagner
et al., 2012; Santin et al., 2013; Redu, 2014; Carvalho, 2015; Caldas, 2017; Ma et al., 2019;
Navarro et al., 2020; Robinson et al., 2020; Takashima et al., 2020; Carvalho, 2020).

A relagdo existente entre a colonizacdo e os fatores predisponentes de infeccdes
oportunistas ainda € pouco discutida em medicina veterinaria. O aumento da incidéncia de casos
de micoses em animais e da resisténcia a farmacos antifingicos tem sido motivos de
preocupacao entre os profissionais da saude animal (Bentubo et al., 2010).

Os farmacos antifungicos usados para o tratamento de micoses profundas em animais,
assim como em humanos, sdo polienos e azdlicos. No entanto, a sensibilidade de isolados

clinicos obtidos de animais para esses farmacos raramente é relatada (Okabayashi et al., 2009).

1.2.4. Trichosporon no ambiente

Os fungos sdo de extrema importancia para o ponto de vista ecoldgico, uma vez que
participam do equilibrio dos ecossistemas, visto que sdo organismos saprobios e contribuem
para a degradacdo da matéria orgénica, disponibilizando nutrientes ao solo, que futuramente
poderdo ser reaproveitados por demais organismos (Maia, 2017). A sua problemaética
relacionada ao meio ambiente se encontra quando sua presenca deixa de ser natural e devido a
algum descontrole origina um problema de satde individual ou coletiva (Macedo, 2017).

Leveduras do género Trichosporon estdo amplamente distribuidos na natureza, sendo
encontrados predominantemente em zonas tropicais e temperadas. O género compreende
inUmeras espécies que habitam diferentes nichos ecoldgicos na natureza como solo, madeiras
em decomposicdo, ar, lagos, excrementos de pombos e bovinos. Seu isolamento ja foi relatado
em amostras de fezes de morcegos, obtidas em cavernas (Sugita et al., 2005), também foi
encontrado em pelame de alguns mamiferos, como macacos e cavalos (Kaplan, 1959). No
habitat marinho e estuarios, sua presenca esta altamente relacionada a poluicao (Paula et al,
1983; Loureiro, 2002; Guethi, 2009; Martins-Diniz et al., 2005, Igbal et al., 2020). Sugita et al.
(2000) consideram espécies de Trichosporon, principalmente T. asahii, como microrganismos

comuns na natureza.
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1.3. IDENTIFICACAO DO GENERO

A identificagcdo do género e da espécie dos diferentes patdgenos faz-se importante para
agregar conhecimentos do ponto de vista epidemiologico, para melhor definir uma associagéo
clinica com as diferentes espécies e para estabelecer estratégias de prevencéo e tratamento da
doenca (Taverna et al., 2014; Almeida et al., 2016). A identificacdo de leveduras é etapa
fundamental, também, para a monitorizacdo das taxas de infeccdo hospitalar bem como para a
identificacdo precoce de surtos de infecces (Colombo e Guimaraes, 2003).

A identificacdo de espécies de Trichosporon por meio de métodos convencionais,
baseados em caracteristicas fisiologicas, bioguimicas e morfoldgicas, mostra-se insuficiente e
frequentemente dificil e inconclusiva (Rodriguez-Tudela et al., 2005; Iturrieta-Gonzélez et al.,
2014; Almeida-Junior et al., 2016, Espirito-Santo et al., 2020). Um ndmero consideravel de
novas espécies tem emergido durante as ultimas décadas, tornando dificultosa a identificacéo
por métodos convencionais (Dabas et al., 2016). Os sistemas comerciais baseados em testes
fenotipicos para identificar Trichosporon spp. sdo muito limitados em sua acurécia, devido a
pouca quantidade de espécies incluidas na base de dados ou a capacidade inconsistente dos seus
testes bioquimicos em identificar acuradamente as espécies em potenciais dentro do género
(Castano et al., 2021).

Procedimentos moleculares baseados no estudo do DNA tém sido amplamente
utilizados e avaliados como métodos mais Uteis e alternativos para a caracterizacdo e
identificagdo de Trichosporon spp. (Sugitaet al., 2002; Rodriguez-Tudela et al., 2005; Iturrieta-
Gonzélez et al., 2014; Dabas et al., 2016; Santos, 2019). Sugita et al. (2002) descreveram uma
analise da sequéncia da regido do espaco intergénico 1 (IGS1) do DNA, e desde entdo é a
principal ferramenta utilizada no diagnéstico molecular para diferenciacdo de espécies do
género Trichosporon.

Além da utilizagdo na identificacdo molecular, a regido 1GS1 também é amplamente
utilizada como método de genotipagem para diferenciar isolados de T. asahii (Rodriguez-
Tudela et al., 2007, Desnos-Ollivier et al., 2020). Até 0 momento, 15 gendtipos de T. asahii
tém sido identificados (Almeida et al., 2016) e varios estudos tém descrito a correlacdo entre
0s genotipos e a origem geogréafica dos isolados e o sitio da infeccdo (Yang et al., 2013; Taverna
et al., 2014; Cho et al., 2015; Sellami et al., 2017; Dabas et al., 2016; Hazirolan et al., 2018;
Guo et al., 2019; Desnos-Ollivier et al., 2020; Francico et al., 2021), mostrando que a

distribuicdo dos genotipos desta espécie pode variar entre as diferentes regides e sitios
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anatdmicos. No Brasil, a maioria das cepas de T. asahii identificadas sdo pertencentes ao
genotipo 1 (Chagas-Neto et al., 2009; Almeida et al., 2016; Espirito-Santo et al., 2020).

Outra abordagem que atualmente tem sido empregada é o perfil proteico total das
espécies, principalmente evidenciado pela espectrometria de massa - MALDI-TOF (MALDI-
TOF MS), mostrando-se como uma alternativa valiosa para a identificacdo rotineira de fungos.
Alem de ser uma técnica rapida, simples, ela também tem um 6timo custo-beneficio se
comparada a outras técnicas de identificacdo proteica (Almeida-Junior et al., 2016, Monzani,
2019; Sah et al., 2019). Estudos recentes analisando o desempenho do MALDI TOF MS para
a caracterizacdo de isolados leveduriformes, maioria Candida spp., relataram sucesso na
identificacdo das espécies, com variacdo de 89% a 99% de concordancia em comparacao a
técnica padrdo-ouro baseada no sequenciamento de regides IGS do DNA (Chao et al., 2014;
Almeida-Junior et al., 2014; Ceballos-Garzén et al., 2019; Pote et al., 2020). Entretanto existe
uma limitacdo de espécies ndo-C. albicans nos bancos de dados utilizados, inclusive para
espécies de Trichosporon, o que pode acarretar uma identificagcdo errdnea se a mesma néo for
submetida a outros testes. Assim, uma base de dados robusta, incluindo isolados de
Trichosporon corretamente identificados por meio de sequenciamento da regido 1GS1, com
representantes da maioria das espécies que estdo relacionadas a infeccdes, é necessaria para
identificar todo o espectro de doencgas causadas por este microrganismo (Almeida-Junior et al.,
2014).

1.4. FATORES DE VIRULENCIA

A capacidade de um fungo causar danos ao seu hospedeiro pode estar relacionada a
inimeros fatores. Alguns desses fatores estdo diretamente associados com o estado geral de
integridade do hospedeiro enquanto outros estdo mais comumente relacionados as
caracteristicas de viruléncia dos proprios agentes microbianos (Naglik et al., 2004; Montoya et
al., 2015), ou seja, caracteristicas expressas pelo microrganismo que facilitam o
estabelecimento da infec¢do no hospedeiro (Hofs et al., 2016).

Apesar de Trichosporon spp. representar a segunda ou terceira levedura ndo-Candida
mais comum causando infecgOes invasivas, e com alta taxa de mortalidade em pacientes
imunossuprimidos, poucos estudos na literatura tém relatado os fatores de viruléncia envolvidos
na caracterizacdo dos isolados (Di Bonaventura et al., 2006; Chagas-Neto et al., 2009; Sun et
al., 2012; Iturrieta-Gonzélez et al., 2014; Almeida et al., 2016; Demir & Kustimur, 2014;
Hazirolan et al., 2018; Espirito-Santo et al., 2020).
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A maioria dos microrganismos patogénicos tem desenvolvido uma ampla variedade de
fatores de viruléncia para auxiliar na sua capacidade de colonizar tecidos do hospedeiro, causar
a doenca e superar as defesas do mesmo. Entre eles, a secre¢do de exoenzimas tais como
proteinases asparticas e fosfolipases, hemolisinas, hialuronidase, formacdo de biofilmes,
termotolerancia, bem como a morfogénese tém sido bem estudados (Sabino et al., 2011).

O estudo da atividade enzimatica extracelular tem contribuido para o esclarecimento de
muitos aspectos relacionados a ecologia e patogenicidade dos fungos (Géacser et al. 2007;
Bentubo & Gompertz, 2014). A expressdo de enzimas extracelulares tem sido amplamente
estudada em leveduras consideradas patogénicas ao homem e outros animais, principalmente
em isolados de Candida spp., a mais importante em infec¢des superficiais e invasivas em
humanos susceptiveis. Lipases sdo enzimas responsaveis pela hidrélise de triglicerideos e a
consequente producdo de glicerideos e acidos graxos livres. As fosfolipases podem atuar sobre
os fosfolipideos presentes na membrana celular hospedeira. A literatura indica que as lipases,
incluindo a fosfolipase, sdo importantes fatores na patogenicidade de Basiodiomycetes,
especialmente em leveduras do género Trichosporon, Malassezia e Cryptococcus (Dag e
Cerikgioglu, 2006; Da Silva et al, 2006; Bentubo e Gompertz, 2014). As proteinases sao
enzimas extracelulares produzidas por patdgenos, as quais desempenham importante papel na
superacdo das barreiras imunoldgicas do hospedeiro. Bentubo e Gompertz (2014) observaram
atividade da proteinase em 22 das 44 amostras de Trichosporon testadas. No entanto, em
estudos realizados por Sun et al. (2012) e Demir e Kustimur (2014) todas as amostras de
Trichosporon pesquisadas ndo expressaram atividade desta enzima. Estes achados sugerem que
a producéo de proteinases em Trichosporon spp. pode variar, refletindo a adaptacédo de cepas
virulentas aos seus hospedeiros (Bentubo e Gompertz, 2014). Apesar dos relatos sobre a
capacidade de cepas de Trichoporon para produzir estas enzimas, suas fun¢des na patogénese
de infecgOes invasivas humanas néo estdo bem esclarecidas.

A capacidade de adesdo ¢ outro atributo relacionado com o potencial patogénico das
leveduras, podendo levar a formacdo de biofilme. Os biofilmes representam o tipo de
crescimento microbiano predominante na natureza e s&o cruciais no desenvolvimento de
infeccdes, uma vez que servem de nicho aos agentes patogénicos e estdo associados a altos
niveis de resisténcia a agentes antimicrobianos (Kuhn, et al., 2002). A capacidade de formacéo
do biofilme pode ser considerada um potente fator de viruléncia que tem gerado atencdo entre
a comunidade cientifica e médica especificamente devido a sua capacidade de aumentar a

mortalidade em pacientes com fungemia por Candida spp., (Tumbarello et al., 2012), as quais


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC4143539/#CR9
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gompertz%20OF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25161862
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sdo frequentemente associadas com o crescimento de biofilmes sobre dispositivos médicos tais
como cateteres venosos ou cateteres urinarios (Serpa, 2016). A capacidade destas leveduras em
aderir e colonizar superficies plasticas, formando biofilmes, faz com que esses materiais se
tornem um reservatorio de microrganismos (Tamura et al., 2003; Auler et al, 2010).

Di Bonaventura et al., (2006) foram os primeiros a descreverem, por meio da
microscopia eletronica, a cinética da formacgdo de biofilmes e o desenvolvimento sobre
superficies de poliestireno por cepas de T. asahii, relatando a rapidez com que esta espécie
realizou adesdo neste material. Infeccdes invasivas por Trichosporon spp. sdo usualmente
associadas ao uso de cateteres (Urs et al., 2018). Estudos vém sendo realizados para avaliar o
papel do biofilme durante o curso de uma infeccdo por espécies Trichosporon, principalmente
T. asahii (Di Bonaventura et al., 2006; Paula et al, 2007; Sun et al., 2012; Iturrieta-Gonzalez et
al., 2014; Cordeiro et al., 2017; Almeida et al., 2016; Hazirolan et al., 2018; Montoya et al.,
2017; Cordeiro et al., 2017; Lara et al., 2019; Kurakado et al., 2020; Paldrychova et al., 2019;
Espirito-Santo et al., 2020).

1.5. SUSCEPTIBILIDADE ANTIFUNGICA

A incidéncia crescente de infeccbes flngicas invasivas provocadas por fungos
oportunistas tem sido alvo de constante preocupacao, acarretando a busca por tratamentos cada
vez mais eficazes e farmacos cada vez mais seguros (Bentubo e Gompertz, 2014).

Os antifangicos sdo classificados de acordo com o mecanismo de a¢do que apresentam
frente a células fungicas, e atualmente poucas classes de farmacos s@o aprovados a fim de serem
efetivamente utilizadas nos tratamentos de infec¢Bes fungicas (Chang et al., 2017). Os
antifingicos existentes se classificam amplamente em dois grupos, sendo o primeiro
caracterizado pelos farmacos que ocorrem naturalmente, como pode ser observado nos polienos
e nas equinocandinas, enquanto o segundo grupo se caracteriza pelos farmacos de origem
sintética, nos quais sdo incluidos os azois e as pirimidinas fluoradas. Diversas preparagoes
topicas existem atualmente, visto a gama de infec¢bes superficiais existentes, entretanto,
quando se faz iminente o tratamento sistémico, é necessario que a utilizacdo dos agentes
terapéuticos ocorra com supervisdo médica, assim como para tratamento topico, devido a
potencial toxicidade apresentada (Rang et al., 2016).

O uso terapéutico e profilatico de agentes tais como 0s azb6is menos toxicos,

principalmente o fluconazol, que frequentemente sdo administrados por periodos prolongados,
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tem dado origem a casos de resisténcia aos antifingicos entre as espécies susceptiveis (Ruiz et
al., 2013). Além disso, a acdo fungistatica dos azolicos e uso massivo na agricultura também
representam uma forte presséo seletiva direcionando para a evolucdo da resisténcia (Revie et
al., 2018).

A quantidade de farmacos disponiveis para tratamento de infeccbes fungicas é
relativamente limitada, o que configura preocupacdo para clinicos e microbiologistas
envolvidos com o controle destas infecgdes. Os principais grupos de antifingicos utilizados
contra doencas fungicas sdo o poliénico anfotericina B, os azoOlicos como cetaconazol e
miconazol (imidazdlicos) ou itraconazol, fluconazol e voriconazol (triazolicos), e as
equinocandinas.

O poliénico anfotericina B atua diretamente no ergosterol destruindo o gradiente de
prétons da membrana fungica. Os azo6licos interagem com a enzima lanosterol 140 demetilase,
um citocromo P-450 que esta envolvido na biossintese do ergosterol. A inativacdo da enzima
culmina no acumulo de esterdis metilados, precursores do ergosterol, alterando a estrutura e
funcdo da membrana fungica, causando significante inibi¢do do crescimento do fungo (Perfect,
2017; Shafiei et al., 2020). As equinocandinas sdo farmacos que inibem a sintese da beta-(1,3)-
glucana que é um componente da parede celular de muitos fungos filamentosos e de leveduras
(Robbins et al., 2016; Revie et al., 2018).

A sensibilidade a antifungicos in vitro, de fungos leveduriformes e filamentosos, pode
ser avaliada utilizando técnicas de referéncia padronizadas pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI) ou pelas diretrizes publicadas pelo European Committee on
Antibiotic Susceptibility Testing (EUCAST). Utilizando essas técnicas, que consistem em
métodos de microdiluicdo em caldo, € possivel encontrar os valores de concentracdo inibitéria
minima (CIM) e determinar se 0 microrganismo é sensivel ou resistente, in vitro, a determinado
farmaco quando hé ponto de corte estabelecido. Os dados obtidos a partir dos testes realizados
seguindo essas diretrizes podem ser utilizados para comparacdo com dados clinicos (Arendrup
et al., 2016). Nos protocolos do CLSI e EUCAST (CLSI — M27 S3, 2008; CLSI —M60 (2017);
Arendrup et al., 2015) o género Trichosporon ndo esta incluido, no entanto, os estudos de
susceptibilidade in vitro aos antifingicos de espécies de Trichosporon utilizam como referéncia
as normas padronizadas para Candida e Cryptococcus neoformans. (Arikan & Hascelik, 2002).

Nos ultimos anos, entretanto, um grande numero de “kits” comerciais tem sido
introduzido como alternativas rapidas e de facil utilizacdo, principalmente em emergéncias

médicas. Neste contexto, um método muito utilizado é o “Etest”, um sistema comercial para


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Shafiei+M&cauthor_id=32906036
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avaliar a susceptibilidade antifingica, baseado na difusdo em meio sélido de diferentes
concentracBes de um farmaco incorporado em tiras plasticas, e que permite definigdo rapida da
CIM do antimicrobiano. Em comparagdo com outros métodos existentes, o Etest mostra-se
como uma prova mais rapida e de facil realizacdo (Espinel-Ingroff et al., 2017, 2019).

Testes in vitro, utilizando técnicas de referéncia atestada, tém sido realizados para
avaliar a susceptibilidade de leveduras do género Trichosporon. Existem dados que relatam
atividade, in vitro e in vivo, limitada da anfotericina B frente a Trichosporon spp.,
principalmente amostras de T. asahii (Girmenia et al., 2005; Tokimatsu et al., 2007; Chagas-
Neto et al., 2009; Dabas et al., 2016). Valores de CIM para anfotericina B frente a isolados de
Trichosporon spp.; geralmente sdo incompativeis com o0s niveis séricos normalmente
alcancaveis em pacientes que recebem uma formulagdo convencional deste polieno (Colombo
etal., 2011).

Os azdis tém apresentado melhor atividade antifingica in vivo e in vitro sobre
Trichosporon spp. quando comparado aos demais antifungicos (Suzuki et al., 2010; Dabas et
al., 2016; Francisco et al., 2019), sendo que estudos descrevem o voriconazol como uma opg¢ao
terapéutica para infecgdes por Trichosporon spp. (Paphitou, et al., 2002; Asada et al., 2006;
Serena te al., 2006; Ding et al., 2020; Lee etal., 2020).

As equinocandinas tém pouca ou nenhuma atividade antifungica frente a amostras de
Trichosporon spp. e ndo sdo recomendadas no tratamento das tricosporonoses (Walsh et al.,
2004; Dabas et al., 2016). Este género € intrinsicamente resistente a esta classe de farmaco
antifingico (Almeida et al.,, 2016), no entanto, a combinacdo da equinocandina com
anfotericina B ou azois parece ter algum efeito sinérgico antifingico in vivo e in vitro (Serena
et al., 2006).

Recentemente, isolados de Trichosporon spp. multidroga-resistente tém sido
relacionados ao aumento do uso de triazois de amplo espectro em pacientes de alto risco
(Oliveira dos Santos et al., 2016).

Apesar da crescente relevancia do género Trichosporon na medicina contemporanea, o
tratamento de pacientes com tricosporonose permanece um desafio, uma vez que poucos sao 0s
dados atuais a respeito da comparagdo entre as atividades in vitro e in vivo das drogas
antifingicas frente as espécies clinicamente importantes, bem como estudos que comparem
diferentes regimes antifungicos no tratamento dessas infec¢des (Iturrieta-Gonzales et al., 2014;
Almeida et al., 2016). Dificuldades na identificacdo das espécies dentro do género e a auséncia

de padronizacao dos testes de sensibilidade in vitro contribuem na manutencao deste cenério.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Espinel-Ingroff%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=30323038
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2. RELEVANCIA DO ESTUDO

Pesquisas demonstram que infec¢des por Trichosporon tém sido cada vez mais relatadas
mundialmente, no entanto torna-se evidente que ha poucas informagdes disponiveis sobre as
caracteristicas destas infec¢bes principalmente no Brasil. Portanto, mais informacdes em
relacdo a diversidade fenotipica, perfil epidemioldgico das infecgdes, fatores de viruléncia e
peculiaridades de sensibilidade antifingica de leveduras do género Trichosporon sdo essenciais
para explorar questBes importantes voltadas aos aspectos que envolvem agente etioldgico,

diagnostico precoce e terapia adequada, principalmente em pacientes hospitalizados.
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3. OBJETIVOS

Baseando-se nas consideragfes descritas quanto a importancia de mais pesquisas

relacionadas as leveduras do género Trichosporon, somado ao fato de existirem inimeras

deficiéncias na habilidade de prevencdo, diagndstico precoce e principalmente quanto ao

tratamento de tricosporonoses, este trabalho apresenta como objetivos:

v

Re-identificar fenotipicamente, genotipicamente e por meio de espectrometria de massa
(MALDI-TOF) leveduras do género Trichosporon de origem humana, animal e
ambiental mantidas em micoteca;

Determinar e comparar os fatores relacionados a viruléncia de leveduras do género
Trichosporon de origem humana, animal e ambiental: secre¢éo das enzimas proteinase
e fosfolipase e capacidade de formacao de biofilme;

Avaliar os padrdes de susceptibilidade das células planctonicas frente ao fluconazol,
itraconazol, anfotericina-B, voriconazol e caspofungina comparando as técnicas de
microdiluicdo em caldo EUCAST e Etest;

Avaliar os padrdes de susceptibilidade das células dos biofilmes frente ao fluconazol,
itraconazol, anfotericina-B, voriconazol e caspofungina;

Caracterizar e comparar a diversidade genotipica e realizar analise filogenética dos
isolados identificados como Trichosporon asahii de origem humana, animal e
ambiental,

Estudar a associacdo genotipo-susceptibilidade antifingica, avaliando se a diversidade
genética dos isolados de T. asahii esta associada com diferentes comportamentos frente

aos antifangicos testados no estudo.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 AMOSTRAS

Nesta pesquisa foram incluidas 59 amostras de leveduras do género Trichosporon,
sendo 44 amostras de origem humana, 04 amostras de origem animal e 11 amostras de origem
ambiental (Tabela 01). As amostras isoladas na cidade de Bauru-SP fazem parte da micoteca
do Laboratdrio de Micologia e Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) CLR Il Bauru-SP,
aquelas isoladas nas demais regides geograficas foram gentilmente cedidas por Dra. Claudete
Rodrigues de Paula do Laboratério de Leveduras Patogénicas da Faculdade de Odontologia da
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo-SP, Dr. Hans Garcia Garces do Departamento de
Ciéncias Quimicas e Biolodgicas, Setor de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociéncias
da Universidade Estadual Paulista, Botucatu-SP, Dr. Diniz Pereira Leite Junior do Laboratério
de Pesquisa em Micologia da Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiabd- MT e Dra.
Viviane Mazo Favero Gimenes do Instituto de Medina Tropical da Universidade de Sdo Paulo,
Sdo Paulo-SP

As amostras estdo preservadas em agar Sabouraud dextrose e em glicerol no freezer -
80°C, no Laboratorio de Micologia e Parasitologia do IAL CLRII Bauru-SP. Para os estudos
realizados neste trabalho foram incluidas, nos devidos experimentos, as cepas de referéncia
Candida parapsilosis (ATCC 22019), C. krusei (ATCC 6258), C. albicans (ATCC 102310), C.
albicans (ATCC 2512), C. albicans (ATCC 90028), C. albicans (12A), Cryptococcus
neoformans (ICB162C), Trichosporon asahii (CBS2479), T. inkin (CBS5585), T. mucoides
(CBS7625) e T. ovoides (CBS7556).



Tabela 01: Origem, procedéncia e sitio de isolamento das amostras utilizadas.
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N° Origem Procedéncia Sitio de Isolamento
1 Clinica Humana S&o Paulo — SP Urina

2 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

3 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

4 Clinica Humana S&o Paulo — SP Urina

5 Clinica Humana Sao Paulo — SP Urina

6 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

7 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

8 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

9 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

10 Clinica Humana S&o Paulo — SP Urina

11 Clinica Humana Sao Paulo — SP Urina

12 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

13 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

14 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

15 Clinica Humana Séo Paulo — SP Urina

16 Clinica Humana Bauru — SP Urina

17 Clinica Humana Bauru — SP Urina

18 Clinica Humana Botucatu — SP Raspado de Pele
19 Clinica Humana Bauru — SP Abcesso de Ferida Cirargica
20 Clinica Humana Franca Sangue

21 Clinica Humana Franca Sangue

22 Clinica Humana Franca Sangue

23 Clinica Humana Franca Sangue

24 Clinica Humana Franca Sangue

25 Clinica Humana S&o Paulo — SP Secrecdo de Pele
26 Clinica Humana Cuiabad - MT Pelo Perineal
27 Clinica Humana Cuiabad — MT Unha

28 Clinica Humana Cuiabd — MT Secrecdo Traqueal
29 Clinica Humana Cuiaba — MT Pele de Pénis
30 Clinica Humana Cuiabd — MT Pele Inguinal
31 Clinica Humana Cuiabad - MT Unha

32 Clinica Humana Cuiaba — MT Pele Inguinal
33 Clinica Humana Cuiaba — MT Pele Inguinal
34 Clinica Humana Cuiaba — MT Unha

35 Clinica Humana Cuiaba — MT Axila

36 Clinica Humana Cuiaba — MT Pele de Nadegas
37 Clinica Humana Cuiabad — MT Pelo Perineal
38 Clinica Humana Cuiaba — MT Pele de Nadegas
39 Clinica Humana Cuiabd — MT Pelo Inguinal
40 Clinica Humana Cuiaba — MT Urina

41 Clinica Humana Cuiabd — MT Pelo Perineal
42 Clinica Humana Cuiabad — MT Urina

43 Clinica Humana Cuiabad — MT Couro Cabeludo
44 Clinica Humana Cuiabad — MT Barba

45 Clinica Animal Séo Paulo — SP Mucosa Oral de Céo

Continua...



26

...Continuacéo

N° Origem Procedéncia Sitio de Isolamento
46 Clinica Animal S&o Paulo — SP Mucosa Oral de Céo
47 Clinica Animal Séo Paulo — SP Mucosa Oral de Céo
48 Clinica Animal Botucatu — SP Raspado de Pele de Galo
49 Ambiental Santos — SP Agua do Mar

50 Ambiental Santos — SP Agua do Mar

51 Ambiental Santos — SP Areia de Praia

52 Ambiental S&o Sebastido — SP Agua do Mar

53 Ambiental Séo Sebastido — SP Agua do Mar

54 Ambiental S&o Sebastido — SP Agua do Mar

55 Ambiental S&o Sebastido — SP Agua do Mar

56 Ambiental S&o Sebastido — SP Agua do Mar

57 Ambiental S&o Sebastido — SP Areia de Praia
58 Ambiental Sé&o Sebastido — SP Avreia de Praia
59 Ambiental Santos — SP Avreia de Praia

4.2 INSTITUI(;AO SEDE DA REALIZAQAO DA PESQUISA
O estudo foi executado no Nucleo de Ciéncias Biomédicas, do Centro de Laboratérios
Regionais, do Instituto Adolfo Lutz CLR-II, Bauru.

4.3 RE-IDENTIFICA(}AO DAS AMOSTRAS DE LEVEDURAS
4.3.1 CHROMagar Candida®

Antes da realizacdo das técnicas para o estudo, todas as amostras foram semeadas por
meio do método de esgotamento em meio cromogénio CHROMagar Candida®, para
constatacao de pureza e viabilidade. As placas foram incubadas a 37°C por até 48 horas. Apos,
as cepas consideradas puras e viaveis foram repicadas em agar Sabouraud dextrose acrescido
de cloranfenicol, para realizacdo das futuras analises. Também foi avaliado o comportamento

cromogénico das leveduras quando semeadas em meio diferencial.

4.3.2 Caracterizacéo Fenotipica

A re-identificacdo fenotipica das cepas foi realizada por meio do método tradicional, no
qual as leveduras foram re-estudadas quanto as suas caracteristicas macroscopicas,
microscopicas, reprodutivas e fisiologicas, de acordo com os métodos preconizados por
Kurtzman, Fell & Boekhout (2011). Os testes incluiram micromorfologia, prova de urease,

tolerancia a cicloheximida 0,1%, crescimento & 37°C, auxanograma e zimograma.
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4.3.2.1 Micromorfologia

O estudo das caracteristicas microscopicas das leveduras foi realizado por meio da prova
de microcultivo. Foram utilizadas placas de Petri contendo laminas dispostas, de modo que,
uma lamina para suporte e outra lamina para cultivo. Sobre a lamina de cultivo foi distribuido,
com auxilio de uma pipeta, 0 meio de cultura liquefeito Corn Meal agar acrescido de Tween
80. Ap0ds a solidificagdo, um pequeno indculo da col6nia leveduriforme estudada, foi semeado
em estrias (3 estrias) com auxilio da alca de platina. Foi colocada uma laminula estéril sobre as
estrias semeadas. Uma pequena bola de algoddao embebida em agua destilada estéril foi
colocada na placa, que logo apos foi fechada e incubada a 25°C durante 15 dias. Apos este
periodo, foi adicionado a placa 0,5mL de formol e deixado agir por uma hora. A lamina foi,
entdo, examinada em microscopio Optico para a pesquisa de hifas, pseudohifas, artroconidios,
blastoconidios, apressoria e outras estruturas importantes na identificacdo de leveduras (Figura
01).
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Figura 01: Esquema metodoldgico para realizagdo de microcultivo.

4.3.2.2. Prova da Urease
A prova da urease foi realizada por meio do teste de hidrélise de uréia de Christensen
(Christensen, 1946), na qual metaloenzimas produzidas pelo microrganismo promovem a

hidrélise de uréia presente no meio de cultura para produzir amonia e diéxido de carbono,
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alterando, assim, o pH do mesmo. Para realizacdo da técnica foram utilizados repiques de 48
horas que apos a semeadura em meio ureia de Christensen foram incubadas por até 48 horas a
37°C. A positividade do teste foi observada quando ocorreu alteracdo da coloragdo do meio de
cultura de amarelo para rosa intenso, devido a alcalinizacdo do meio que se torna evidente
devido a presenca do indicador de pH (vermelho de fenol), conforme pode ser observado na

Figura 02. As leveduras do género Trichosporon séo urease positiva.

Figura 02: Teste de Urease. A: Trichosporon spp. (urease +); B: Cryptococcus spp. (controle

positivo); C: Candida spp. (controle negativo).

4.3.2.3 Tolerancia a Cicloheximida 0,1%
Culturas de 48 horas de cada isolado foram semeadas em meio agar Sabouraud dextrose
acrescido de 0,1% de cicloheximida, em seguida foram incubadas por até 72 horas 37°C para

verificacdo do crescimento e tolerancia a cicloheximida.
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4.3.2.4 Teste de Tolerancia de Crescimento & 37°C
Os isolados foram semeados em &gar Sabouraud dextrose e incubados a 37°C durante
um periodo de 10 dias, leituras diarias foram realizadas para observar a existéncia do

crescimento leveduriforme no meio de cultura.

4.3.2.5 Assimilacéo de Fontes de Carbono e Nitrogénio - Auxanograma

Neste teste é observada a capacidade do microrganismo em assimilar diferentes fontes
de carbono e nitrogénio (Middelhoven et al., 1984; Kurtzman, Fell e Boekhout, 2011).

Para assimilacéo de fontes de carbono foi utilizado caldo Yeast Nitrogen Base (YNB)
acrescido de diferentes actcares como fontes de carbono em concentracdo de 0,5%. A partir de
uma cultura de 48 horas foi preparada uma suspensao em agua destilada estéril com turvacao
equivalente a escala 2 de MacFarland. Em cada tubo contendo o YNB acrescido da fonte de
carbono, foi adicionado 0,1mL da suspensdo de levedura. As leveduras inoculadas foram
incubadas a 25°C por 20 dias com leituras realizadas em intervalos de cinco dias. Para a leitura
foi analisada a turbidez do meio com auxilio de um cartdo de Wickerhan. Quando a turbidez do
meio dificultava a visualizacdo das linhas do cartéo, o teste foi considerado positivo, conforme
observado na Figura 03 (Magalhées, 2008).

A técnica e leitura para assimilacdo de fontes de nitrogénio, seguiu 0s mesmos
procedimentos daquela para assimilacdo de fontes de carbono, no entanto o meio de cultura
utilizado foi o Yeast Carbon Base (YCB) e como fonte de nitrogénio foram acrescidos ao meio

a peptona e o nitrato de potassio (KNO3).
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Figura 03: Turbidez observada na técnica de assimilacdo de carboidratos —
Auxanograma A- Controle negativo; B — Leve turbidez considerada como resultado
negativo; C e D turbidez que dificulta a visualizacdo das linhas, consideradas como
resultado positivo.
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4.3.2.6 Fermentacao de Carboidratos - Zimograma

Esta técnica verifica a capacidade do microrganismo fermentar carboidratos e, em
conjunto com o teste de assimilacdo de carboidratos completa o perfil bioquimico
leveduriforme.

Em tubos contendo meio basal constituido de peptona e extrato de levedura (pH 7,0) e
com tubos de Durham, foram adicionados agUcares na concentracdo de 2%. Para realizacdo da
técnica foi preparado uma suspensdo das leveduras, com crescimento prévio de 48 horas, em
2mL de salina 0,85%, com turbidez compativel a escala 0.5 de MacFarland. Em seguida, foram
adicionados 50uL da suspensdo em cada tubo com meio de cultura, agucar e tubo de Durham.
Os tubos foram incubados a 25°C durante 15 dias, com leituras diérias. A positividade foi
observada por meio do aparecimento de uma bolha no interior do tubo de Durham.

4.3.2.7 Chaves de Identificacdo Taxondmica

Para a identificacdo de leveduras do género Trichosporon foram utilizadas duas chaves
de assimilacdo de substratos de carbono e nitrogénio: a descrita por Kurtzman, Fell & Boekhout
(2011), que possibilita a identificacdo de T. aquatile, T. asahii, T. asteroides, T. brassicae, T.
caseorum, T. coremiiforme, T. cutaneum, T. debeurmannianum, T. dehoogii, T. dermatis, T.
domesticum, T. dulcitum, T. faecale, T. gamsii, T. gracile, T. guehoae, T. inkin, T. japonicum,
T. jirovecii, T. lactis, T. laibachii, T. lignicola, T. loubieri, T. moniliiforme, T. monteevidense,
T. mucoides, T. mycotoxinivorans, T. ovoides, T. porosum, T. scarabaeorum, T. siamense, T.
smithiae, T. sporotrichoides, T. terricola, T. vadense, T. veenhuisii e T. wieringae; e a chave
descrita por Rodriguez-Tudela et al., (2005), que possibilita a identificacdo de T.asahii, T.
asteroides, T. coremiiforme, T. cutaneum, T. dermatis, T. faecale, T. inkin, T. japonicum, T.
jirovecii, T. montevideense, T. mucoides e T. ovoides. Esta Gltima, além dos agucares, também
utiliza outros trés testes que fazem parte da chave de identificacdo: termotolerancia, tolerancia

a cicloheximida 0,1% e presenca ou ndo de célula apresoria.

4.3.3. CARACTERIZACAO GENOTIPICA
Apobs estudo fenotipico, os isolados foram estudados molecularmente atraves da analise
da regido IGS1 do rDNA.
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4.3.3.1 Extracdo de DNA

As amostras foram semeadas em meio agar Saboraud dextrose com cloranfenicol e
incubadas por um periodo de 48 horas. A extracdo seguiu conforme protocolo comercial do kit
de extracdo Tissue & Cells Genomic Prep. Mini Spin Kit (GE-Healthcare) indicado pelo
fabricante, com modificagdo apenas no tempo de incubagdo em agitador, que foi padronizado
para 24 horas. A quantificagdo e pureza do DNA extraido de cada amostra foram dosadas por

absorbancia em espectrofotdmetro (260/280nm), em aparelho Epoch (Biotech).

4.3.3.2 Técnica de PCR e Sequenciamento

A amplificacéo da regido IGS1 foi realizada utilizando os primers 26SF (IGS1-26SS)
(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-37) e 5SR (IGS2-58S) (5°-
AGCTTGACTTCGCAGATCGG-3’) (Sugita et al., 2002) em reacdes de 50uL contendo
0,5uM de cada primer, 0,2mM de cada dNTP, 5uL de tampéo 10x, 2,5U de Taq Polimerase e
10ng de DNA. A amplificagdo foi realizada de acordo com o0s seguites parametros:
desnaturacdo inicial de 3 minutos a 94°C, seguida por 38 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30
segundos a 57°C, e 1 minuto a 72°C, e extensdo final de 10 minutos a 72°C.

O produto da amplificacédo foi submetido a eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado
com 0,1puL/mL de SYBR Safe (Invitrogen, USA) em solu¢do tampao TBE 1x por 60 minutos
a 110V. As bandas foram visualizadas sob luz ultravioleta (296nm), registrada com
transiluminador (Syngene, USA) e as imagens capturadas por sistema de documentacéo digital.
Os produtos amplificados foram purificados e, entdo, enviados ao Instituto de Biotecnologia da
Universidade Estadual Paulista de Botucatu —SP (IBETEC) para sequenciamento. Apos, 0S
amplicons foram visualizados em software Chromas 2.3 Technelysium, Helensvale, Australia,
alinhados por meio do programa MEGA 7 (KUMAR et al., 2016), submetidos ao BLASTn
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e comparados com as sequéncias disponiveis no
GenBank. Identidade minima acima de 98% foram aceitas para considerar a identificacéo

molecular.
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4.3.4 ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF

Para realizagdo da técnica foram utilizados MALDI-TOF Vitek com o banco de dados
Saramis e Mylae o MALDI TOF Bruker Daltonics com o banco de dados Biotyper-Flexcontrol.
As técnicas foram realizadas na Universidade de Sdo Paulo, Instituto de Medicina Tropical, Sdo
Paulo-SP e no Instituto Adolfo Lutz Central, Sdo Paulo-SP, respectivamente.

As cepas foram incubadas por 48 horas a 30°C em agar Sabouraud dextrose. Apos
analise da pureza da amostra, uma col6nia escolhida foi transferida por meio de alca
bacteriologica para microtubo de 1,5mL contendo 1 mL de agua purificada estéril. Apds
agitacdo em vortex por 1 minuto, os microtubos foram centrifugados a 13.000 rpm durante 2
minutos. Apos centrifugacdo, os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos. Em seguida,
300 pL de agua purificada foi adicionada aos sedimentos, que novamente foram agitados.
Finalizada esta etapa, foi adicionado a cada microtubo 900 pL de etanol absoluto, em seguida
agitados por 1 minuto e centrifugados a 13.000 rpm durante 2 minutos. Todo o sobrenadante
foi retirado e nova centrifugacao foi realizada, buscando retirar qualquer residuo de etanol da
amostra para evitar interferéncias no processo de identificacdo. Apds descarte do sobrenadante
o0 sedimento foi disposto para secar em temperatura ambiente. Em seguida, 10uL do sedimento
foi homogeneizado com 50uL de acido formico 70%. Os microtubos foram agitados e 50 pL
de acetonitrila foram adicionados a suspensdo. A mistura foi, entdo, novamente centrifugada a
13.000 rpm por 2 minutos. Logo apds, 1uL do sobrenadante foi adicionado a placa de ago
MALDI, que secou em temperatura ambiente. Em sequéncia foi adicionado 1uL da matriz
indicada pelo fabricante. Ap6s secagem em temperatura ambiente a analise foi realizada em
triplicata, para avaliar a qualidade e reprodutibilidade dos espectros. Por fim, 0s espectros no
intervalo de massa m z = 2.000 a 20.000 foram obtidos e analisados nos bancos de dados. (Lima-
Neto et al., 2014). Os resultados foram expressos em score e, segundo o fabricante, valores de
score entre 0.000 a 1.699 néo séo confiaveis para identificacdo, valores de score de 1.700 a
1.999 indicam a provavel identificacdo do género, valores de score de 2.000 a 2.299
correspondem a identificacdo segura do género e provavel identificacdo da espécie, enquanto

que valores de score de 2.300 a 3.000 indicam alta probabilidade de identificacdo da espécie.
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4.3.5 FATORES DE VIRULENCIA

4.3.5.1 Producgéo da Enzima Proteinase

Para esta técnica foi utilizado o meio sélido para pesquisa de proteinase (Riichel et al.,
1982). As amostras obtidas de um crescimento prévio de 48 horas foram semeadas em quatro
pontos equidistantes sobre 0 meio de cultura em placas de Petri. Em seguida foram incubadas
a temperatura 6tima para o crescimento (25°C ou 37°C dependendo da cepa) por 18 dias. A
positividade do teste foi verificada através da formacdo de um halo transltcido ao redor da
colbnia, o que indica a degradacédo da proteina existente no meio.

A atividade enzimatica (Pz) foi medida segundo Price et al. (1982), utilizando-se a razéo
entre o didmetro da colonia (dc) e o diametro da col6nia mais a zona de degradacdo (ddc), ou
seja, Pz = dc/ddc. Os resultados de Pz foram interpretados como descritos na Tabela 02.

Tabela 02: Interpretacdo dos resultados de atividade enzimatica.

Pz Atividade Enziméatica Cddigo
=1,0 Negativa 1
>0,64<1,0 Positiva 2
< 0,64 Fortemente Positiva 3

4.3.5.2 Producgédo da Enzima Fosfolipase

A execucdo do teste foi a mesma que proposta para pesquisa da proteinase, sendo a
pesquisa realizada em meio agar fosfolipase (Price et al., 1982; Willianson et al., 1986). A
presenca da enzima foi observada pela formacdo de uma zona opaca de precipitagéo ao redor
da colonia da levedura e atividade enzimatica foi medida e interpretada da mesma forma que

para a proteinase, conforme descrito anteriormente.

4.3.5.3 Producéao de Biofilme

Com o proposito de verificar a habilidade das amostras de leveduras em produzir
biofilme, foi utilizada metodologia preconizada por Cordeiro et al (2017), Li et al. (2003) e Jin
et al. (2003), com algumas modificacGes. As amostras foram cultivadas em agar Sabouraud
dextrose de 25°C a 37°C por 48 horas. A partir do crescimento obtido foi preparado um indculo
padronizado com 3 mL de salina, sendo a turbidez compativel a escala 4 de MacFarland.

Aliquotas de 100ul do in6culo foram transferidas para a placa de poliestireno em triplicada. Em
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seguida foram adicionados 180ul de Sabouraud caldo suplementado com 8% de glicose. As
placas foram incubadas a 25°C ou 35°C por um periodo de 6 horas para o tempo de adesao das
células no substrato. Apds incubacgéo as placas foram aspiradas e lavadas com Phospate Buffer
Solution (PBS) acrescido de Tween 20% para a remocao das células nao aderidas. Uma nova
incubac¢do em temperatura de 25°C ou 35°C foi realizada por um periodo maximo de 72 horas
para que ocorresse a maturacdo dos biofilmes. Apds esta incubacdo, a placa foi novamente
lavada por duas vezes com PBS - Tween 20%. Posteriormente foram adicionados 100ul de
metanol 100% para desidratacdo do biofilme. Apds 5 minutos o metanol foi retirado e a placa
foi disposta no fluxo laminar para secagem a temperatura ambiente. Finalizando esta etapa,
200ul de cristal violeta a 0,3% foram adicionados em cada poco e a placa foi incubada por 20
minutos. O corante foi removido apds o tempo estipulado e a placa foi lavada duas vezes com
agua destilada. Para remocéo do corante impregnado nos biofilmes, foram adicionados 200uL
de &cido acético em cada poco, e 0 sobrenadante foi transferido para novas placas de
poliestireno com fundo chato para leitura em espectrofotometro a 590 nm. Os valores de
absorbancia dos controles negativos foram subtraidos dos valores observados pelas cepas
testadas, minimizando-se assim possiveis interferéncias. Cada amostra foi testada trés vezes, e
a quantificacdo da producdo de biofilme foi relatada como a média aritmética dos valores de
absorbancia das triplicatas.

Para categorizar a producdo de biofilme os isolados foram considerados como fracos
produtores (A595 <0.531), produtores intermediarios (A595 = 0.532 a 0.763), fortes produtores
(A595 =0.764-0.999) e fortemente produtores (A595 > 1.0) (Montoya et al., 2017).

4.3.6 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS

4.3.6.1 Células Planctonicas

4.3.6.1.1 Microdilui¢cédo em Caldo

A verificacdo de susceptibilidade aos antifangicos por meio da técnica de microdiluicédo
em caldo foi realizada no Instituto Adolfo Lutz Central, Sdo Paulo-SP, de acordo com a
metodologia preconizada no documento EDef 7.3 do EUCAST (Arendrup et al., 2015). Os
antiflngicos utilizados na pesquisa foram fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina-B
e caspofungina.

Para cada antifungico foi preparada uma microplaca de poliestireno, onde as solugcfes
de trabalho foram confeccionadas por meio de diluicdes seriadas de cada farmaco em meio

RPMI 1640 estéril, com acréscimo de glicose a 2% e tamponamento com MOPS pH 7,0, até
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que fosse obtido uma concentracdo duas vezes superior a concentracdo final almejada para as
andlises de susceptibilidade. A concentracdo dos antifingicos foi de 0,008 a 4 mg/L para
anfotericina B, caspofungina, itraconazol e voriconazol, e de 0,125 a 64 mg/L para fluconazol.

As leveduras foram semeadas em agar Sabouraud dextrose por 24 a 48 horas antes do
teste. Apos o crescimento, foi preparado um indculo fungico com 5 coldnias, representativas e
distintas, em 3 mL de agua destilada. A suspensdo foi homogeneizada em agitador com
velocidade de 2000 rpm durante 15 segundos, e em seguida a turbidez da suspenséo foi ajustada
a escala 0,5 de MacFarland, correspondendo a uma suspensdo de leveduras de 1-5 x 108
CFU/mL. Foi, entdo, preparada uma suspenséo de trabalho com diluicdo de 1:10 da suspensao
padrdo de 1-5 x 10° CFU/mL.

Visando manter a concentracdo de células viaveis, as placas de microdiluicdo foram
inoculadas dentro de 30 minutos ap0s a preparacdo do indculo. Um volume de 100 pL da
suspensao de leveduras foi inoculado em cada poco da placa. A coluna 11 foi utilizada para
verificacdo do controle de crescimento, nestes pocos foram adicionados 100 L de meio estéril
livre de antifingico e 100 pL da mesma suspensdo do indculo. A coluna 12 foi utilizada para
verificacdo do controle de esterilidade do meio e agua utilizados para o teste. Logo foram
adicionados em cada po¢o 100 pL do meio de cultura e a mesma quantidade de agua estéril do
lote usado para o preparo do indculo. Em seguida as placas foram incubadas, sem agitacéo,
durante um periodo de 24 + 2 horas a 35°C. A leitura das placas de microdiluicdo foi realizada
em um leitor de placas com absorbancia estabelecida de 530 nm. Os valores obtidos dos
controles negativos foram subtraidos das leituras dos outros pocos. Para anfotericina B, a CIM
foi a menor concentragao que levou a inibi¢ao >90 % de crescimento quando comparado com
controle de crescimento livre de antifingico. Para os azélicos e equinocandinas a concentracao
inibitéria minima (CIM) foi a menor concentragdo que levou a inibigdo >50 % de crescimento

quando comparado com controle de crescimento livre de antifingico (Arendrup et al, 2015).

4.3.6.1.2 Etest

Todas as leveduras foram estudadas frente aos cinco antiflngicos, para o
estabelecimento da CIM, por meio do método Etest, um teste comercial de sensibilidade a
antifangicos.

O Etest consiste em fitas plasticas com um gradiente definido e continuo de antifungico.

Cada fita contém um gradiente de concentracdo correspondente a 0,016 a 256 pg/mL para
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fluconazol e 0,002 a 32 pg/mL para itraconazol, voriconazol, caspofungina e anfotericina B.
As fitas de Etest foram armazenadas em freezer -20°C até serem utilizadas.

As leveduras foram previamente cultivadas em agar Sabouraud dextrose por 48 horas a
37°C, e a partir destes cultivos, foram feitas suspenses em salina estéril de acordo com a escala
0,5 de MacFarland. O in6culo foi semeado com auxilio de swab alginatado sobre a superficie
do agar Mueller-Hinton contido em placas de Petri. As fitas foram dispostas cuidadosamente
no centro da placa, sobre a superficie do gar.

As placas foram entdo incubadas durante 24 horas a 37°C. A concentracao inibitoria
minima (CIM) foi considerada como a concentracao que estava no ponto em que o limite da
area de inibicdo do crescimento da levedura interceptava a fita de Etest, conforme pode ser
observado na Figura 04.

Figura 04: Placa com meio agar Mueller-Hinton e tiras de Etest apds incubagdo para
verificacdo da susceptibilidade antifingica. Setas Vermelhas demonstram o ponto de interse¢cdo

entre o crescimento fangico e a tira de Etest.
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4.3.6.2 Biofilmes

A verificacdo do perfil de sensibilidade dos biofilmes foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Di Bonaventura et al. (2006), com algumas modificagdes. Os
antifangicos utilizados na pesquisa foram fluconazol, com concentracdo de 0,125 a 64 mg/L e
itraconazol, voriconazol, anfotericina B e caspofungina com concentracfes de 0,008 a 4 mg/L.

As leveduras foram semeadas em &gar Sabouraud dextrose por 48 horas antes do teste.
A partir do crescimento obtido foi preparado um in6culo padronizado com 5 mL de meio RPMI
1640 tamponado com MOPS em pH 7,0 com turbidez compativel a escala 0,5 de MacFarland
(1x106). Foram transferidas aliquotas de 200uL do in6culo para as placas de poliestireno em
duplicata, as quais foram incubadas a 35°C durante 6 horas, visando a adesdo das células ao
substrato. A coluna 11 das placas foi utilizada para verificagdo do controle de crescimento,
sendo que nestes pocos foram adicionados 100 pL de meio estéril livre de antifangico e 100 pL
da mesma suspensdo do inéculo. A coluna 12 foi utilizada para verificacdo do controle de
esterilidade do meio e &gua utilizada para o teste.

Apo6s o periodo de incubacdo, as placas foram aspiradas com o auxilio de uma
micropipeta e cada pogo foi lavado com Phospate Buffer Solution (PBS) acrescido de Tween
20%. Apos a lavagem foram adicionados em cada po¢o 100uL de meio RPMI 1640 tamponado
com MOPS estéril e novamente direcionados para incubagdo a 35°C durante um periodo de 48
horas.

Apos a incubacgéo o sobrenadante contido nos pocos foi removido e duas novas lavagens
com PBS Tween 20% foram realizadas. Em seguida foram adicionados em cada po¢o 200uL
do meio RPMI previamente preparado com os antifungicos em concentragcdes que variam de
acordo com o antifangico de escolha. As placas foram novamente incubadas, por 24 horas para
caspofungina e por 48 horas para fluconazol, voriconazol, itraconazol e a anfotericina B. Ap6s
a incubacdo, os sobrenadantes de cultivo dos biofilmes foram aspirados e desprezados e 0s
pocos foram lavados com PBS Tween 20% visando a remocao de células ndo aderidas. Apos a
lavagem todo o PBS foi cuidadosamente retirado.

Em abrigo de luz direta foi adicionado 50 pL de PBS estéril, 75 pL da solu¢do XTT
estéril (Lmg/mL em PBS — Sigma) e 6 pL de solu¢do de menadiona (1 mM em acetona — Sigma)
em cada po¢o. Em seguida as placas foram incubadas durante 5 horas a 35°C. Ap0s o0 periodo
estabelecido de incubacdo, a solugdo de XTT foi retirada e transferida para novos pogos. A
leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 492 nm, sendo considerado a concentracao

inibitéria minima em biofilme para caspofungina e azdlicos a menor concentracdo capaz de
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diminuir 50% da atividade metabolica dos biofilmes em comparacdo ao controle sem
antifungico, enquanto para a anfotericina B a concentragéo inibitdria minima considerada foi

aquela capaz de inibir 90% da atividade metabdlica dos biofilmes.

4.3.6.3 Interpretacdo das Concentragdes Inibitorias Minimas (CIMs)
Apesar do aumento de infecgdes causadas por Trichosporon spp., até 0 momento nao
existem breakpoints formalmente propostos para o género, o que impede sua classificacdo com

relacdo a sua sensibilidade ou resisténcia aos antifangicos estudados.

4.3.7 DIVERSIDADE GENOTIPICA

4.3.7.1 Genotipagem e analise filogenética de T. asahii

A genotipagem dos isolados foi realizada com as amostras de T. asahii, e para tal as
sequéncias IGS1 de T. asahii obtidas neste estudo foram comparadas com sequéncias de DNA
depositadas no GenBank dos 15 genotipos ja descritos em literatura.

Para a analise filogenética das amostras de T. asahii foram comparados os dados obtidos
por meio do sequenciamento da regido IGS1 do rDNA. Esta anéalise envolveu 32 sequéncias de
nucleotideos, com total de 551 posi¢cdes no conjunto de dados final. As anélises evolutivas
foram conduzidas no software MEGA X. Sequéncia de DNA de cepa referéncia de
Trichosporon faecale CBS 4828 (KM488293) foi utilizada como grupo externo para as analises

filogenéticas.

4.3.8 ANALISE ESTATISTICA

A quantificacdo do biofilme para cada isolado foi realizada em triplicata, as médias
obtidas foram comparadas por meio do teste Shapiro-Wilk. Os resultados foram considerados
significativos quando P < 0,05.

Os resultados obtidos de fatores de viruléncia e producdo de biofilmes foram
comparados entre as amostras humanas, animais e ambientais com os testes de Qui-Quadrado

e Kruskal Wallis respectivamente. O valor de P < 0,05 foi considerado significativo.



Resulbartes
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5. RESULTADOS
5.1 IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS DE Trichosporon spp.

O meio cromogénico CHROMagar Candida® foi utilizado na triagem das amostras para
avaliacdo da pureza e viabilidade das mesmas. Também foi avaliado o comportamento
cromogénico das leveduras quando semeadas em meio diferencial e nenhum padrao especifico
na expressdo fenotipica dos isolados foi observada, sendo que 12 coloracGes diferentes foram
expressas pelos isolados de Trichosporon frente & assimilacdo dos cromdgenos presentes no
meio (Anexo 01).

Na observacdo microscépica em Corn Meal agar, todos os isolados apresentaram
blastoconidios, hifas, pseudo-hifas e artroconidios. Nenhum isolado apresentou células
apresorias, que correspondem a modificacbes morfologicas em segmentos terminais ou

intercalares nas hifas e que ocorrem em algumas espécies do género (Figura 05).

Figura 05: Caracteristicas micromorfoldgicas dos isolados de Trichosporon spp. Setas pretas
— Artroconidios; Setas vermelhas — Pseudohifas; A — Leitura 7 dias; B, C e D — Leitura 15 dias.
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Todas as amostras foram caracterizadas como urease positiva, tolerantes a
cicloheximida 0,1% e apresentaram capacidade de crescimento em temperatura de 37°C (Anexo
02). Nenhuma das 59 amostras fermentaram carboidratos (Anexo 03). Todos os dados obtidos
nos estudos fenotipicos foram analisados por meio das chaves taxondémicas, e um total de 100%
das amostras foram identificadas até o nivel de espécie (Anexo 04).

A técnica de espectrometria MALDI-TOF identificou 74,5% (44/59) das amostras como
leveduras do género Trichosporon, sendo que 25,5% (15/59) dos isolados ndo puderam ser
identificados (Anexo 04).

A caracterizacdo molecular, por meio da amplificacdo e sequenciamento da regido
IGS1, foi realizada como técnica padrdao-ouro na identificacdo dos isolados de Trichosporon
spp. Do total de amostras estudadas, a espécie que apresentou maior frequéncia foi T. asahii
(52.6% - 31/59), seguida por T. debeurmannianum (18,6% - 11/59), T. inkin (13,5% - 08/59) e
T. dermatis (5,1% - 03/59) (Tabela 03 e Anexo 04). Entre as amostras isoladas de material
humano a espécie mais frequente foi T. asahii (68,5% - 30/44) e nos isolados ambientais T.
debeurmannianum (100% - 11/11). Entre as 04 cepas de origem animal, espécies distintas
foram identificadas (Tabela 04).

Tabela 03 — Frequéncia das espécies entre as 59 amostras de Trichosporon identificadas por

meio da amplificacdo e sequenciamento da regido 1GS1.

Isolados Identificados

Espécie

% (N)
T. asahii 52,6(31)
T. debeurmannianum 18,6 (11)
T. inkin 13,5 (08)
T. dermatis 5,1 (03)
T. coremiiforme 3,4 (02)
T. montevideense 1,7 (01)
T. veenhuisii 1,7 (01)
T. insectorum 1,7 (01)
Trichosporon spp. 1,7 (0,1)

TOTAL 100 (59)
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Tabela 04 - Frequéncia das espécies de Trichosporon distribuidas de acordo com a origem dos
isolados (humana, animal e ambiental) e identificadas por meio da amplificacdo e

sequenciamento da regido IGSL.

Origem/Espécie Isolados Identificados
% (N)
Humanas (n=44)
T. asahii 68,5 (30)
T. inkin 18,1 (08)
T. dermatis 6,8 (03)
T. coremiiforme 2,2 (01)
T. montevideense 2,2 (01)
T. veenhuisii 2,2 (01)
Animal (n=04)
T. asahii 25,0 (01)
T. coremiiforme 25,0 (01)
T. insectorum 25,0 (01)
Trichosporon spp. 25,0 (01)

Ambiental (n=11)
T. debeurmannianum 100 (11)

O nivel de concordancia entre a metodologia fenotipica tradicional e a técnica
molecular, na identificacdo das 59 amostras de Trichosporon, foi de 55.9% (34/59). A
concordancia na identificacdo entre MALDI-TOF MS e a técnica molecular foi de 67.8%
(40/59). Quando comparadas as técnicas de MALDI-TOF MS e fenotipica tradicional, a
concordancia foi de 59,3% (35/59). A espécie que obteve maior concordancia nas identificacGes
foi T. asahii, sendo 100% quando comparada a técnica molecular com a fenotipica tradicional,
93,5% (29/31) quando comparada a metodologia molecular com MALDI-TOF MS e 93,5%
(29/31) quando comparado a metodologia fenotipica com MALTI-TOF MS conforme pode ser

observado na Tabela 05.
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Tabela 05 — Comparacdo da identificacdo de 59 amostras de Trichosporon spp. por

sequenciamento da regido IGS1, método fenotipico tradicional e MALDI-TOF MS

Sequenciamento Método
Espécies dacl1 regido 1GS1 Fenotipica MALDI-TOF MS

N N N
T. asahii 31 31 29
T. debeurmannianum 11 0 0
T. inkin 8 1 9
T. dermatis 3 0 0
T. coremiiforme 2 1 2
T. montevideense 1 1 1
T. veenhuisii 1 0 0
T. faecale 0 1 0
T. japonicum 0 10 0
T. mucoides 0 14 3
T. insectorum 1 0 0
Trichosporon spp 1 0 0
Sem identificacdo 0 0 15
TOTAL 59 59 59

5.2 FATORES DE VIRULENCIA

Neste estudo foi verificado que 89,8% e 96,6% dos isolados ndo apresentaram
atividade para as enzimas proteinase e fosfolipase, respectivamente (Tabela 06). As amostras
humanas, animais e ambientais, predominantemente, ndo apresentaram atividade enzimatica
(Figura 06). As unicas amostras que apresentaram secrecdo das enzimas proteinase foram: 01
amostra de T. asahii, 03 de T. dermatis e 02 de T. debeurmannianum. Em relacdo a enzima
fosfolipase, 01 amostra de T. asahii apresentou atividade e 01 de T. debeurmannianum. A
andlise estatistica da producdo das enzimas proteinase e fosfolipase comparando entre 0s grupos
de origem humana, ambiental e animal foi realizada pelo método qui-quadrado, sendo que valor
obtido de P foi 0,5627 e 0,5223, respectivamente, ou seja, ambos ndo possuem significancia

estatistica, uma vez que foi estabelecido como referéncia o valor de P < 0,05.
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Tabela 06 — Atividade das enzimas proteinase e fosfolipase apresentada pelas 59 amostras de
Trichosporon spp. estudadas.

indice de Atividade Enzimatica (Pz)

1 2 3
Espécies n (%) n (%) n (%)

AF AP AF AP AF AP
T. asahii 30 (52,7) 30 (56,7) 1 (50) 1(16,7) - -
T. debeurmannianum 10 (17,5) 9 (16,9 1 (50) 2 (33,3) - -
T. inkin 8 (14,3) 8(15,1) - - - -
T. dermatis 3(52) - - 3 (50) - -
T. coremiiforme 2 (3,5 2 (3,7 - - - -
T. montevideense 1(1,7) 1(1,9) - - - -
T. veenhuisii 1(1,7) 1(1,9) - - - -
T. insectorum 1(1,7) 1(1,9) - - - -
Trichosporon spp. 1(1,7) 1(1,9) - - - -
TOTAL 57 (96,6) 53 (89,8) 2 (3,9) 6 (10,2) 0 0

AF = atividade fosfolipasica; AP = atividade proteolitica; Pz = Valores da atividade enzimatica, segundo Price et al (1982):
Pz = 1 auséncia de atividade enzimatica = indice 1; 1,0< Pz > 0.64 atividade enzimatica positiva = indice 2; Pz < 0.64
atividade enzimatica fortemente positiva = indice 3.

PROTEINASE

90,9%
o, 100% 81,5%
\le% g%

HUMANAS ANIMAIS AMBIENTAIS

H Auséncia Atividade Enzimatica ® Atividade Enzimatica Positiva

FOSFOLIPASE

97,8% 100% 90,9%
0,

HUMANAS ANIMAIS AMBIENTAIS

H Auséncia Atividade Enzimatica Atividade Enzimatica Positiva

Figura 06 - Atividade das enzimas proteinase e fosfolipase das amostras de Trichosporon spp.

distribuidas entre os grupos de origem humana, ambiental e animal.
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A habilidade de formar biofilme sob a superficie de placas de poliestireno foi observada

em 100% dos isolados, sendo que 54,3% (32/59) das amostras foram consideradas como

fortemente produtoras (Tabela 07). Comparando entre os grupos de origem humana, animal e

ambiental a maioria dos isolados foi classificado como fortemente produtor, com valores de

50%, 75% e 63,6%, respectivamente (Figura 07). Entre as espécies, T. asahii apresentou o

maior numero de isolados na classificacdo fortemente positivo (14/32).

Tabela 07 — Producdo de biofilme distribuida de acordo com a espécie de Trichosporon.

Absorbancia (nm)

Classificacdo (n)

Espécies Média (mimino- Fortemente Forte Intermediario Fraco
mMaximo) Produtor Produtor Produtor Produtor
T. asahii 0,971 (0,005-3,800) 14 01 02 14
T. debeurmannianum 1,814 (0,008-3,350) 07 0 0 04
T. inkin 2,002 (0,316-2,913) 07 0 0 01
T. dermatis 0,804 (0,353-1,637) 01 0 0 02
T. coremiiforme 1,149 (0,061-2,237) 01 0 0 01
T. montevideense 3,812 01 0 0 0
T. veenhuisii 0,278 0 0 0 01
T. insectorum 1,790 01 0 0 0
Trichosporon spp 0,029 0 0 0 1
TOTAL 1,330 (0,005-3,812) 32 (54,3%) 01 (1,7%) 02 (3,3%) 24 (40,7%)
Produgdo de Biofilme
I— 75%
' 63,60%
43,19% 50%
|
36,40%
: /
25% v
4,54% /
Clinica Humana Clinica Animal Ambiental

O FRACO PRODUTOR
] FORTE PRODUTOR

01 PRODUTOR INTERMEDIARIO
OO FORTEMENTE PRODUTOR

Figura 07 - Caracterizacdo, em relacédo a formacao de biofilme, das amostras de Trichosporon

spp. distribuidas entre os grupos de origem humana, ambiental e animal.
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A analise estatistica da producdo de biofilme entre os grupos de origem humana,
ambiental e animal foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com o valor de significancia
estabelecido em P < 0,05, entretanto, ndo foram observadas diferengas estatisticas significativas

entre os grupos analisados (Tabela 08).

Tabela 08 - Produgdo de biofilme dos isolados de Trichosporon spp. distribuidos entre os

grupos de origem humana, ambiental e animal.

Absorbancia (nm)

Origem Média (minima- Valor-p*
maxima)
Humana 1,223 (0,005-3,812)
Ambiental 1,734 (0,008-3,350) 0,410
Animal 1,446 (0,029-2,237)

* Teste de Kruskal-Wallis

5.3 SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFUNGICOS
5.3.1. Células Plancténicas

As Tabelas 09 e 10 mostram os intervalos de CIM e as CIMs que inibiram 50% e 90%
das amostras (CIMsg e CIMgg), com os dois métodos estudados e distribuidos de acordo com a
origem da amostra (humana, ambiental, animal). De um modo geral, independente da origem
da amostra, em ambos 0s métodos foram observadas CIMs elevadas para os antifingicos
fluconazol e caspofungina, sendo que para algumas espécies a anfotericina B e o0 itraconazol
também apresentaram valores elevados. VVoriconazol apresentou os menores valores de CIM
para as amostras humanas e animais em ambas as metodologias estudadas e para as amostras
ambientais na metodologia de microdiluicdo em caldo. Quando as amostras ambientais foram
testadas frente ao método comercial Etest, foi observado valores menos elevados de CIM frente
ao antifungico anfotericina B.

Para o método Etest, independente da origem da amostra, foram observados valores
maiores de CIMs para os antifangicos caspofungina, fluconazol e itraconazol. Na técnica de
microdiluicdlo em caldo as amostras humanas e ambientais apresentaram menor
susceptibilidade frente a caspofungina, anfotericina B e fluconazol, enquanto as amostras
animais, seguiram o mesmo padrdo observado no método comercial Etest, expondo maiores

resultados de CIMs para os antifngicos caspofungina, itraconazol e fluconazol.
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Comparando os valores de CIMs entre os dois métodos, no Etest os antifingicos
fluconazol, caspofungina e itraconazol apresentaram intervalos de CIMs bem amplos em
relacdo aqueles observados para o0 EUCAST, com valores de CIMsg e CIMgo maiores e
discrepantes. Discrepancias menores foram observadas nos antifungicos anfotericina B e
voriconazol, sendo que, para a anfotericina B foram observados valores menores de CIMs pelo
método Etest. A falta de breakpoints formalmente propostos para o género, impediu a
classificacdo com relacéo a sua sensibilidade ou resisténcia.

Todas as espécies apresentaram elevados valores de CIMso e CIMgo frente ao fluconazol
e caspofungina em ambos os métodos. Vale ressaltar que T. asahii e as amostras ambientais
representadas por T. debeurmannianum apresentaram valores bem maiores de CIM frente ao
fluconazol utilizando o método Etest. Trichosporon asahii também apresentou valores maiores
frente a anfotericina B (Tabela 11). As demais espécies demonstraram valores variados de
ClIMs.

Tabela 09: CIMso e ClMgo dos 59 isolados de Trichosporon spp. frente a cinco antifingicos por

meio do método de microdiluicdo EUCAST.

FArmacos Humanas Animais Ambientais

AntifL'Jngicos Range C|M50 C||V|go Range C|M50 C|Mgo Range C||V|5o C||V|go
mg/L mg/L  mg/L mg/L mg/L  mg/L mg/L mg/L mg/L

Fluconazol 0,25-32 2,285 7,2 05-2 1 18 0,25-8 0,85 3,8

Itraconazol  0,015-0,5 0,112 0,362 0,03-0,25 0,06 0,198 0,015-0,5 0,133 0,247

Voriconazol 0,015-0,5 0,033 0,114 0,03-0,06 0,04 0,056 0,015-0,25 0,07 0,202
Anfotericina-B 0,06 -4 0,538 1,933 1 N.D N.D 05-1 N.D 0,816
Caspofungina  0,03-4 0,973 3,022 2-4 N.D 3,2 2-4 2,625 3,725

N.D — Valores de CIM nao definidos

Tabela 10 - CIMso e ClIMg dos 59 isolados de Trichosporon spp. frente a cinco antifngicos por

meio do método comercial “Etest”.

, Clinicas Humanas Clinicas Animais Ambientais
Farmacos

Antifl]ngicos Range CIMsy ClMgg Range CiMs; ClMgg Range ClMsg ClMgg
pg/ml pg/ml - pg/mi pg/ml pg/ml pg/mi ug/ml pg/ml pg/ml

Fluconazol 3-256 12,666 185,6 2-24 2 16,8 4 — 256 9 23,2

Itraconazol 0,38 - 32 2,75 14,4 2->32 2 20,8 0,094 -2 0,875 1,725

Voriconazol 0,004-3 0,131 0,371 0,023-0,19 0,058 0,151 0,064-0,75 0,17 0,367
Anfotericina-B 0,019 -8 0,38 1,266 0,064-05 0,064 0,376 0,003-0,38 0,007 0,275
Caspofungina 0,094 -32 15,287 28,657 32 32 32 0,25-32 14,537 28,507
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Tabela 11 - Valores de CIMso e CIMgo das espécies de Trichosporon, frente a cinco

antifungicos estudadas por meio do método de microdiluicdo em caldo EUCAST e Etest.

Espécies (n° de isolados e Eucast Etest

farmacoss antifiingicos) Range CIM 5o CIM g Range CIM so CIM g0
T. asahii (n=31)
Fluconazol 05-32 2,454 25,4 3-256 17,333 206,4
Itraconazol 0,015-0,5 0,105 0,306 1-32 3,1 15,6
Voriconazol 0,015-0,5 0,012 0,118 0,004 -1,5 0,153 0,377
Anfotericina B 0,12-4 0,694 2,45 0,019-8 0,464 1,483
Caspofungina 0,03-4 0,98 3,38 0,094 — 32 14,946 28,589
T. debeurmannianum (n=11)
Fluconazol 0,25-8 0,85 3,8 4 — 256 8,5 23,2
Itraconazol 0,015-0,5 0,113 0,247 0,094 -3 0,875 1,975
Voriconazol 0,015 - 0,25 0,07 0,202 0,064 - 0,75 0,170 0,367
Anfotericina B 05-1 N.D. 1,45 0,003 -0,38 0,007 0,275
Caspofungina 2-4 2,625 3,725 0,25-32 14,501 28,534
T. inkin (n=8)
Fluconazol 0,25-8 1 48 448 7 19,2
Itraconazol 0,015 -0,25 0,03 0,198 1-32 2,666 20,8
Voriconazol 0,015-0,12 0,024 0,072 0,094 - 0,38 0,094 0,228
Anfotericina B 0,06-1 0,31 0,866 0,19-0,5 0,21 0,404
Caspofungina 1-2 1,333 1,866 32 N.D. N.D.
T. dermatis (n=3)
Fluconazol 2-8 3 6,8 6-8 N.D. 7.4
Itraconazol 0,5 N.D. N.D. 0,38-15 0,44 1,2
Voriconazol 0,03-0,06 N.D. 0,051 0,094 - 0,125 N.D. 0,115
Anfotericina B 0,06-1 0,155 0,775 0,023 - 0,25 0,027 0,184
Caspofungina 012-1 0,34 0,868 32 N.D. N.D.
T. coremiiforme (n=2)
Fluconazol 2-4 2 3,6 4-6 4 5,6
Itraconazol 0,25-0,5 0,25 0,45 2 N.D. N.D.
Voriconazol 0,03 -0,06 0,03 0,054 0,094 - 0,125 0,094 0,121
Anfotericina B 0,06-1 0,06 0,812 0,19-0,5 0,19 0,438
Caspofungina 1-2 1 1,80 32 N.D. N.D.
T. montevideense (n=1)
Fluconazol 2 N.D. N.D. 6 N.D. N.D.
Itraconazol 0,015 N.D. N.D. 15 N.D. N.D.
Voriconazol 0,015 N.D. N.D. 0,19 N.D. N.D.
Anfotericina B 0,12 N.D. N.D. 0,75 N.D. N.D.
Caspofungina 2 N.D. N.D. 32 N.D. N.D.
T. veenhuisii (n=1)
Fluconazol 16 N.D. N.D. 64 N.D. N.D.
Itraconazol 0,25 N.D. N.D. 15 N.D. N.D.
Voriconazol 0,25 N.D. N.D. 3 N.D. N.D.
Anfotericina B 1 N.D. N.D. 0,75 N.D. N.D.
Caspofungina 1 N.D. N.D. 32 N.D. N.D.
T. insectorum (n=1)
Fluconazol 2 N.D. N.D. 2 N.D. N.D.
Itraconazol 0,06 N.D. N.D. 2 N.D. N.D.
Voriconazol 0,06 N.D. N.D. 0,023 N.D. N.D.
Anfotericina B 1 N.D. N.D. 0,064 N.D. N.D.
Caspofungina 2 N.D. N.D. 32 N.D. N.D.
Trichosporon spp. (n=1)
Fluconazol 1 N.D. N.D. 2 N.D. N.D.
Itraconazol 0,12 N.D. N.D. 4 N.D. N.D.
Voriconazol 0,06 N.D. N.D. 0,094 N.D. N.D.
Anfotericina B 1 N.D. N.D. 0,064 N.D. N.D.
Caspofungina 2 N.D. N.D. 32 N.D. N.D.

N.D — Valores de CIM nao definidos
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5.3.2. Biofilmes

A Tabela 12 apresenta o perfil de sensibilidade dos biofilmes, demonstrando as Cl1Mso
e CIMgo das amostras de acordo com a sua origem (humana, ambiental, animal). De um modo
geral, independente da origem da amostra, foram observadas CIMs elevadas para todos os
antifingicos testados, sendo eles, fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina B e
caspofungina. Entre os az6is foram encontradas concentracdes de 2 a 32 vezes maiores que
aquelas observadas para células planctdnicas utilizando o método EUCAST, sendo que destes,
as maiores variagOes foram observadas para fluconazol e voriconazol. Concentracdes de 4 a 66
vezes maiores foram observadas para a anfotericina B e de 2 a 33 vezes maiores para a

caspofungina.

Tabela 12 - CIMsg e CIMg dos biofilmes de 59 isolados de Trichosporon spp. frente a cinco

antifingicos por meio do método de microdiluicdo EUCAST.

Clinicas Humanas Clinicas Animais Ambientais
Antifungicos

Range CIMsy CIMg Range CIMsy CliMg Range CIMsy ClMgg
mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L  mg/L mg/L mg/L

Fluconazol 0,125-64 4557 60,29 64 N.D N.D 64 N.D N.D
Itraconazol 0,0625-4 2,92 3,78 4 N.D N.D 0,5-4 2,77 3,75
Voriconazol 0,008-4 2,87 3,77 1-4 1 3,4 05-4 2,07 3,61
Anfotericina-B 4 N.D N.D 4 N.D N.D 4 N.D N.D
Caspofungina 1-4 2,47 3,69 4 N.D N.D 4 N.D N.D

N.D — Valores de CIM nao definidos

Embora os valores de CIM tenham sido elevados, em relacdo as espécies, T.
coremiiforme apresentou valores menores de CIM para fluconazol, T. montevideense para
itraconazol, T. insectorum para vorizonazol e por fim, a espécie de T. veenhuisii apresentou

menor susceptibilidade frente ao fluconazol e ao vorizonazol (Tabela 13).
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Tabela 13 - CIMso e CIMgo dos biofilmes formados pelas espécies de Trichosporon, frente a

cinco antifungicos estudados por meio do método de microdiluicdo em caldo EUCAST.

Eucast - Biofilme

Espécies (n° de isolados e drogas antifingicas)

Range CiMso ClMgo
T. asahii (n=31)
Fluconazol 0,5-64 46,28 60,45
Itraconazol 1-4 2,45 3,69
Voriconazol 0,008 - 4 2,89 3,77
Anfotericina B 4 N.D N.D
Caspofungina 1-4 2,45 3,69
T. debeurmannianum (n=11)
Fluconazol 64 N.D N.D
Itraconazol 05-4 2,77 3,75
Voriconazol 05-4 2,07 3,61
Anfotericina B 4 N.D N.D
Caspofungina 4 N.D N.D
T. inkin (n=8)
Fluconazol 0,125 - 64 27,49 56,69
Itraconazol 4 N.D N.D
Voriconazol 1-4 2,28 3,65
Anfotericina B 4 N.D N.D
Caspofungina 4 N.D N.D
T. dermatis (n=3)
Fluconazol 0,125 - 64 16,08 54,70
Itraconazol 4 N.D N.D
Voriconazol 4 N.D N.D
Anfotericina B 4 N.D N.D
Caspofungina 4 N.D N.D
T. coremiiforme (n=2)
Fluconazol 4 N.D N.D
Itraconazol 4 N.D N.D
Voriconazol 1-4 1 3,4
Anfotericina B 4 N.D N.D
Caspofungina 4 N.D N.D
T. montevideense (n=1)
Fluconazol 64 N.D N.D
Itraconazol 0,0625 N.D N.D
Voriconazol 4 N.D N.D
Anfotericina B 4 N.D N.D
Caspofungina 4 N.D N.D
T. veenhuisii (n=1)
Fluconazol 0,125 N.D N.D
Itraconazol 4 N.D N.D
Voriconazol 0,5 N.D N.D
Anfotericina B 4 N.D N.D
Caspofungina 4 N.D N.D
T. insectorum (n=1)
Fluconazol 64 N.D N.D
Itraconazol 4 N.D N.D
Voriconazol 1 N.D N.D
Anfotericina B 4 N.D N.D
Caspofungina 4 N.D N.D
Trichosporon spp. (n=1)
Fluconazol 64 N.D N.D
Itraconazol 4 N.D N.D
Voriconazol 4 N.D N.D
Anfotericina B 4 N.D N.D
Caspofungina 4 N.D N.D

N.D — Valores de CIM néo definidos
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5.4 DIVERSIDADE GENOTIPICA E ANALISE FILOGENETICA - T. asahii

A verificacdo da diversidade genotipica por sequenciamento da regido IGS1 das

amostras de T. asahii demonstrou a presenca de trés genotipos (Tabela 14). Foi

predominantemente encontrado o gendtipo 1 (83,88% - 26/31), seguido pelos genotipos 4
(12,90% - 4/31) e 7 (3,22% - 1/31) (Figura 08). Quanto a localizacao geografica, os genotipos

1 e 4 foram isolados em S&o Paulo-SP e Cuiaba-MT, enquanto entre os isolados da cidade de

Bauru-SP foram encontrados gendtipos 1 e 7 (Figura 09), ndo configurando associagdo de

gendtipos com regido geografica, uma vez que o gendétipo 7 é representado por uma Unica

amostra.

Tabela 14 - Analise de diversidade genotipica dos isolados de Trichosporon asahii por

sequenciamento da regido IGSI

AMOSTRAS ORIGEM Procedéncia GENOTIPO IGS1
1 Humana Sédo Paulo-SP Genotipo 1
2 Humana Sé&o Paulo-SP Genotipo 1
3 Humana Séo Paulo-SP Genétipo 1
4 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
5 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
6 Humana Sé&o Paulo-SP Genotipo 1
7 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
8 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
9 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
10 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
11 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
12 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
13 Humana Séo Paulo-SP Genotipo 1
14 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
15 Humana S&o Paulo-SP Genotipo 1
16 Humana Bauru-SP Genétipo 1
17 Humana Bauru-SP Gendtipo 7
19 Humana Bauru-SP Gendtipo 1
27 Humana Cuiaba-MT Genétipo 1
30 Humana Cuiabd-MT Genotipo 1
31 Humana Cuiabd-MT Gendtipo 1
32 Humana Cuiaba-MT Genotipo 4
33 Humana Cuiaba-MT Genotipo 4
34 Humana Cuiabd-MT Genotipo 1
38 Humana Cuiaba-MT Genotipo 1
40 Humana Cuiaba-MT Genotipo 1
41 Humana Cuiaba-MT Genotipo 4
42 Humana Cuiabad-MT Genotipo 1
43 Humana Cuiabad-MT Genotipo 1
44 Humana Sé&o Paulo-SP Genotipo 1
47 Animal Brasil Genotipo 4




Predominancia dos Genodtipos nas
Amostras de T. asahii
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B GENOTIPO 1
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Figura 08: Predominancia dos genoétipos de T. asahii por sequenciamento da regido IGSL1.
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[* Cuiaba — MT (gen6tipos 1 e 4) @

F* Bauru — SP (gen6tipos 1 e 7)

[ S&o Paulo — SP (gendtipos 1 e 4)

Figura 09: Distribuicdo geogréafica dos gendtipos de T. asahii por sequenciamento da regido

IGS1.
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Né&o foi observada associacdo entre 0s genétipos encontrados e a secrecdo de enzimas.
Apenas 3,22% das amostras apresentaram atividade enzimaética, tanto para proteinase quanto
para fosfolipase, sendo que em ambos 0s casos as mesmas foram identicadas como sendo do
gendtipo 1 (Figura 10).

B Gendtipo 1
x x
3 3 E Gendtipo 4
=) =)
0 0
W Gendtipo 7
X X
o o
o )
9 3 X S N3 xX

[ N [V o

~ o ~ (o]

(== =l (] =l
AUSENCIA PRESENCA AUSENCIA PRESENCA
ATIVIDADE ATIVIDADE ATIVIDADE ATIVIDADE
ENZIMATICA ENZIMATICA ENZIMATICA ENZIMATICA

PROTEINASE FOSFOLIPASE

Figura 10: Associacdo entre atividade enzimatica e genotipos de T. asahii.

Em relacdo a producdo de biofilme em placas de poliestireno, também ndo foram
observadas associacdes entre 0s gendtipos e os resultados obtidos. O gendtipo 1 foi
predominante na presente pesquisa e estes isolados se classificaram como fortemente

produtores (38,72%), fracos produtores (35,50%), produtores intermediarios (6,45%) e fortes
produtores (3,22%) (Figura 11).
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Figura 11: Associacéo entre capacidade de producéo de biofilme em placas de poliestireno e

gendtipos de T. asahii.

Quanto aos testes de susceptibilidade antifingica, também ndo foram observadas
alteracBes nos valores das CIMs que se relacionem com o0s genotipos de T. asahii, tanto na

técnica de microdiluicdo em caldo EUCAST, quanto no método comercial Etest (Tabela 15).

Tabela 15: Susceptibilidade antifungica dos biofilmes pelos 31 isolados de T. asahii em relacéo

aos genotipos estudados.

Genotipo 1 Genotipo 4 Genotipo 7
Antifangicos (n=26) (n=4) (n=1)
Range CIMs Range CIMs Range CIMs
(Hg/mL) (ng/mL) (ng/mL)
Fluconazol 0,5-64 64 64
Itraconazol 1-4 4 4
Voriconazol 0,008-4 4 4
Anfotericina B 4 4 4
Caspofungina 1-4 4 4

Para realizacdo da andlise filogenética das amostras de T. asahii foram comparados 0s
dados obtidos por meio do sequenciamento da regido IGS1 do rDNA. Esta andlise envolveu 32

sequéncias de nucleotideos, havia um total de 551 posi¢fes no conjunto de dados final. As
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analises evolutivas foram conduzidas no software MEGA X. Com a analise filogenética foi
possivel verificar que as amostras 17, 47, 32 e 33 se diferenciaram das demais quando
devidamente alinhadas na arvore filogenética, tendo maior destaque em sua diferenciagdo as
trés Gltimas citadas. A amostra 17 € um isolado classificado como gendtipo 7, enquanto as
amostras 47, 32 e 33 se classificam como gendtipo 4. Na andlise filogenética, ndo foi possivel
a inclusdo de uma amostra de gendtipo 4, uma vez que o sequenciamento relizado, mesmo apos
varias tentativas, ndo ficou adequado para este estudo. Todos os isolados de T. asahii de

gendtipo 1 apresentaram similaridade pelo método da méaxima verossimilhanca (Figura 12).

T. asahii 19 - Genotipo 1
Trichosporon asahii strain CBS 5599 (MK737694)
. asahii 16 - Genotipo 1
. asahii 15 - Genotipo 1
. asahii 14 - Genotipo 1
. asahii 13 - Genotipo 1
asahii 12 - Genotipo 1
asahii 11 - Genotipo 1
asahii 10 - Genotipo 1
asahii 9 - Genotipo 1
asahii 8 - Genotipo 1
asahii 7 - Genotipo 1
asahii 6 - Genotipo 1
asahii5 - Genotipo 1
asahii 4 - Genotipo 1
asahii 3 - Genotipo 1
asahii 2 - Genotipo 1
asahii 1 - Genotipo 1
asahii 34 - Genotipo 1
asahii 43 - Genotipo 1
asahii 27 - Genotipo 1

asahii 38 - Genotipo 1
. asahii 30 - Genotipo 1
. asahii 31 - Genotipo 1
. asahii 40 - Genotipo 1
. asahii 44 - Genotipo 1
T.asahii 42 - Genotipo 1
~ T. asahii 17 - Genotipo 7
T. asahii 47 - Genotipo 4
T. asahii 32 - Genotipo 4
T. asahii 33 - Genotipo 4

Ao A A A A A A A A A A A A A A A A A A A A

99

Trichosporon faecale strain CBS 4828 (KM488293)

0.020

Figura 12: Analise filogenética dos genotipos de T. asahii.
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6. DISCUSSAO

A taxonomia do género Trichosporon tem evoluido nos altimos anos e novas
classificagBes vem sendo propostas (Liu et al., 2015). Estas alteragdes taxonémicas e 0
consequente aumento do numero de novas espécies, acarretam novos cenarios em relacdo a
variabilidade de fatores relacionados a viruléncia, manifestacGes clinicas e susceptibilidade
antifungica. Assim faz-se necessario ferramentas diagndsticas que permitam uma identificacao
precisa das diferentes espécies fungicas (Espirito Santo et al., 2020).

A identificacdo das leveduras patogénicas em laboratorios de micologia médica
fundamenta-se em metodologias fenotipicas tradicionais, em sistemas comerciais manuais e
automatizados ou em estudos moleculares, sendo este ultimo ainda restrito a laboratérios de
pesquisa.

A identificacdo fenotipica das espécies de Trichosporon é realizada por meio do método
classico de observacdo de suas caracteristicas microscopicas e macroscopicas. Estes
microrganismos formam hifas, pseudohifas, artroconidios e blastoconidios. Em agar Sabouraud
dextrose, crescem como colonias leveduriformes de coloragdo creme e aspecto cerebriforme. A
presenca de artroconidios € a principal caracteristica deste grupo de fungos. Complementando
os achados morfoldgicos, também sdo realizadas provas de assimilacdo e fermentacdo de
nutrientes, hidrolise da ureia e tolerancia do microrganismo a diferentes temperaturas e meios
de cultura (Kurtzman, Fell e Boekhout, 2011; Singh et al., 2019).

Existem poucos trabalhos relacionados a identificacdo fenotipica de isolados de
Trichosporon spp. por meio do método classico, provavelmente devido ao fato de esta levedura
ser emergente em infec¢Oes invasivas e 0s laboratdrios de rotina ndo estarem preparados para
identificacdo acurada das espécies do género. Além disso, poucos trabalhos foram realizados
utilizando a metodologia fenotipica para identificacdo de Trichosporon apds as revisdes
taxonémicas do género (Chagas-Neto et al. 2009).

Neste estudo, para a analise fenotipica, inicialmente foi realizada a purificacdo das
amostras com o auxilio do meio cromogénio CHROMagar Candida®, que foi efetivo como
método de triagem das amostras na avaliacdo da pureza e viabilidade das mesmas. Este meio é
utilizado comumente em laboratérios clinicos para a identificacdo presuntiva rapida de isolados
de Candida spp. por meio da coloracdo da coldnia apresentada pelas diferentes espécies.
Entretanto, nos isolados de Trichosporon spp. estudados, a coloracdo apresentada pelas
colbnias variou entre as diferentes amostras sem demonstrar padronizacdo para 0 género e

espécies, ndo configurando, assim, um pardmetro confiavel para identificacdo presuntiva e
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rapida de Trichosporon spp.. Bentubo et al. (2013), avaliando o comportamento cromogénico
de leveduras do género Trichosporon quando semeadas em CHROMagar Candida®, também
observaram variacgéo de coloragdo entre os isolados, ndo recomendando a utilizacdo deste meio
para caracterizacdo laboratorial destas leveduras. Outros estudos com Trichosporon spp. em
meios cromogénicos também relataram estes mesmos achados (Chagas-Neto, 2007; Silvestre-
Junior, 2009; Pote et al., 2020). Com o aumento dos diferentes tipos de isolados clinicos e as
mudancas na taxonomia das leveduras, é essencial que o uso de meios cromogénicos fique
restrito apenas a triagem de amostras (Pote et al., 2020).

Todas as caracteristicas macro e microscopicas foram condizentes com leveduras do
género Trichosporon spp., ou seja, foram observadas hifas, pseudohifas, artroconidios e
blastoconidios. A positividade da urease e a ndo fermentacéo de carboidratos foi observada em
todos os isolados, uma vez que configuram-se como caracteristicas tipicas do género, utilizadas
na diferenciacdo entre outras leveduras como Candida spp.. A partir destes achados, somados
aos resultados de assimilacdo de fontes de carbono, as amostras de Trichosporon foram
caracterizadas com auxilio de chaves taxonémicas de identificacdo, que se baseiam em
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas (Rodriguez-Tudela et al., 2005; Kurtzman, Fell e
Boekhout, 2011). Desta forma, foram identificadas 100% das amostras até o nivel de espécie.
A maior limitacdo, frente a identificacdo das leveduras por meio da caracterizacdo fenotipica,
ocorreu em relacdo a necessidade de adaptacéo de chaves taxonémicas distintas a fim de que
as espécies pudessem ser identificadas adequadamente. Varios autores tém proposto chaves
taxonébmicas para a identificacdo de Trichosporon spp. (Koneman, 1987; Kurtzman, Fell e
Boekhout, 2011) e para identificacdo de espécies patogénicas emergentes (De Hoog, 2000;
Rodriguez-Tudela, 2005), no entanto, considerando que a taxonomia de Trichosporon spp. vem
sendo re-escrita e novas espéecies vem sendo incluidas, muitas vezes a identificacdo fenotipica
é incapaz de distinguir algumas espécies, sobretudo, cepas de uma mesma espécie (Pagnocca
et al., 2010).

A técnica de espectrometria de massa MALDI-TOF, utilizada para a identificacdo de
microrganismos, consiste em uma ferramenta fisico-quimica que analisa moléculas organicas,
principalmente proteinas ribossomais e proteinas que constituem a parede celular (Santos et al.,
2010). A mesma vem sendo aplicada com sucesso para identificar uma variedade de fungos,
tais como Aspergillus, Fusarium, Mucorales (Alanio et al., 2011; De Carolis et al., 2012),
Candida (Pote et al., 2020), Cryptococcus (Hagen et al., 2015), assim como leveduras

artroconidiadas de relevancia médica (Kolecka et al., 2013). Além disso, este método tem
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surgido como uma ferramenta precisa e rapida. Um isolado pode ser processado e identificado
em menos de dois minutos, tornando esta ferramenta a préxima geracdo em identificacdo de
microrganismos (Kolecka et al., 2013).

Nesta pesquisa a técnica de MALDI-TOF identificou 74,5% das amostras de
Trichosporon spp.. Todas as amostras de origem humana e animal foram identificadas,
enquanto para as amostras ambientais a técnica ndo demonstrou sucesso na identificagdo. Esta
metodologia é atualmente uma ferramenta que apresenta alta especificidade para identificacao
de isolados de Trichosporon em nivel de espécie. Entretanto, os resultados sdo altamente
dependentes da qualidade das bibliotecas presentes nos equipamentos utilizados e do método
empregado na extracdo das proteinas (Almeida Junior et al., 2014). Estudos realizados por
Almeida-Junior et al. (2014) e Kolecka et al. (2013), que avaliaram o MALDI-TOF para a
identificacdo de espécies clinicamente relevantes de Trichosporon, mostraram que se faz
necessaria a continua atualizacdo da base de dados do sistema para que seja alcancado um
desempenho ideal de identificacdo das espécies. De um modo geral, os bancos de dados estdo
abastecidos com referéncias de espécies de relevancia médica, assim por ndo serem
habitualmente isoladas na rotina clinica, as amostras ambientais deste estudo, certamente ndo
puderam ser identificadas pelo método de MALDI-TOF por auséncia de perfis espectrais
caracteristicos das espécies no banco de dados.

Métodos baseados em DNA tém sido extensivamente utilizados para a identificacdo
precisa de Trichosporon spp.. Neste contexto, 0s genes ribossomais representam consistentes
marcadores de avaliacdo e incluem alternadamente regides conservadas (regido D1/D2 do
rDNA 28S) e regides variaveis (regides ITS e IGS1), que podem ser Uteis para a identificagdo
de espécies e estudos filogenéticos (Espirito Santo et al., 2020).

A identificacdo molecular baseada na analise da sequéncia IGS1 permite identificagdo
precisa de espécies fungicas, uma vez que esta regido tem um alto poder discriminatorio entre
espécies relacionadas em comparagdo com outras regides tais como a regido ITS (Sugita et al.,
2002; Taverna et al., 2014).

Neste estudo, amplificacdo e sequenciamento da regido IGS1 foi realizada como método
padrdo ouro na identificacdo das amostras de Trichosporon spp.. A concordancia entre a técnica
molecular e 0 método fenotipico foi de 54,2%, sendo que T. asahii foi a Gnica espécie em que
todos os isolados foram identificados corretamente. Também foram identificadas corretamente
as especies T. inkin, T. coremiiforme e T. montevideense. Rodriguez Tudela et al. (2005),

comparando a identificacdo de 49 amostras de Trichosporon spp. por meio da analise das
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regibes ITS e IGS com técnicas fenotipicas, observaram que 53% dos isolados foram
identificados incorretamente utilizando métodos bioquimicos. Os autores também relataram
que o sequenciamento da regido ITS ndo foi capaz de diferenciar entre as espécies de
Trichosporon. Recentemente, Espirito Santo et al. (2020) estudaram 26 isolados clinicos de
Trichosporon spp. e descreveram que apenas 50% das amostras foram corretamente
identificadas por método fenotipico quando comparadas ao sequenciamento da regido IGS1 do
rDNA, sendo identificadas todos os isolados de T. asahii e um T. inkin.

Como ja mencionado, a evolugdo taxonémica do género Trichosporon e o aumento do
numero de novas especies de leveduras oportunistas causando micoses, tornam a identificacéo
fenotipica dificultosa. Além disso, a identificacdo convencional por meio de caracteristicas
morfoldgicas e bioquimicas pode ser laboriosa, acarretando resultados inconclusivos ou
presuntivos, particularmente entre as espécies infrequentes (Rodriguez-Tudela et al., 2005).

A técnica MALDI-TOF fornece resultados similares aqueles da técnica molecular, além
de oferecer baixo custo por analise e agilidade nos resultados quando comparada a técnica
molecular (Almeida Junior et al., 2014, Wang et al., 2016). Poucos sdo os relatos comparativos
de identificagcdo de leveduras do género Trichosporon utilizando a técnica MALDI-TOF. Pote
et al. (2020) realizaram uma pesquisa para comparar a identificacdo de leveduras patogénicas
oriundas de diferentes amostras clinicas por meio das técnicas molecular e MALDI-TOF de
176 isolados analisados, 157 (89,2%) foram corretamente identificados utilizando a
espectrometria de massa MALDI-TOF, incluindo um Unico isolado do género Trichosporon,
representado por T. asahii. Li et al. (2020) observaram concordancia entre 0o MALDI-TOF e a
técnica molecular na identificacdo de amostras de T. japonicum causando infeccdes do trato
urinério.

Neste estudo, a concordancia dos resultados de identificagdo do MALDI-TOF com o
sequenciamento da regido IGS1 foi de 67,8%. A maioria das amostras humana e animal foram
identificadas com sucesso. As espécies T. debeurmannianum, T. veenhuisii e T. insectorum nédo
foram identificadas. S&o espécies ambientais ou incomuns na rotina clinica, o que restringe a
eficacia do MALDI-TOF se ndo houver atualizacdo constante do banco de dados. Todos 0s
isolados da espécie T. dermatis foram identificados incorretamente como T. mucoides. Estas
duas espécies sdo geneticamente relacionadas, sendo indistinguiveis por métodos bioquimicos
convencionais ou qualquer outro critério taxondmico fenotipico de identificacdo (Gunn et al.,
2006; Chagas-Neto et al., 2009). Almeida et al. (2014) estudaram a utilizacdo do método

MALDI-TOF na identificacdo de isolados clinicos de Trichosporon spp. e também observaram
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identificacdo equivocada de amostras de T. dermatis com T. mucoides. Em estudo de Suh et al.
(2015), 11 cepas de Trichosporon foram analisadas por MALDI-TOF para avaliar a técnica
como uma possivel ferramenta rapida de identificacdo das duas espécies, e descreveram esta
técnica como uma ferramenta confiavel e eficiente para identificar estas espécies desde que o
banco de dados esteja suprido com cepas referéncias autenticadas.

A identificagdo de patdgenos fungicos é essencial, sendo importante na epidemiologia,
prescricdo da terapia antifungica apropriada e em estudos taxonémicos. Técnicas de
identificacdo confidveis sdo cruciais para revelar o potencial patogénico de espécies incomuns
ou descartar espécies anteriormente consideradas patogénicas (Almeida et al., 2014). O
MALDI-TOF parece ser particularmente adequado para investigar leveduras do género
Trichosporon, no entanto melhorias ainda sdo necessarias em relacdo a atualizagdo do banco de
dados, principalmente para espécies incomuns na rotina clinica.

Do total de amostras estudadas, T. asahii foi a espécie mais frequente. Analisando as
espécies em relacdo a origem das amostras, T. asahii foi mais frequente em amostras humanas,
enquanto a espécie T. debeurmannianum foi predominante nas amostras ambientais.

Trichosporon asahii € um microrganismo comumente encontrado na natureza,
ocupando nichos ecoldgicos em ndo vertebrados, entretanto possui a capacidade de se manter
em organismos vertebrados, causando assim, infeccdes oportunistas. Esta espécie vem sendo
frequentemente isolada da urina de pacientes hospitalizados (Silvestre et al., 2010; Hazirolan
et al., 2018). Em adicéo, T. asahii tem sido extensivamente reconhecido mundialmente como
um agente emergente de infeccdes fungicas invasivas, sendo a espécie mais comumente
identificada em casos de tricosporonose disseminada em pacientes imunocomprometidos e em
individuos com doencas hematoldgicas (Biasoli et al., 2008; Chagas-Neto et al., 2009; Taverna
et al., 2014; Escarra et al., 2017; Ramirez et al., 2019; Li et al., 2020). Poucos estudos relatam
infeccdes por T. asahii em individuos saudaveis (Ebright et al., 2001; Karabay et al., 2006).
Em animais as infeccGes por espécies de Trichosporon tém aumentado, tais como a
tricosporonose em gatos (Rissi et al., 2016), meningite canina (Bryan et al., 2014) e infec¢cbes
cutaneas em tartarugas e pandas gigantes (Nardoni et al., 2017; Ma et a., 2019) No entanto,
séo poucos os relatos de T. asahii causando infecgGes em animais, sendo geralmente restritos a
casos de isolamento em animais saudaveis, uma vez que é encontrado como membro da
microbiota (Campagner et al., 2012; Navarro et al., 2020).

Entre as amostras ambientais T. debeurmannianum foi a Unica espécie encontrada. Esta

espécie foi inicialmente classificada como um sinénimo de Cryptococcus humicola. C.
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humicola, entretanto, foi considerada uma espécie heterogénea e dividida em outras espécies
por meio da andlise das sequéncias de genes do rRNA (Sugita et al., 2000). Assim, Sugita et al.
(2001) reclassificaram a espécie dentro do género Trichosporon como T. debeurmannianum e
descreveram o primeiro relato desta espécie com cepas isoladas de secrecdo brénquica e sangue
de pacientes hospitalizados (Sugita et al., 2001d). Apds o primeiro relato, em 2016, Rastogi e
colaboradores isolaram a espécie de casos de onicomicoses na india. Suas caracteristicas
ecoldgicas, epidemioldgicas e clinicas permanecem desconhecidas.

Vale ressaltar, neste estudo, a identificacdo das espécies T. veenhuisii e T. insectorum,
de amostras humana e animal, respectivamente. E a primeira descricio da espécie T. veenhuisii
na clinica humana (Lara et al., 2019). Esta espécie foi primeiramente isolada de excremento de
bufalos na regido da Italia (Middelhoven et al., 1985) e desde entdo nenhum outro relato havia
sido realizado na literatura. A cepa foi isolada de les6es de pele de um paciente pediatrico com
leucemia mieloide aguda. A espécie T. insectorum foi descrita pela primeira vez por Fuentefria
et al. (2008) como amostras de leveduras killer isoladas do intestino de besouros no Panaméa
(Suh et al. 2005) e de queijos no Brasil. Nenhum outro relato desta espécie foi observado na
literatura. Os autores sugeriram uma possivel contaminagdo de origem artropode nos queijos,
uma vez que 0s mesmos eram produzidos artesanalmente com péssimas condi¢6es de higiene.
Nesta pesquisa a amostra foi isolada da cavidade oral de cées, que também poderiam estar
presentes neste sitio por uma possivel contaminagdo com insetos ingeridos pelos animais,
habito comum entre os mesmos. No entanto, para melhor compreensdo destes achados sdo
necessarios maiores conhecimentos acerca da ecologia de T. insectorum, uma vez que outras
espécies do género podem ser isoladas como colonizantes em caes, entre elas T. asahii e T.
mucoides (Navarro et al., 2020).

Embora espécies de Trichosporon apresentem-se como agentes emergentes importantes
em casos de infec¢Bes fungicas sistémicas, poucos sdo os relatos referentes aos fatores de
viruléncia do género. Estes fatores sdo de relevancia para 0 microrganismo pois permitem o
estabelecimento da doenca e sua disseminagdo no hospedeiro (Ramirez & Moncada., 2019;
Castano et al., 2021).

Um importante fator associado a viruléncia é a habilidade do fungo em produzir e
secretar enzimas que permitem, principalmente, a invasdo do tecido hospedeiro por meio da
disruptura da membrana das células. A producdo de enzimas extracelulares como proteinases e
fosfolipases, podem auxiliar no aumento da patogenicidade fungica dependendo do nivel de

expressdo e da resposta imune do hospedeiro (Ghannoum, 2000). Além disso estes fatores
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interferem na sua capacidade de aderéncia em células epiteliais ou até mesmo em biomateriais
(Cantén et al, 2011; Hernandez-Solis, 2014).

A expressdo destas enzimas celulares tem sido amplamente estudada em leveduras
patogénicas isoladas de seres humanos e animais. InUmeros pesquisadores tém dispensado
atencdo a producéo enzimatica pelo género Candida, a levedura mais importante como causa
de infecg¢des flngicas nosocomiais (Ruiz et al., 2005; Kumar et al., 2006; Ramla et al., 2015).
Poucos trabalhos existem na literatura em relagdo as caracteristicas de expressao da atividade
enzimatica em isolados de Trichosporon spp.

Neste estudo, a maioria das amostras analisadas foram negativas para a secrecdo das
enzimas proteinase e fosfolipase. A analise estatistica ndo apresentou resultados significativos
entre as amostras humanas, animais e ambientais. Hazirolan et al. (2018) estudaram os fatores
de viruléncia de 68 amostras de T. asahii isoladas de urina de pacientes hospitalizados e em
nenhuma das amostras foi observada atividade das enzimas proteinase e fosfolipase. Outros
estudos também relataram a auséncia de atividade enzimatica nas amostras de T. asahii
estudadas (Dag et al., 2006; Sun et al., 2012; Demir et al., 2014). Nesta pesquisa, das 31
amostras de T. asahii estudadas, em apenas uma foi observada a secrec¢do da enzima proteinase
enguanto outro isolado da mesma espécie foi capaz de secretar a enzima fosfolipase, ambas as
amostras eram de clinica humana. Similarmente, Montoya et al. (2017) investigando o perfil
enzimatico de seis amostras de T. asahii, relataram duas amostras positivas com atividade de
proteinase. Em contraste, Bentubo et al (2014) observaram a produgéo das enzimas proteinase
e fosfolipase em 50% e 56.8% dos isolados de Trichosporon spp., respectivamente. Igualmente,
Espirito Santo et al. (2020) estudaram 26 amostras de Trichosporon spp., provenientes de
diferentes pacientes e espécimes clinicos, em relacdo a fatores de viruléncia diversos. Os
autores observaram secrecdo de proteinase e fosfolipase em 96% e 50% das amostras,
respectivamente. Estes achados podem sugerir mudancgas no perfil de expresséo destas enzimas
por isolados de Trichosporon spp., refletindo uma adaptacédo de cepas de Trichosporon spp. aos
seus hospedeiros ou nicho ecologico.

Infeccbes invasivas causadas por Trichosporon spp. sd0 comumente associadas com a
utilizacdo de cateter venoso central, cateter vesical e dispositivos relacionados a cateteres
peritoneais. A habilidade em aderir e formar biofilmes sobre dispositivos implantados pode
auxiliar no progresso da tricosporonose invasiva, assim como promover a evasao dos farmacos
antifingicas e da resposta imune hospedeira (Colombo et al., 2011). Em 2006, pesquisas

precursoras foram realizadas por Di Bonaventura et al. com o objetivo de analisar a capacidade
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de formacao do biofilme em amostras de T. asahii. Os resultados mostraram que os isolados
foram capazes de formar biofilme e os autores sugeriram que a habilidade de T. asahii para
formar biofilme parece ser o fator determinante na persisténcia da infecgéo.

Neste estudo, a formacdo de biofilme dos 59 isolados pertencentes ao género
Trichosporon, foi quantificada por meio do método de coloracao com cristal violeta. Assim, foi
observado que 100% das amostras produziram biofilme, sendo a maioria (54,3%) classificada
como fortemente produtor. Em pesquisa realizada com isolados de T. asahii de diferentes
materiais clinicos, Dag et al. (2006) relataram que de 48 amostras estudadas, 37,5% foram
produtoras fracas e 41,6% nédo produziram biofilme. Diferentemente de estudo realizado por
Montoya et al. (2017) no qual 26,5% dos isolados de T. asahii foram classificados entre forte a
fortemente produtores. Outros estudos também demonstram varidvel producédo de biofilme por
diferentes cepas de T. asahii (Sun et al., 2012; Iturrieta-Gonzalez et al., 2014; Almeida et al.,
2016), assim como por outras espécies do género (Iturrieta-Gonzélez et al., 2014; De Aguiar-
Cordeiro et al., 2015; Espirito Santo et al., 2020). A variabilidade observada in vitro, em relacédo
a producdo de biofilme, nos diferentes estudos, pode estar relacionada ao sitio de isolamento,
ao tempo de fase de adesdo, ou as caracteristicas intrinsecas das cepas, tais como genétipos.
Outro aspecto se refere as técnicas utilizadas, pois apesar do uso da técnica com cristal violeta
mostrar-se um método confidvel para quantificacdo de biofilme em bactérias e leveduras, como
previamente demonstrado (Burton et al., 2007; Melo et al., 2011; Nunes et al., 2013), ainda ndo
existe uma padronizagdo, sendo sua execucdo e interpretacdo realizadas por diferentes
metodologias ou modificacdes de variados protocolos. Assim, fica evidente a necessidade de
uma padronizacdo do método de quantificacdo de biofilmes para que seja possivel comparar e
contrastar apropriadamente os resultados entre os diferentes estudos.

Além disso, embora a formagao de biofilmes em dispositivos invasivos seja de grande
importancia na relacdo parasita-hospedeiro, e trabalhos relatem a formacdo de biofilmes por
Trichosporon spp., pouco ainda se sabe sobre a dinamica de formacéo, desenvolvimento e
caracteristicas morfofisiolégicas dos biofilmes deste género (lturrieta-Gonzalez et al., 2014;
Almeida et al., 2016).

Apesar do aumento na relevancia do género Trichosporon na medicina contemporanea,
0 tratamento de pacientes com tricosporonose permanece um desafio, uma vez que poucos sao
os dados atuais a respeito da comparacdo entre as atividades in vitro e in vivo dos farmacos
antifingicos frente as espécies clinicamente importantes, bem como estudos que comparem

diferentes regimes antifungicos no tratamento dessas infeccOes (Iturrieta-Gonzéles et al., 2014;
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Almeida et al., 2016). As dificuldades encontradas para a identificacao das espécies dentro do
género e a auséncia de padronizacdo dos testes de sensibilidade in vitro contribuem na
manutencado deste cenario.

Estudos prévios relatam os az6is como os farmacos com melhor atividade antifungica
in vivo e in vitro sobre Trichosporon spp.. Suzuki et al. (2010), em estudo envolvendo 33 casos
de fungemia por estes fungos em pacientes oncoldgicos, demonstraram uma maior taxa de
sobrevivéncia em pacientes tratados com azdis do que aqueles tratados com outros farmacos.
Em amostras de T. asahii isoladas de sangue, Dabas et al. (2016) também observaram valores
menores de CIMs frente ao itraconazol, voriconazol e posaconazol quando comparadas aos
valores apresentados para as equinocandinas e anfotericina B. Mariné et al. (2015) realizaram
pesquisa que demonstrou a eficacia no tratamento com fluconazol, itraconazol e voriconazol
em isolados de Trichosporon spp.. No entanto a eficacia do fluconazol ainda é questionavel e a
evolucdo de casos de tricosporonose apds administracdo deste farmaco tem sido descrita
(Moretti-Branchini et al., 2001). Neste estudo, os resultados corroboraram este fato, uma vez
que o farmaco em questdo apresentou elevados valores de CIMs nas diferentes espécies. Estes
achados também foram observados por Pereira et al. (2009) e Almeida Junior e Hennequin,
(2016).

As CIMs verificadas para o voriconazol na presente pesquisa foram as menores, 0 que
corrobora com a literatura, uma vez que é considerado por muitos autores como um antifingico
muito potente no tratamento da tricosporonose (Rodriguez-Tudela et al., 2005; Almeida Junior
& Hennequin, 2016; Noy et al., 2020). Terapias bem sucedidas de tricosporonose com uso de
voriconazol tém sido relatadas (Asada et al., 2006; Guo et al., 2019), incluindo casos de
leucemia aguda e sindrome mielodispléasica com infeccdo disseminada (Fournier et al., 2002;
Serenaet al., 2006; Matsue et al., 2006; Li et al., 2010). Li et al. (2020) realizaram uma revisao
sistematica da literatura detalhando 140 casos de infec¢Ges por T. asahii descritas nos ultimos
23 anos, e observaram que o farmaco de escolha para o tratamento destas infeccdes foi o
voriconazol. Os triazdis séo considerados o melhor regime para o tratamento de pacientes com
tricosporonose documentada. O desenvolvimento de resisténcia a estes antifingicos por
espécies de Trichosporon é alarmante e potencialmente catastréfico uma vez que outras
alternativas no tratamento de tais pacientes encontram-se limitadas.

A resisténcia de leveduras frente a anfotericina B e equinocandinas é uma preocupacao
porque ambos os agentes antifungicos sdo comumente usados como terapia empirica de

primeira linha em pacientes com fungemia antes da identificacéo final do agente etioldgico da
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infeccdo. Existem relatos da utilizacdo da anfotericina B no tratamento da tricosporonose,
mesmo se tratando de antifungico que apresenta sensibilidade variada (Pereira et al., 2009;
Mariné et al., 2015; Montoya et al.,2017). Neste estudo, os maiores valores de CIM para
anfotericina B foram apresentados por T. asahii. Em relacédo as outras espécies de Trichosporon,
a literatura concorda que as espécies Trichosporon ndo-asahii sejam mais susceptiveis a
anfotericina B (Paphitou et al., 2002; Rodriguez-Tudela et al., 2005). As equinocandinas séo
uma classe de antiflngico a qual as leveduras do género Trichosporon apresentam resisténcia
intrinseca (Chagas-Neto, 2009; Almeida Junior & Hennequin, 2016) e ndo sdo recomendadas
para o tratamento da tricosporonose, o que foi confirmado neste estudo com as elevadas CIMs
apresentadas por estas leveduras frente a caspofungina. No entanto, a combinacdo de
equinocandinas com anfotericina B ou az0is parece proporcionar algum efeito antifungico
sinérgico in vitro e in vivo (Rodriguez-Tudela et al., 2005; Castano et al., 2011).

De um modo geral as amostras humanas, animais e ambientais mostraram menor
susceptibilidade aos antifingicos fluconazol e caspofungina em ambas as metodologias
empregadas. Importante ressaltar que, juntamente com T. asahii, as amostras ambientais
representadas por T. debeurmannianum apresentaram valores bem maiores de CIM frente ao
fluconazol. Além do aumento do consumo de antifingicos em ambientes hospitalares, o uso de
antifungicos na agricultura pode influenciar significativamente a emergéncia de fungos
ambientais com menor susceptibilidade aos antifungicos (Verweij et al., 2009; Snelders et al.,
2009; Jensen, 2016).

Os testes de susceptibilidade in vitro representam uma importante ferramenta para o
conhecimento e monitoramento epidemiologico da resisténcia aos antifungicos (Alastruey-
Izquierdo et al., 2015). Este estudo realizou um comparativo das CIMs obtidas pela técnica de
microdiluicdo em caldo EUCAST e pelo Etest. Contudo, € importante enfatizar que, até o
momento, os documentos de referéncia preconizados pelo EUCAST e pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,2008a, 2008b, 2012; Lass-Florl et al., 2011;
Hope et al., 2013; Arendrup et al., 2011, 2012, 2014a, 2014b, 2015), ndo estabelecem
breakpoints definidos para leveduras do género Trichosporon frente aos antifungicos. Tal fato
torna a interpretacdo dos resultados de CIM bastante desafiadora, ja que a reacdo in vitro ndo
necessariamente representa a resposta clinica ao tratamento (Alastruey-Izquierdo et al., 2015).
Por isso, continuos esforcos sd@o necessarios para elucidar as possiveis correlacbes entre as
respostas antiflngicas in vitro e in vivo, a fim de assegurar o sucesso terapéutico (Hadrich e
Ayadi, 2018).
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De um modo geral, as CIMs foram maiores no método Etest, sendo observada uma
discrepéncia entre os diferentes antifingicos estudados e espécies identificadas. Poucos séo 0s
estudos que avaliam extensivamente a concordancia entre as metodologias de susceptibilidade
antifingica para o género Trichosporon. Matsumoto et al. (2007) comparando os metodos
EUCAST e Etest com isolados de diferentes espécies de Trichosporon, detectaram baixa
concordancia dos antifungicos estudados entre as duas tecnicas. Lemes et al. (2010)
descreveram uma ampla discrepancia entre 0 método Etest e a microdiluicdo em caldo CLSI,
para o itraconazol. Trevifio et al. (2014), estudando amostras de T. asahii, observaram
resultados discordantes entre os métodos EUCAST e o Etest para anfotericina B, 5-
fluorocitosina e caspofungina, considerando, por vezes, alguns resultados do Etest como
aberrantes. Neste estudo o itraconazol e a caspofungina também apresentaram valores de CIMs
maiores no Etest, no entanto este método demonstrou as menores CIMs para anfotericina B.
Park et al. (2008) diferentemente, também apresentaram valores elevados de CIM para
anfotericina B pelo método Etest em amostras de Trichosporon. Arikan et al (2002) e Metin et
al. (2005) observando valores menores de CIMs frente a anfotericina B pela técnica de
microdiluicdo em caldo, afirmaram que o Etest pode ser mais eficiente que a microdilui¢do na
discriminacdo de amostras menos susceptiveis a este antifingico.

Os antifangicos itraconazol e fluconazol apresentaram as maiores discrepancias de
CIMs relacionadas ao método Etest. Os azo6is promovem o chamado fenémeno trailing que
dificulta a leitura dos testes de sensibilidade. Esta dificuldade nas placas de Etest com os azois,
com a formacdo de uma elipse com borda difusa e com micro coldnias no seu interior, pode
sugerir a origem de uma variabilidade e inacuracia na determinacéo das CIMs com este método.

Diferentes padrbes de concordancia sdo apresentados por estudos que comparam
metodologias de susceptibilidade antifingica para amostras de Trichosporon spp., assim a
validagéo do significado clinico destas observacGes exige a determinacdo de pontos de corte
para interpretacdo das CIMs, bem como estudos de correlacéo in vitro e in vivo.

A resisténcia aos antimicorbianos também pode ser verificada em biofilmes. Quando
em biofilme, os microrganismos possuem caracteristicas fenotipicas diferentes quando
comparados ao crescimento plancténico, como protecdo aos mecanismos de defesa do
hospedeiro e aos antifungicos (Ramage et al., 2012; Sun et al., 2012; lturrieta-Gonzalez et al.,
2014; Liao et al., 2014; Serpa, 2016). Por este motivo, a formacao de biofilme possui papel
importante no desenvolvimento de infecgdes (Sardi et al., 2014). A resisténcia em biofilmes é

um fenémeno multifatorial relacionada a limitada penetragdo e difusdo dos antifingicos na
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estrutura multicelular, a presenca de células “persister” resistentes, e a expressao de bombas de
efluxo (Melo etal., 2011). Em leveduras do género Candida, nos Gltimos anos tém se observado
muitos avangos no entendimento dos biofilmes, no entanto algumas questdes ainda
permanecem desafiadoras como obstaculos por parte regulatoria que impedem ensaios clinicos
para avaliacdo de novos agentes a serem utilizados em infeccGes relacionadas a biofilmes, a
falta de um método padrdo para determinagdo da susceptibilidade de biofilmes aos
antimicrobianos, e a falta de estratégias definidas para o tratamento de pacientes com infec¢des
associadas a biofilmes (Ghannoum et al., 2015).

Se atualmente pouco se sabe sobre o0s aspectos de resisténcia expressos por
Trichosporon em células planctdnicas, menos ainda se sabe sobre 0s mecanismos de resisténcia
expressos em biofilme. Em pesquisa realizada por Kushima et al. (2012), foi observado uma
mutacdo em que se associa a resisténcia de Trichosporon aos antifungicos azolicos, este mesmo
fenotipo de resisténcia pode ser observado em biofilmes de Trichosporon com altas
concentragBes de antifangicos (Sun et al., 2012; Iturrieta-Gonzalez et al., 2014; Liao et al.,
2014).

No presente estudo, a susceptibilidade de biofilmes dos isolados de Trichosporon frente
aos antifungicos utilizados na rotina clinica foi analisada. A maioria das espécies analisadas
apresentou valores elevados de CIMso e CIMgo, quando em biofilme, frente aos antifungicos
fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina B e caspofungina, com CIMs variando de 2 a
66 vezes maiores em relacdo as células planctonicas. Di Bonaventura et al (2006) obtiveram
resultados semelhantes com células planctdnicas de T. asahii que apresentaram valores baixos
de CIM para voriconazol e fluconazol e quando realizados os testes com biofilmes os valores
apresentaram uma toleréncia significativa. Descrevendo a toleréncia dos biofilmes aos
antifangicos, Serpa (2016), relatou comportamento do biofilme de Trichosporon com valores
de CIMs 1024 vezes maiores que as concentragdes iniciais frente aos azolicos, e 2 a 34 vezes
maiores frente a anfotericina B e caspofungina. Liao et al (2014) também relataram valores
elevados de CIMs em biofilmes frente a anfotericina B e caspofungina. Cordeiro et al. (2021)
realizaram uma pesquisa sobre a tolerancia antifingica em biofilme com células persistentes de
amostras de T. asahii e T. inkin, concluindo que ambas as espécies produziram células
persistentes em seus biofilmes. Estas células apresentaram elevada tolerancia a anfotericina B,
além de representarem um inoculo para o crescimento e formacdo de novos biofilmes,

auxiliando na manutencgéo da viruléncia.
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No presente estudo apenas algumas amostras ndo apresentaram um aumento
significativo nas CIMs dos biofilmes, sendo elas T. coremiiforme para fluconazol, T.
insectorum para vorizonazol, T. montevideense, itraconazol e T. veenhuisii para fluconazol e
vorizonazol. Ressalta-se que, neste estudo, estas espécies sdo respresentadas por um Unico
isolado.

Na presente pesquisa, foi realizada analise genotipica, por meio do sequenciamento da
regido 1GS1, dos 31 isolados de T. asahii provenientes de amostras humanas (30) e animal (1).
Deste total de amostras da espécie, 83,88% foram identificados como gendtipo 1, e 0s gendtipos
4 e 7 também foram identificados com 12,90% e 3,22%, respectivamente. Quanto a localizacéo
geogréfica, foram isoladas em Sao Paulo-SP e Cuiaba-MT amostras de T. asahii de gendtipos
1 e 4, e na cidade de Bauru-SP foram encontrados gendtipos 1 e 7 (Tabela 14 e Figura 09).

Inicialmente Sugita et al., (2002) descreveram cinco genotipos diferentes, associando
0s gendtipos 1, 2 e 4 ao Japao e os gendtipos 3 e 5 aos Estados Unidos. Entretanto com o avancar
das pesquisas essa associacao geogréafica foi se descaracterizando, uma vez que se observou a
ocorréncia de genotipos em outroas localizagdes, sugerindo uma variacdo na distribuicdo dos
mesmos entre as diferentes regides. Rodriguez Tudela et al., (2007) descreveram 18 isolados
de T. asahii originarios da Espanha, Argentina e Brasil, dos quais 57,3% foram considerados
genotipo 1, 14,7% genotipo 3 e 13,1% gendtipo 5. Kalkanci et al (2010) estudaram amostras
de T. asahii isoladas na Turquia e pode-se observar a presenca do genétipo 1 de forma
predominante, seguido dos gendtipos 5,3,6,4 e 9, sendo este Ultimo descrito pela primeira vez
na literatura. A prevaléncia do genétipo 1 também foi observada na cidade do México em
pesquisa realizada por Montoya et al., (2015), na qual foram estudadas 39 amostras de T. asahii.
No continente africano, Sellami et al., (2017) realizaram andlise genotipica de amostras de T.
asahii e identificaram gendtipos 1, 4, 7 e 3. Entretanto, a predominéancia do genétipo 1 ndo é
observada por alguns autores, como em estudo realizado por Rastogi et al., (2016), que
analisaram 20 amostras de T. asahii isoladas na india, e relataram o gen6tipo 3 como o mais
frequente, seguido pelos genotipos 1 e 7.

No Brasil, é relatada a existéncia de pelo menos nove genotipos, sendo eles
1,3,4,5,7,13,14,15 e 16, porém a prevaléncia do gendtipo 1 é observada (Francisco, 2015). Este
fato corrobora com os dados apresentados em nossa pesquisa. Os gendtipos menos comuns
encontrados neste estudo podem estar relacionados a tendéncias epidemiologicas locais.

Neste estudo ndo foram observadas relagdes entre 0s genétipos e os fatores de viruléncia

e susceptibilidade antifungica. Até 0 momento ndo existem estudos que mostrem e estabelecam
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alguma associacdo entre os gendtipos de T. asahii e 0 seu comportamento frente a estas
caracteristicas (Sugita et al., 2002; 2004).

A tricosporonose tem sido cada vez mais relatada mundialmente, portanto, mais
informacdes em relacdo a diversidade fenotipica, fatores de viruléncia, sensibilidade
antifngica e epidemiologia de leveduras do género Trichosporon sdo essenciais para explorar
questBes importantes voltadas aos aspectos que envolvem agente etioldgico, diagnéstico

precoce e terapia adequada, principalmente em pacientes hospitalizados.



Comclisies
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7. CONCLUSOES

v Na reidentificacdo das 59 amostras de Trichosporon spp., 0 nivel de concordancia entre
as técnicas fenotipica e MALDI-TOF com o método de sequenciamento da regido 1GS1

foi de 54,2 e 67,8%, respectivamente, principalmente na identificacdo de T. asahii.

v A espécie mais frequente foi T. asahii, sequida por T. debeurmannianum, T. inkin e T.

dermatis.

v Quanto a secrecdo das enzimas proteinase e fosfolipase, 89,8% e 96,6% das amostras
demonstraram auséncia de atividade enzimatica, respectivamente. N&o houve
significancia estatistica em relacdo a secrecdo entre as amostras humanas, animais e

ambientais.

v' Em relacdo a capacidade de producdo de biofilme, 100% das amostras foram capazes
de produzir biofilme, sendo 54,3% consideradas como fortemente produtoras. N&o
houve significancia estatistica na formacdo de biofilme entre as amostras humanas,

animais e ambientais.

v 0 voriconazol foi o antiflingico que apresentou os menores valores de CIMs frente as
amostras estudadas, tanto na técnica de microdiluicdo em caldo (EUCAST) como no
Etest.

v A caspofungina e o fluconazol foram os antiflingicos com os maiores valores de CIMs.

v" O método Etest mostrou valores de CIMs maiores e discrepantes quando comparados

aqueles obtidos por meio da técnica de microdiluicdo em caldo (EUCAST).

v Quanto a sensibilidade do biofilme aos antifingicos, todas as espécies apresentaram
valores elevados de CIMso e CIMgo frente aos antifungicos testados, sendo excecéo a
espécie T. coremiiforme para fluconazol, T. montevideense para itraconazol, T.

insectorum para vorizonazol e T. veenhuisii para fluconazol e vorizonazol.
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A analise genotipica dos 31 isolados de T. asahii provenientes de amostras humanas e
animal, mostrou maior frequéncia dos isolados pertencentes ao gendétipo 1, seguido

pelos gendtipos 4 e 7.

N&o houve associacdo entre os genotipos observados e a producdo de enzimas

proteinase e fosfolipase estudadas na presente pesquisa.

No teste de producdo de biofilme em placas de poliestireno ndo foram apresentadas

associacOes entre 0s genotipos e os resultados obtidos.

Né&o foram observadas associa¢des entre os valores das CIMs com os genétipos de T.

asahii.
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