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“Se a provação te busca, 

Não desanimes. Segue. 

Ninguém te estrague o dom 

De renovar a vida. 

Todos vivem na Terra 

Com lições e problemas. 

Pelas próprias tendências, 

Saberás porque sofres. 

Nossa luta maior, 

Será sempre em nós mesmos. 

Segue e confia em Deus 

Deus te orientará.” 

 

Emmanuel 

Chico Xavier 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



DEDICATÓRIA 

 

Primeiramente à Deus, que me guiou até este momento sem nunca me abandonar, mesmo 

quando por algum motivo eu fraquejei e questionei minha fé. 

 

 

Aos meus incríveis e amados pais José Antonio e Salete e a minha incomparável irmã 

Mônica por serem minha base, meus maiores apoiadores desde o dia em que eu nasci, por 

acreditarem em mim, no meu potencial e nas minhas ideias, por todo suporte, colo, 

carinho e proteção em todos esses anos e por todos os próximos que virão. Vocês são 

meus exemplos de honestidade e força e eu tenho muito orgulho de ser parte dessa 

família, todas as minhas conquistas eu devo a vocês, obrigada por nunca soltarem minha 

mão, sempre serei eternamente grata por tudo. 

 

 

Ao meu grande amor, meu noivo Lucas, que com toda sua paciência, calma e amor me 

ajuda nos momentos de desespero e me alegra com todos os planos que temos para o 

nosso futuro, me encorajando a nunca desistir, nosso caminho está só começando e eu 

tenho muita alegria em estar trilhando uma vida ao seu lado. Sem nunca esquecer, é claro, 

dos nossos filhos de quatro patas, Nala e Apollo. 

 

 

Aos meus queridos sogros Silvana e Leonildo, que sempre me acolheram como uma filha 

e são exemplos a serem seguidos por nunca desistirem, por mais difícil que a batalha 

pareça ser. À minha cunhada Aline, que é como uma irmã postiça e entendeu todos os 

momentos em que eu desapareci por estar escrevendo este trabalho. 

 

 

Ao meu Vô Zé (in memorian) que infelizmente não teve tempo de me ver crescer e me 

tornar aquilo que eu combinei com ele que me tornaria. Eu amaria ter a chance de ficar 

horas discutindo este trabalho com ele. 

 

 

À minha Vó Francisca (in memorian) que ao invés de me fazer prometer o que fazer 

quando crescer me ensinou alguns palavrões escondido dos meus pais quando criança e 

poderia não entender nada do assunto deste trabalho mais iria me ouvir falar por puro e 

simples amor. 

 

 

Por fim, gostaria de fazer uma dedicatória especial à minha Tia Ana, por ser uma mulher 

forte e guerreira e colocá-la como uma representante de todos aqueles que assim como 

ela perderam alguém que amam neste triste momento de pandemia em que estamos 

passando, tenham força e fé em Deus e na Ciência, pois eles podem salvar vidas. 

VACINAS SALVAM VIDAS!!!! 



 

AGRADECIMENTOS ESPECIAIS 

 

 

À minha orientadora¸ Luciana da Silva Ruiz, que me acolheu em seu laboratório quando 

eu estava no início do segundo ano da graduação e apenas tinha visto duas aulas de 

Microbiologia. Já se passaram 6 anos e eu sigo no que agora eu chamo de “nosso 

laboratório”. Este é o reflexo da liberdade que você me deu neste tempo em que estamos 

caminhando juntas. Você me ofereceu liberdade, mas com rédeas curtas, já que com seu 

jeito “mãezona” nunca me deixou completamente sozinha, sempre está por perto, 

disponível e acessível para me socorrer e me direcionar. Você me guiou para onde estamos 

hoje, aqui defendendo a “nossa dissertação” e nos preparando para darmos início a uma 

nova fase do doutorado, então eu sou muito grata por todos esses anos de ensinamento e 

por ter a chance de ter mais alguns pela frente ainda. Eu agradeço pelos puxões de orelha 

quando eu desanimei, por me mostrar que as coisas sempre tendem a melhorar e por sempre 

confiar no meu potencial, mesmo quando eu duvidei. Você sabe o quanto eu sou grata a 

você por todas as oportunidades e o quanto você faz parte da minha vida não só profissional 

como pessoal.  

 

 

Ao meu companheiro de laboratório  ̧Bruno Braidotti de Camargo, que entrou para ser 

estagiário de treinamento técnico e se tornou meu braço direito e um grande amigo para a 

vida. O meu muitíssimo obrigada por todas as vezes que você ficou acordado comigo até 

tarde conversando sobre como fazer algumas contas, alguns protocolos, tentando 

desvendar as técnicas e aplicar tudo, me explicando com a maior paciência quando eu 

falava que não entendia nada do seu “linguajar farmacêutico”. Obrigada por trabalhar 

comigo em feriados e fora do seu horário quando a pandemia atrasou tudo, por me ajudar 

em tudo que eu pedia e até no que eu não pedia e por estar sempre disposto, me ouvindo 

sem parar. Tenho certeza de que seu futuro profissional será brilhante onde quer que você 

escolha traçá-lo, você tem potencial de sobra e eu tenho muito orgulho de ter participado 

da sua trajetória. Você vai longe, confie no seu potencial. 

 

 

 

 

 



AGRADECIMENTOS 

 

 

Ao Instituto Adolfo Lutz – CLR II, Bauru, que me recebe como aluna desde a 

graduação até os dias de hoje e todos os funcionários que sempre foram tão gentis e 

solícitos comigo, em especial a Magali e a Kelly do setor de meio de cultura, por todo 

ensinamento e aprendizado que me dedicaram em todos esses anos e pela pronta 

assistência em que sempre me atenderam. 

 

Ao Dr. Hans Garcia Garces e a toda equipe do Laboratório de Micologia do 

Departamento de Microbiologia e Imunologia da Unesp, Botucatu, por sempre estarem 

dispostos e prontos para ajudarem em tudo que precisei. 

 

Aos Profs. Drs. Eduardo Bagagli e Sandra de Moraes Gimenes Bosco por me receberem 

de braços abertos, sempre nos disponibilizando espaço em seus laboratórios e nos 

auxiliando em tudo que precisávamos. 

 

À Dra. Amanda Latercia Tranches Dias e Dra. Naiara Chaves Silva por todo auxílio e 

suporte em nos ajudar, sempre disposta e pronta para nos atender da melhor forma 

possível. 

 

À Dra. Geisiany Maria de Queiroz-Fernandes por nos ajudar e se prontificar em 

esclarecer nossas dúvidas todas as vezes que precisamos. 

 

À Dra. Claudete Rodrigues de Paula, Dr. Hans Garcia Garces, Dr. Diniz Pereira Leite 

Junior e Dra. Viviane Mazo Fávero Gimenes por cederem gentilmente amostras para a 

realização deste trabalho. 

 

À Universidade de São Paulo - Instituto de Medicina Tropical, São Paulo-SP e ao 

Instituto Adolfo Lutz Central, São Paulo-SP por nos ajudarem na realização de técnicas 

essenciais para o desenvolvimento deste trabalho. 

 

À Capes e a FAPESP, pelo apoio financeiro concedido para realização desta pesquisa 

(Processo Nº 2019/08419-7). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Agora, pode parecer que você não consegue fazer qualquer 

coisa, mas é só porque você não é uma árvore ainda. Você só 

precisa se dar mais tempo, você ainda é uma semente.” 

Flik (Vida de inseto) 



2 

 

 

 

 

RESUMO  

Trichosporon spp. são amplamente distribuídos na natureza, compreendendo inúmeras espécies 

que habitam diferentes nichos ecológicos, podendo ser encontrados em água, solo e superfície 

corpórea de animais. Em humanos, este gênero fúngico ocasionalmente encontra-se como 

membro da microbiota gastrintestinal e cavidade oral e, transitoriamente, pode colonizar o trato 

respiratório e pele. Este microrganismo tem sido classicamente associado a infecções 

superficiais, no entanto, nas últimas décadas, também se apresenta relacionado às infecções 

disseminadas em pacientes imunocomprometidos, comportando-se como agente oportunista. 

Visando aumentar os conhecimentos acerca deste agente patogênico e auxiliar na compreensão 

sobre os aspectos que envolvem diagnóstico 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 gênero Trichosporon de origem humana, animal e ambiental mantidas em 

micoteca; determinar e comparar os fatores relacionados a virulência: secreção das enzimas 

fosfolipase e proteinase, bem como a produção de biofilme; avaliar os padrões de 

susceptibilidade dos biofilmes a determinados antifúngicos; avaliar os padrões de 

susceptibilidade dos isolados frente aos antifúngicos fluconazol, itraconazol, anfotericina-B, 

voriconazol e caspofungina, comparando as técnicas de microdiluição em caldo e Etest. O nível 

de concordância entre a metodologia fenotípica tradicional e a técnica molecular, na 

identificação das 59 amostras de Trichosporon, foi de 54,2%. A concordância na identificação 

entre o MALDI-TOF MS e a técnica molecular foi de 67,8%. Nenhum isolado ambiental foi 

passível de identificação por meio do MALDI-TOF MS e 100% destes isolados não foram 

concordantes na identificação de sequenciamento da região IGS com a caracterização 

fenotípica. Do total de amostras estudadas, a espécie que apresentou maior frequência 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% não apresentaram 

atividade para proteinase e fosfolipase, respectivamente. A habilidade de formar biofilme sob 

a superfície de placas de poliestireno foi observada em todos os isolados, sendo 54,3% das 

amostras consideradas como fortemente produtoras. Em relação a susceptibilidade antifúngica, 

voriconazol 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 

microdiluição em caldo. Quando as amostras ambientais foram testadas frente ao método 

comercial Etest, foi observado valores menos elevados de CIM frente ao antifúngico 

anfotericina B. A caspofungina e o fluconazol foram os antifúngicos com os maiores CIMs. 

Quando comparadas as duas técnicas de susceptibilidade antifúngica, o método Etest 

apresentou valores de CIMs mais elevados em relação ao método de microdiluição. Quanto a 

sensibilidade dos biofilmes, todas as espécies apresentaram valores elevados de CIM50 e CIM90 
frente aos antifúngicos 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 análise genotípica de 31 isolados de T. asahii, 83,88% foram identificados como 

genótipo 1, genótipos 4 e 7 também foram identificados com 12,90% e 3,22%, respectivamente. 

Quanto a localização geográfica, foram isoladas em São Paulo-SP e Cuiabá-MT amostras de T. 

asahii de genótipos 1 e 4 e na cidade de Bauru-SP foram encontrados isolados com genótipos 

1 e 7. Não houve associação que relacione os genótipos aos resultados obtidos nos testes de 

virulência (proteinase, fosfolipase e produção de biofilme) e susceptibilidade antifúngica 

(EUCAST e Etest). A análise filogenética das amostras 17 (genótipo 7), 47 (genótipo 4), 32 

(genótipo 4) e 33 (genótipo 4), apresenta sua distinção com os demais isolados, o que se justifica 

devido ao fato de se tratar de cepas com genótipos diferentes das demais (genótipo 1).  
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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 

isolates 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 

MIC50 and MIC90 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 São Paulo-SP and Cuiabá-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). 



4 

 

 

 

 

LISTA DE ILUSTRAÇÕES 

 

Figura 01: Esquema metodológico para realização de microcultivo.........................................27 

Figura 02: Teste de Urease.......................................................................................................28 

Figura 03: Turbidez observada na técnica de assimilação de carboidratos – Auxanograma.....29 

Figura 04: Placa com meio ágar Mueller-Hinton e tiras de Etest® após incubação para 

verificação da susceptibilidade antifúngica...............................................................................36 

Figura 05: Características micromorfológicas dos isolados de Trichosporon spp....................39 

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

distribuídas entre os grupos de origem humana, ambiental e animal..........................................43 

Figura 07: Caracterização, em relação a formação de biofilme, das amostras de Trichosporon 

spp. distribuídas entre os grupos de origem humana, ambiental e animal..................................44 

Figura 08: Predominância dos genótipos de Trichosporon asahii por sequenciamento da região 

IGS1..........................................................................................................................................51 

Figura 09: Distribuição Geográfica dos genótipos de Trichosporon asahii por sequenciamento 

da região IGS1...........................................................................................................................51 

Figura 10: Associação entre atividade enzimática e genótipos de Trichosporon asahii..........52 

Figura 11: Associação entre capacidade de produção de biofilme em placas de poliestireno e 

genótipos de Trichosporon asahii..............................................................................................53 

Figura 12: Análise filogenética de 30 amostras de Trichosporon asahii com os genótipos dos 

isolados......................................................................................................................................54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

 

 

 

LISTA DE TABELAS 

 

Tabela 01: Origem, procedência e sítio de isolamento das amostras utilizadas.........................25 

Tabela 02: Interpretação dos resultados de atividade enzimática..............................................33 

Tabela 03: Frequência das espécies entre as 59 amostras de Trichosporon identificadas por 

meio de amplificação e sequenciamento da região IGS1...........................................................40 

Tabela 04: Frequência das espécies de Trichosporon distribuídas de acordo com a origem dos 

isolados (humano, animal e ambiental) e identificadas por meio de amplificação e 

sequenciamento da região IGS1................................................................................................41 

Tabela 05: Comparação da identificação de 59 amostras de Trichosporon spp. identificadas 

por sequenciamento da região IGS1, método fenotípico tradicional e espectrometria MALDI-

TOF...........................................................................................................................................42 

Tabela 06: Atividade das enzimas proteinase e fosfolipase apresentada pelas 59 amostras de 

Trichosporon spp. estudadas.....................................................................................................43 

Tabela 07: Produção de biofilme distribuídas de acordo com a espécie de 

Trichosporon.............................................................................................................................44 

Tabela 08: Produção de biofilme dos isolados de Trichosporon spp. distribuídas entre os 

grupos de origem humana, ambiental e animal..........................................................................45 

Tabela 09: CIM50 e CIM90 dos 59 isolados de Trichosporon spp. frente a cinco antifúngicos 

por meio do método de Microdiluição EUCAST.......................................................................46 

Tabela 10: CIM50 e CIM90 dos 59 isolados de Trichosporon spp. frente a cinco antifúngicos 

por meio do método comercial “Etest”......................................................................................46 

Tabela 11: Valores de CIM50 e CIM90 das espécies de Trichosporon, frente a cinco 

antifúngicos estudadas por meio do método de microdiluição em caldo EUCAST e Etest........47 

Tabela 12: CIM50 e CIM90 dos biofilmes de 59 isolados de Trichosporon spp. frente a cinco 

antifúngicos por meio do método de microdiluição EUCAST...................................................48 

Tabela 13: CIM50 e CIM90 dos biofilmes formados pelas espécies de Trichosporon, frente a 

cinco antifúngicos estudados por meio do método de microdiluição em caldo EUCAST..........49 

Tabela 14: Análise de diversidade genotípica dos isolados de Trichosporon asahii por 

sequenciamento da região IGSI.................................................................................................50 

 

 

 



6 

 

 

 

 

ANEXOS 

 

Anexo 1 - Coloração das colônias no meio cromogênico CHROMagar Candida® das amostras 

de Trichosporon isoladas de material humano, animal e ambiental.........................................100 

Anexo 2 - Características fenotípicas das leveduras do gênero Trichosporon spp. isoladas de 

amostras humana, animal e ambiental.....................................................................................102 

Anexo 3 - Assimilação e fermentação de carboidratos............................................................104 

Anexo 4 - Resultados de identificação de amostras de Trichosporon obtidos por meio de 

técnicas fenotípicas, MALDI-TOF MS e técnicas moleculares...............................................108 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 

 

 

 

 

SUMÁRIO 

  

1. INTRODUÇÃO ...................................................................................................................... 9 

1.1 O GÊNERO Trichosporon ................................................................................................... 9 

1.2 INFECÇÕES POR Trichosporon spp. ............................................................................... 11 

1.2.1. Infecção superficial......................................................................................................... 11 

1.2.2. Infecção sistêmica........................................................................................................... 13 

1.2.3. Infecção em animais ....................................................................................................... 14 

1.2.4. Trichosporon no ambiente .............................................................................................. 15 

1.3. IDENTIFICAÇÃO DO GÊNERO .................................................................................... 16 

1.4. FATORES DE VIRULÊNCIA .......................................................................................... 17 

1.5. SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA.......................................................................... 19 

2. RELEVÂNCIA DO ESTUDO ............................................................................................. 22 

3. OBJETIVOS ......................................................................................................................... 23 

4. MATERIAIS E MÉTODOS ................................................................................................. 24 

4.1 AMOSTRAS ...................................................................................................................... 24 

4.2 INSTITUIÇÃO SEDE DA REALIZAÇÃO DA PESQUISA ............................................ 26 

4.3 RE-IDENTIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS DE LEVEDURAS ........................................ 26 

4.3.1 CHROMagar Candida® ................................................................................................... 26 

4.3.2 Caracterização Fenotípica................................................................................................ 26 

4.3.2.1  Micromorfologia .......................................................................................................... 27 

4.3.2.2. Prova da Urease ........................................................................................................... 27 

4.3.2.3 Tolerância a Cicloheximida 0,1% ................................................................................ 28 

4.3.2.4 Teste de Tolerância de Crescimento à 37ºC ................................................................. 29 

4.3.2.5 Assimilação de Fontes de Carbono e Nitrogênio - Auxanograma ............................... 29 

4.3.2.6 Fermentação de Carboidratos - Zimograma ................................................................. 30 

4.3.2.7 Chaves de Identificação Taxonômica ........................................................................... 30 



8 

 

 

 

 

4.3.3. CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA ........................................................................... 30 

4.3.3.1 Extração de DNA.......................................................................................................... 31 

4.3.3.2 Técnica de PCR e Sequenciamento .............................................................................. 31 

4.3.4 ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF .......................................................... 32 

4.3.5 FATORES DE VIRULÊNCIA ........................................................................................ 33 

4.3.5.1 Produção da Enzima Proteinase ................................................................................... 33 

4.3.5.2 Produção da Enzima Fosfolipase .................................................................................. 33 

4.3.5.3 Produção de Biofilme ................................................................................................... 33 

4.3.6 TESTES DE SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS ....................................... 34 

4.3.6.1 Células Planctônicas ..................................................................................................... 34 

4.3.6.1.1 Microdiluição em Caldo ............................................................................................ 34 

4.3.6.1.2 Etest ........................................................................................................................... 35 

4.3.6.2 Biofilmes ...................................................................................................................... 37 

4.3.6.3 Interpretação das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) ..................................... 38 

4.3.7 DIVERSIDADE GENOTÍPICA ..................................................................................... 38 

4.3.7.1 Genotipagem e análise filogenética de T. asahii .......................................................... 38 

4.3.8 ÁNALISE ESTATÍSTICA .............................................................................................. 38 

5. RESULTADOS .................................................................................................................... 39 

5.1 IDENTIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS DE Trichosporon spp. ......................................... 39 

5.2 FATORES DE VIRULÊNCIA ........................................................................................... 42 

5.3 SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS ............................................................... 45 

5.3.1. Células Planctônicas ....................................................................................................... 45 

5.3.2. Biofilmes ........................................................................................................................ 48 

5.4 DIVERSIDADE GENOTÍPICA E ANÁLISE FILOGENÉTICA – T. asahii ................... 50 

6. DISCUSSÃO ........................................................................................................................ 55 

7. CONCLUSÕES .................................................................................................................... 69 

8. REFERÊNCIAS ................................................................................................................... 71 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Introdução  



9 

 

 

 

 

 

1. INTRODUÇÃO 

1.1 O GÊNERO Trichosporon 

As leveduras do gênero Trichosporon spp. pertencem ao Filo Basidiomycota, Subfilo 

Agarimycotina, Classe Tremellomycetes, Ordem Tremellales e Família Trichosporonaceae. 

Estão amplamente distribuídos, sendo encontrados predominantemente em zonas tropicais e 

temperadas (Colombo et al., 2011).  

Este gênero compreende inúmeras espécies que habitam diferentes nichos ecológicos na 

natureza, podendo ser encontrados em substratos no meio ambiente, bem como na microbiota 

humana e animal. Em humanos, esta espécie fúngica ocasionalmente encontra-se como membro 

da microbiota gastrintestinal e cavidade oral e, transitoriamente, pode colonizar o trato 

respiratório, pele e vagina (Milan et al., 2018; Galligam et al., 2019, Castano et al., 2020).   

As leveduras do gênero Trichosporon são artrosporadas, possuem blastoconídios, hifas 

e pseudohifas hialinas 2 a 4 x 6 a 9 μm e em algumas espécies é possível verificar a presença 

de apressoria e macroconídios. Todas as espécies assimilam uma quantidade considerável de 

carboidratos e nitrogênio, porém não possuem capacidade de fermentação. São degradadoras 

de uréia e a semeadura em ágar Sabouraud dextrose possibilita um crescimento de velocidade 

moderada, podendo variar de 24 horas a 7 dias. Possuem colônias com coloração que varia do 

branco ao bege, úmidas 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 gênero Trichosporon ocorreu em 

1867 por Rabenhorst, a partir de um cultivo de fios de cabelos de uma peruca, entretanto o 

agente etiológico em questão foi denominado como Pleirococcus beigelli (Rabenhorst, 1867).  

Em 1890, Behrend realizou a descrição 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 identificação de 

novas espécies, entretanto Vuillemin (1902) propôs que todos os isolados, até então descritos, 

seriam variações 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 lesões cutâneas e 

o denominou de Oidium cutaneum, o qual foi renomeado posteriormente por Ota (1926) como 

Trichosporon cutaneum. A taxonomia do gênero permaneceu durante muitos anos de forma 
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simplista, fazendo com que os micologistas acreditassem na existência de apenas uma espécie, 

sendo Trichosporon beigelli (usado por clínicos) e Trichosporon cutaneum (usados por 

micologistas ambientais) sinônimos. Visando evitar confusões na nomenclatura, foi defendido 

que o nome mais adequado seria Trichosporon beigelli (Guého et al., 1992; Kwon-chung & 

Bennett, 1992).   

A análise baseada em aspectos macro e micromorfológicos associados a características 

fisiológicas não foram suficientes para a identificação de espécies de Trichosporon devido à 

heterogeneidade dos isolados, assim, tendo em vista estas dificuldades, Guého et al., (1992) 

realizaram uma revisão taxonômica visando a reclassificação das espécies do gênero que se 

baseava em estudos moleculares da região 26S do DNA ribossomal (rDNA) associados às 

características morfológicas, fisiológicas e bioquímicas. Com isto foi possível a identificação 

de 19 táxons do gênero Trichosporon, dos quais treze foram considerados sapróbios, 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 doenças humanas T. asahii, T. mucoides, 

envolvidos em infecções sistêmicas, T. ovoides, T. cutaneum e T, asteroides causadores de 

piedra branca e outras infecções superficiais e T. inkin um patógeno de infecções superficiais e 

sistêmicas (Sugita et al., 1998). Em 2003, Moylett e colaboradores relataram e revisaram casos 

na literatura de infecção por T. pullulans em pacientes com doenças granulomatosas. 

Rodriguez-Tudela et al. (2005) associam ainda T. jiirovecii a infecção em humanos. Nos 

últimos anos outras espécies consideradas saprófitas também passaram a ser relatadas em 

infecções 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 são consideradas de interesse médico (Pagnocca et al., 2010; Almeida-Junior 

et al., 2016; Castano et al.; 2021).  

  A classificação das espécies do gênero Trichosporon se torna difícil por serem muito 

relacionadas filogeneticamente (Sugita et al., 2002). Inicialmente, com base em análises de 

filogenética molecular, Colombo et al. (2011) subdividiram as espécies patogênicas de 

Trichosporon em três clados: clado Porosum, no qual foram incluídas 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 inclusão das espécies T. mycotoxinivorans, T. 
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montevideense, T. domesticum e T. loubieri. A mais recente revisão taxonômica foi realizada 

por Liu et al. (2015), que conduziram uma aprofundada reclassificação filogenética das 

leveduras Tremelomicetos. Assim, as espécies formalmente atribuídas ao gênero Trichosporon 

foram divididas em cinco gêneros, Apiotrichum (21 espécies), Cutaneotrichosporon (10 

espécies), Effuseotrichosporon (1 espécie), Hagleromyza (1 espécie) e Trichosporon (12 

espécies). A maioria das espécies formalmente atribuídas a Trichosporon foram reclassificadas 

em três gêneros, Apiotrichum, Cutaneotrichosporon e Trichosporon. Este estudo possibilitou a 

modernização taxonômica de Tremellomycetes, bem como favoreceu maior entendimento da 

evolução dos gêneros, integrando a filogenia com aspectos bioquímicos, fisiológicos e 

características reprodutivas de basidiomicetos unicelulares e filamentosos nos 

Tremellomycetes (Liu et al., 2015). 

 

1.2 INFECÇÕES POR Trichosporon spp. 

1.2.1. Infecção superficial  

 O gênero Trichosporon é responsável pela infecção superficial benigna denominada 

piedra branca, que corresponde a uma infecção crônica e assintomática da cutícula do pelo. As 

principais espécies associadas a esta infecção são T. cutaneum, T. ovoides, T. inkin e T. loubieri 

e as áreas geralmente acometidas são os pelos de barba, axilas, região pubiana e cabelo (Lacaz 

et al., 2002; Silvestre et al., 2010; Zhuang et al., 2016; Cardona et al., 2013). A piedra 

branca possui distribuição universal, porém é geralmente relatada em regiões de clima 

temperado e tropical. Em relação aos indivíduos acometidos, não existe distinção de faixa etária 

e acomete ambos os sexos, porém estudos apontam tendência em indivíduos do sexo feminino, 

o que pode estar associado ao uso de tiaras e aplicação de determinados produtos cosméticos 

que mantem a umidade do cabelo por um tempo prolongado e acabam favorecendo a infecção 

fúngica (Pontes et al., 2002; Diniz & Souza Filho, 2005; Castano et al., 2021).  

A forma de transmissão ainda não foi bem elucidada, entretanto alguns autores apontam 

fatores predisponentes como calor, umidade, hábitos precários de higiene, imunossupressão, 

antibioticoterapia, procedimentos invasivos, contato com animais de estimação e contato sexual 

nos casos de piedra branca genital (Marques et al., 2012; Ferreira et al., 2019).  

A infecção é caracterizada pela presença de nódulos firmes e irregulares aderidos as 

hastes dos pelos com coloração que pode variar de branco a castanho claro. Não existem relatos 

de alterações no folículo piloso, entretanto podem ser encontradas, na pele adjacente, lesões 
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eritemato-descamativas mal delimitadas, úmidas e pruriginosas (Lacaz et al., 2002; Diniz & 

Souza Filho, 2005). 

O diagnóstico clínico dos casos de piedra branca deve ser cuidadoso, uma vez que são 

comuns os casos tratados equivocadamente como pediculose do couro cabeludo. A dificuldade 

diagnóstica se deve ao desconhecimento da ecologia, epidemiologia e principalmente do modo 

de transmissão da micose. Além disso, como sendo um membro da microbiota da pele, espécies 

de Trichosporon podem ser caracterizadas erroneamente como contaminantes, resultando em 

infecção atribuída a dermatófitos, quando de fato Trichosporon spp. pode ser o agente 

etiológico em 10 % – 40% das infecções superficiais dependendo da região geográfica e da 

população (Mariné et al., 2015). Assim, devido à escassa literatura sobre o assunto e diagnóstico 

incorreto, a prevalência de piedra branca pode ser subestimada (Cardona et al., 2013; Diniz et 

al., 2020). 

 As espécies de Trichosporon também podem estar relacionadas com lesões nas unhas. 

Cerca de 5% - 10% dos casos de onicomicoses podem ser causados por leveduras, sendo que 

Candida albicans é a espécie mais comumente responsável por estas infecções (Mello et al., 

2021). No entanto, recentemente, espécies de Trichosporon também têm emergido como 

importantes agentes etiológicos de onicomicoses. O aumento da frequência de espécies de 

Trichosporon como agentes onicomicóticos é atribuído a fatores locais e sistêmicos, como 

exposição contínua da unha à umidade, profilaxia com fármacos 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 são espécies mais relatadas na literatura como agentes etiológicos 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 gênero Trichosporon 

também são descritos na literatura (Pontes et al., 2009; Değerli et al., 2012).  

O tratamento para as infecções superficiais é baseado na adoção de medidas como a 

tricotomia, que consiste no corte do pelo da região acometida, conduta que acaba sendo não 

aderida por alguns pacientes quando a infecção acomete os pelos do couro cabeludo, pois 

agrega um grande impacto psicossocial, principalmente em indivíduos do sexo feminino. O uso 

de antifúngicos tópicos também é uma prática recomendada. No entanto, recidivas são 

frequentemente observadas (Diniz & Souza Filho, 2005; Ferreira et al., 2019; Diniz et al., 

2020). 
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1.2.2. Infecção sistêmica 

Durante as últimas décadas, infecções fúngicas causadas por agentes oportunistas 

apresentaram aumento considerável, estando associadas principalmente a pacientes 

imunocomprometidos (Paula et al., 2007). As infecções sistêmicas por Trichosporon spp. vêm 

sendo consideradas a segunda causa mais comum de fungemia em pacientes com neoplasias 

malignas hematológicas (Liao et al., 2015; Feugray et al., 2019). No entanto, à medida que os 

derivados de triazol, como o fluconazol, se tornaram disponíveis, a incidência dessas infecções 

diminuiu (Kaufman et al., 2001; Gomes et al., 2014). Atualmente, talvez devido à descoberta 

e introdução das equinocandinas, consideradas fármacos de escolha em muitas situações 

clínicas de alto risco para infecções fúngicas sistêmicas, observa-se a re-emergência deste 

patógeno, o qual exibe uma resistência intrínseca à estas drogas (Tanyildiz et al., 2015; Almeida 

et al., 2016 Sah et al., 2019),  apresentando-se relacionado às infecções disseminadas em 

pacientes imunocomprometidos, sobretudo em indivíduos apresentando neutropenia intensa 

(Walsh, et al., 2004; Chagas-Neto et al., 2009; Miceli et al., 2011). 

A tricosporonose, como é chamada a doença fúngica do tipo sistêmica, acomete 

principalmente pacientes imunossuprimidos, possui pobre prognóstico e, usualmente, taxa de 

mortalidade alta (Girmenia et al., 2005; Chagas-Neto et al, 2009; Ruan et al., 2009; Iturrieta-

González et al., 2014). Portadores de imunodeficiência humana adquirida, transplantados de 

órgãos e tecidos e indivíduos com doenças hematológicas malignas, como leucemias e 

linfomas, estão sujeitos às infecções por Trichosporon spp. (Meyer et al., 2002; Iturrieta-

Gonzáles et al., 2014). Além desses fatores, o uso de cateter venoso central, cateter urinário e 

dispositivos relacionados a cateter peritoneal também são comumente associados à doença 

(Lara et al., 2019).  

Desde o primeiro relato da doença na sua forma sistêmica (Watson & Kallichurum, 

1970), outros casos da infecção foram descritos no Brasil e em outros países envolvendo 

diferentes cenários clínicos, entre eles fungemia, endocardite, peritonite e infecção urinária 

(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 patogênico, T. asahii, T. asteroides e 

T. mucoides são responsáveis pela maioria dos casos de tricosporonose, representando 

importantes patógenos oportunistas (Almeida Jr et al., 2016). Recentemente, achados clínicos 

e microbiológicos têm relatado outras espécies de Trichosporon como patógenos humanos 
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capazes de causar infecções sistêmicas (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 infecção é delimitada a um órgão ou a um sistema específico, 

enquanto no segundo caso a infecção acomete mais órgãos ou sistemas, podendo inclusive se 

disseminar para a corrente sanguínea (Jesus, 2018). A apresentação clínica mais comum é a 

fungemia (>70%), pneumonia e lesões na pele, sendo que a taxa de mortalidade relacionada a 

estas infecções varia entre 50% a 70%. Apesar da importância, fungemias por Trichosporon 

spp. são frequentemente negligenciadas e incorretamente diagnosticadas como infecções 

sanguíneas ocasionadas por outras leveduras, especialmente Candida spp. (Singh et al., 2019). 

A maioria das infecções sistêmicas por Trichosporon spp. provavelmente se inicia com 

a colonização das superfícies mucosa e cutânea, seguida do rompimento da integridade da 

superfície e subsequente disseminação por via hematogênica. Este rompimento pode ser 

secundário a danos epiteliais induzidos por cateteres intravasculares ou quimioterapia. O uso 

de antibióticos também pode aumentar a incidência e a extensão da colonização por meio da 

destruição da microbiota residente, elevando assim o risco da infecção sistêmicas (Castano et 

al., 2021). 

Apesar da crescente importância do gênero Trichosporon na medicina contemporânea, 

o tratamento de pacientes com tricosporonose permanece desafiador, uma vez que há poucos 

dados disponíveis em relação as atividades in vitro e in vivo de fármacos antifúngicos contra 

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

 

1.2.3. Infecção em animais   

Ao longo dos últimos anos, a incidência de casos de micoses, principalmente profundas, 

causadas por fungos leveduriformes ou filamentosos em animais tem aumentado gradualmente. 

Similarmente a micoses em humanos, infecções micóticas em animais são causadas por uma 

variedade de patógenos, incluindo fungos como Cryptococcus neoformans, Candida spp., 

Aspergillus spp. e Trichosporon spp. (Okabayashi et al., 2009). 

Em animais, existem relatos de infecções por Trichosporon spp. dos mais diversos tipos: 

mucosa oral e pelame de cães; cavidades naturais de gatos; glândulas mamárias de bovinos e 

caprinos, e por consequência no leite obtido destes animais; pele de porcos saudáveis; excreta 

de aves silvestres; cavidade oral, genitália e reto de peixe boi da Amazônia; 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 teiú (Spanamberg et al., 2009; 

Spanamberg, 2010; Bentubo, Gambale & Fischman, 2010; Carregaro et al., 2010; Campagner 

et al., 2012;  Santin et al., 2013; Redü, 2014; Carvalho, 2015; Caldas, 2017; Ma et al., 2019; 

Navarro et al., 2020; Robinson et al., 2020;  Takashima et al., 2020; Carvalho, 2020). 

A relação existente entre a colonização e os fatores predisponentes de infecções 

oportunistas ainda é pouco discutida em medicina veterinária. O aumento da incidência de casos 

de micoses em animais e da resistência a fármacos antifúngicos tem sido motivos de 

preocupação entre os profissionais da saúde animal (Bentubo et al., 2010).  

Os fármacos antifúngicos usados para o tratamento de micoses profundas em animais, 

assim como em humanos, são polienos e azólicos. No entanto, a sensibilidade de isolados 

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

  

1.2.4. Trichosporon no ambiente 

Os fungos são de extrema importância para o ponto de vista ecológico, uma vez que 

participam do equilíbrio dos ecossistemas, visto que são organismos sapróbios e contribuem 

para a degradação da matéria orgânica, disponibilizando nutrientes ao solo, que futuramente 

poderão ser reaproveitados por demais organismos (Maia, 2017). A sua problemática 

relacionada ao meio ambiente se encontra quando sua presença deixa de ser natural e devido a 

algum descontrole origina um problema de saúde individual ou coletiva (Macedo, 2017).  

Leveduras do gênero Trichosporon estão amplamente distribuídos na natureza, sendo 

encontrados predominantemente em zonas tropicais e temperadas. O gênero compreende 

inúmeras espécies que habitam diferentes nichos ecológicos na natureza como solo, madeiras 

em decomposição, ar, lagos, excrementos de pombos e bovinos. Seu isolamento já foi relatado 

em amostras de fezes de morcegos, obtidas em cavernas (Sugita et al., 2005), também foi 

encontrado em pelame de alguns mamíferos, como macacos e cavalos (Kaplan, 1959). No 

habitat marinho e estuários, sua presença está altamente relacionada à poluição (Paula et al, 

1983; Loureiro, 2002; Guethi, 2009; Martins-Diniz et al., 2005, Iqbal 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. IDENTIFICAÇÃO DO GÊNERO 

A identificação do gênero e da espécie dos diferentes patógenos faz-se importante para 

agregar conhecimentos do ponto de vista epidemiológico, para melhor definir uma associação 

clínica com as diferentes espécies e para estabelecer estratégias de prevenção e tratamento da 

doença (Taverna et al., 2014; Almeida et al., 2016). A identificação de leveduras é etapa 

fundamental, também, para a monitorização das taxas de infecção hospitalar bem como para a 

identificação precoce de surtos de infecções (Colombo e Guimarães, 2003). 

A identificação de espécies de Trichosporon por meio de métodos convencionais, 

baseados em características fisiológicas, bioquímicas e morfológicas, mostra-se insuficiente e 

frequentemente difícil e inconclusiva (Rodriguez-Tudela et al., 2005; Iturrieta-González et al., 

2014; Almeida-Junior et al., 2016, Espirito-Santo et al., 2020). Um número considerável de 

novas espécies tem emergido durante as últimas décadas, tornando dificultosa a identificação 

por métodos convencionais (Dabas et al., 2016). Os sistemas comerciais baseados em testes 

fenotípicos para identificar Trichosporon spp. são muito limitados em sua acurácia, devido à 

pouca quantidade de espécies incluídas na base de dados ou a capacidade inconsistente dos seus 

testes bioquímicos em identificar acuradamente as espécies em potenciais dentro do gênero 

(Castano et al., 2021).   

Procedimentos moleculares baseados no estudo do DNA têm sido amplamente 

utilizados e avaliados como métodos mais úteis e alternativos para a caracterização e 

identificação de Trichosporon spp. (Sugita et al., 2002; Rodriguez-Tudela et al., 2005; Iturrieta-

González et al., 2014; Dabas et al., 2016; Santos, 2019). Sugita et al. (2002) descreveram uma 

análise da sequência da região do espaço intergênico 1 (IGS1) do DNA, e desde então é a 

principal ferramenta utilizada no diagnóstico molecular para diferenciação de espécies do 

gênero Trichosporon.  

Além da utilização na identificação molecular, a região IGS1 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 o momento, 15 genótipos de T. asahii 

têm sido identificados (Almeida et al., 2016) e vários estudos têm descrito a correlação entre 

os genótipos e a origem geográfica dos isolados e o sítio da infecção (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 

distribuição dos genótipos desta espécie pode variar entre as diferentes regiões e sítios 
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anatômicos. No Brasil, a maioria das cepas de T. asahii identificadas são pertencentes ao 

genótipo 1 (Chagas-Neto et al., 2009; Almeida et al., 2016; Espírito-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 identificação rotineira de fungos. 

Além de ser uma técnica rápida, simples, ela também tem um ótimo custo-benefício se 

comparada a outras técnicas de identificação proteica (Almeida-Junior et al., 2016, Monzani, 

2019; Sah et al., 2019). Estudos recentes analisando o desempenho do MALDI TOF MS para 

a caracterização de isolados leveduriformes, maioria Candida spp., relataram sucesso na 

identificação das espécies, com variação de 89% a 99% de concordância em comparação a 

técnica padrão-ouro baseada no sequenciamento de regiões IGS do DNA (Chao et al., 2014; 

Almeida-Junior et al., 2014; Ceballos-Garzón et al., 2019; Pote et al., 2020). Entretanto existe 

uma limitação de espécies não-C. albicans nos bancos de dados utilizados, inclusive para 

espécies de Trichosporon, o que pode acarretar uma identificação errônea se a mesma não for 

submetida a outros testes. Assim, uma base de dados robusta, incluindo isolados de 

Trichosporon corretamente identificados por meio de sequenciamento da região IGS1, com 

representantes da maioria das espécies que estão relacionadas a infecções, é necessária para 

identificar todo o espectro de doenças causadas por este microrganismo (Almeida-Junior et al., 

2014). 

 

1.4. FATORES DE VIRULÊNCIA 

 A capacidade de um fungo causar danos ao seu hospedeiro pode estar relacionada a 

inúmeros fatores. Alguns desses fatores estão diretamente associados com o estado geral de 

integridade do hospedeiro enquanto outros estão mais comumente relacionados às 

características de virulência dos próprios agentes microbianos (Naglik et al., 2004; Montoya et 

al., 2015), ou seja, características expressas pelo microrganismo que facilitam o 

estabelecimento da infecção no hospedeiro (Höfs et al., 2016). 

Apesar de Trichosporon spp. representar a segunda ou terceira levedura não-Candida 

mais comum causando infecções invasivas, e com alta taxa de mortalidade em pacientes  

imunossuprimidos, poucos estudos na literatura têm relatado os fatores de virulência envolvidos 

na caracterização dos isolados (Di Bonaventura et al., 2006; Chagas-Neto et al., 2009; Sun et 

al., 2012; Iturrieta-González 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 patogênicos tem desenvolvido uma ampla variedade de 

fatores de virulência para auxiliar na sua capacidade de colonizar tecidos do hospedeiro, causar 

a doença e superar as defesas do mesmo. Entre eles, a secreção de exoenzimas tais como 

proteinases aspárticas e fosfolipases, hemolisinas, hialuronidase, formação de biofilmes, 

termotolerância, bem como a morfogênese têm sido bem estudados (Sabino et al., 2011).  

O estudo da atividade enzimática extracelular tem contribuído para o esclarecimento de 

muitos aspectos relacionados a ecologia e patogenicidade dos fungos (Gácser et al. 2007; 

Bentubo & Gompertz, 2014). A expressão de enzimas extracelulares tem sido amplamente 

estudada em leveduras consideradas patogênicas ao homem e outros animais, principalmente 

em isolados de Candida spp., a mais importante em infecções superfíciais e invasivas em 

humanos susceptíveis. Lipases são enzimas responsáveis pela hidrólise de triglicerídeos e a 

consequente produção de glicerídeos e ácidos graxos livres. As fosfolipases podem atuar sobre 

os fosfolipídeos presentes na membrana celular hospedeira. A literatura indica que as lipases, 

incluindo a fosfolipase, são importantes fatores na patogenicidade de Basiodiomycetes, 

especialmente em leveduras do gênero Trichosporon, Malassezia e Cryptococcus (Dag e 

Cerikçioglu, 2006; Da Silva et al, 2006; Bentubo e Gompertz, 2014). As proteinases são 

enzimas extracelulares produzidas por patógenos, as quais desempenham importante papel na 

superação das barreiras imunológicas 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 não expressaram atividade desta enzima. Estes achados sugerem que 

a produção de proteinases em Trichosporon spp. pode variar, refletindo a adaptação 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 funções na patogênese 

de infecções invasivas humanas não estão bem esclarecidas. 

A capacidade de adesão é outro atributo relacionado com o potencial patogênico das 

leveduras, podendo levar à formação de biofilme. Os biofilmes representam o tipo de 

crescimento microbiano predominante na natureza e são cruciais no desenvolvimento de 

infecções, uma vez que servem de nicho aos agentes patogênicos e estão associados a altos 

níveis de resistência a agentes antimicrobianos (Kuhn, et al., 2002). A capacidade de formação 

do biofilme pode ser considerada um potente fator de virulência que tem gerado atenção entre 

a comunidade científica e médica especificamente devido à 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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são frequentemente associadas com o crescimento de biofilmes sobre dispositivos médicos tais 

como cateteres venosos ou cateteres urinários (Serpa, 2016). A capacidade destas leveduras em 

aderir e colonizar superfícies plásticas, formando biofilmes, faz com que esses materiais se 

tornem um reservatório de microrganismos (Tamura et al., 2003; Auler et al, 2010). 

Di Bonaventura et al., (2006) foram os primeiros a descreverem, por meio da 

microscopia eletrônica, a cinética da formação de biofilmes e o desenvolvimento sobre 

superfícies de poliestireno por cepas de T. asahii, relatando a rapidez com que esta espécie 

realizou adesão neste material. Infecções invasivas por Trichosporon spp. são usualmente 

associadas ao uso de cateteres (Urs et al., 2018). Estudos vêm sendo realizados para avaliar o 

papel do biofilme durante o curso de uma infecção por espécies Trichosporon, principalmente 

T. asahii (Di Bonaventura et al., 2006; Paula  et al, 2007; Sun et al., 2012; Iturrieta-González 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; Paldrychová et al., 2019; 

Espirito-Santo et al., 2020). 

 

 

1.5. SUSCEPTIBILIDADE ANTIFÚNGICA 

A incidência crescente de infecções fúngicas invasivas provocadas por fungos 

oportunistas tem sido alvo de constante preocupação, acarretando a busca por tratamentos cada 

vez mais eficazes e fármacos cada vez mais seguros (Bentubo e Gompertz, 2014). 

Os antifúngicos são classificados de acordo com o mecanismo de ação que apresentam 

frente a células fúngicas, e atualmente poucas classes de fármacos são aprovados a fim de serem 

efetivamente utilizadas nos tratamentos de infecções fúngicas (Chang et al., 2017). Os 

antifúngicos existentes se classificam amplamente em dois grupos, sendo o primeiro 

caracterizado pelos fármacos que ocorrem naturalmente, como pode ser observado nos polienos 

e nas equinocandinas, enquanto o segundo grupo se caracteriza pelos fármacos de origem 

sintética, nos quais são incluídos os azóis e as pirimidinas fluoradas. Diversas preparações 

tópicas existem atualmente, visto a gama de infecções superficiais existentes, entretanto, 

quando se faz iminente o tratamento sistêmico, é necessário que a utilização dos agentes 

terapêuticos ocorra com supervisão médica, assim como para tratamento tópico, devido à 

potencial toxicidade apresentada (Rang et al., 2016).  

O uso terapêutico e profilático de agentes tais como os azóis menos tóxicos, 

principalmente o fluconazol, que frequentemente são administrados por períodos prolongados, 
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tem dado origem a casos de resistência aos antifúngicos entre as espécies susceptíveis (Ruiz et 

al., 2013). Além disso, a ação fungistática dos azólicos e uso massivo na agricultura também 

representam uma forte pressão seletiva direcionando para a evolução da resistência (Revie et 

al., 2018). 

A quantidade de fármacos disponíveis para tratamento de infecções fúngicas é 

relativamente limitada, o que configura preocupação para clínicos e microbiologistas 

envolvidos com o controle destas infecções. Os principais grupos de antifúngicos utilizados 

contra doenças fúngicas são o poliênico anfotericina B, os azólicos como cetaconazol e 

miconazol (imidazólicos) ou itraconazol, fluconazol e voriconazol (triazólicos), e as 

equinocandinas.  

O poliênico anfotericina B atua diretamente no ergosterol destruindo o gradiente de 

prótons da membrana fúngica. Os azólicos interagem com a enzima lanosterol 14 demetilase, 

um citocromo P-450 que está envolvido na biossíntese do ergosterol. A inativação da enzima 

culmina no acúmulo de esteróis metilados, precursores do ergosterol, alterando a estrutura e 

função da membrana fúngica, causando significante inibição do crescimento do fungo (Perfect, 

2017; Shafiei et al., 2020). As equinocandinas são fármacos que inibem a síntese 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 antifúngicos in vitro, de fungos leveduriformes e filamentosos, pode 

ser avaliada utilizando técnicas de referência 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 microdiluição em caldo, é possível encontrar os valores de concentração inibitória 

mínima (CIM) e determinar se o microrganismo é sensível ou resistente, in vitro, a determinado 

fármaco quando há ponto de corte estabelecido. Os dados obtidos a partir dos testes realizados 

seguindo essas diretrizes podem ser utilizados para comparação com dados clínicos (Arendrup 

et al., 2016). Nos protocolos do CLSI e EUCAST (CLSI – M27 S3, 2008; CLSI – M60 (2017); 

Arendrup et al., 2015) o gênero Trichosporon não está incluído, no entanto, os estudos de 

susceptibilidade in vitro aos antifúngicos de espécies de Trichosporon utilizam como referência 

as normas padronizadas para Candida e Cryptococcus neoformans. (Arikan & Hasçelik, 2002). 

Nos últimos anos, entretanto, um grande número de “kits” comerciais tem sido 

introduzido como alternativas rápidas e de fácil utilização, principalmente em emergências 

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 antifúngica, baseado na difusão em meio sólido de diferentes 

concentrações de um fármaco incorporado em tiras plásticas, e que permite definição rápida da 

CIM do antimicrobiano. Em comparação com outros métodos existentes, o Etest mostra-se 

como uma prova mais rápida e de fácil realização (Espinel-Ingroff et al., 2017, 2019).  

Testes in vitro, utilizando técnicas de referência atestada, têm sido realizados para 

avaliar a susceptibilidade de leveduras do gênero 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 são incompatíveis com os níveis séricos normalmente 

alcançáveis em pacientes que recebem uma formulação convencional deste polieno (Colombo 

et al., 2011). 

Os azóis têm apresentado melhor atividade antifúngica in vivo e in vitro sobre 

Trichosporon spp. quando comparado aos demais antifúngicos (Suzuki et al., 2010; Dabas et 

al., 2016; Francisco et al., 2019), sendo que estudos descrevem o voriconazol como uma opção 

terapêutica para infecções por Trichosporon spp. (Paphitou, et al., 2002; Asada et al., 2006; 

Serena te al., 2006; Ding et al., 2020; Lee etal., 2020).   

As equinocandinas têm pouca ou nenhuma atividade antifúngica frente a amostras de 

Trichosporon spp. e não são recomendadas no tratamento das tricosporonoses (Walsh et al., 

2004; Dabas et al., 2016). Este gênero é intrinsicamente resistente a esta classe de fármaco 

antifúngico (Almeida et al., 2016), no entanto, a combinação da equinocandina com 

anfotericina B ou azóis parece ter algum efeito sinérgico antifúngico in vivo e in vitro (Serena 

et al., 2006).  

Recentemente, isolados de Trichosporon spp. multidroga-resistente têm sido 

relacionados ao aumento do uso de triazóis de amplo espectro em pacientes de alto risco 

(Oliveira dos Santos et al., 2016).  

Apesar da crescente relevância do gênero Trichosporon na medicina contemporânea, o 

tratamento de pacientes com tricosporonose permanece um desafio, uma vez que poucos são os 

dados atuais a respeito da comparação entre as atividades in vitro e in vivo das drogas 

antifúngicas frente as espécies clinicamente importantes, bem como estudos que comparem 

diferentes regimes antifúngicos no tratamento dessas infecções (Iturrieta-Gonzáles et al., 2014; 

Almeida et al., 2016). Dificuldades na identificação das espécies dentro do gênero e a ausência 

de padronização dos testes de sensibilidade in vitro contribuem na manutenção deste cenário.  

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

Pesquisas demonstram que infecções por Trichosporon têm sido cada vez mais relatadas 

mundialmente, no entanto torna-se evidente que há poucas informações disponíveis sobre as 

características destas infecções principalmente no Brasil.  Portanto, mais informações em 

relação a diversidade fenotípica, perfil epidemiológico das infecções, fatores de virulência e 

peculiaridades de sensibilidade antifúngica de leveduras do gênero Trichosporon são essenciais 

para explorar questões importantes voltadas aos aspectos que envolvem agente etiológico, 

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

 Baseando-se nas considerações descritas quanto a importância de mais pesquisas 

relacionadas às leveduras do gênero Trichosporon, somado ao fato de existirem inúmeras 

deficiências na habilidade de prevenção, diagnóstico precoce e principalmente quanto ao 

tratamento de tricosporonoses, este trabalho apresenta como objetivos:  

 

✓ Re-identificar fenotipicamente, genotipicamente e por meio de espectrometria de massa 

(MALDI-TOF) leveduras do gênero Trichosporon de origem humana, animal e 

ambiental mantidas em micoteca; 

✓ Determinar e comparar os fatores relacionados à virulência de leveduras do gênero 

Trichosporon de origem humana, animal e ambiental: secreção das enzimas proteinase 

e fosfolipase e capacidade de formação de biofilme;  

✓ Avaliar os padrões de susceptibilidade das células planctônicas frente ao fluconazol, 

itraconazol, anfotericina-B, voriconazol e caspofungina comparando as técnicas de 

microdiluição em caldo EUCAST e Etest;  

✓ Avaliar os padrões de susceptibilidade das células dos biofilmes frente ao fluconazol, 

itraconazol, anfotericina-B, voriconazol e caspofungina; 

✓ Caracterizar e comparar a diversidade genotípica e realizar análise filogenética dos 

isolados identificados como Trichosporon asahii de origem humana, animal e 

ambiental; 

✓ Estudar a associação genótipo-susceptibilidade antifúngica, avaliando se a diversidade 

genética dos isolados de T. asahii está associada com diferentes comportamentos frente 

aos antifúngicos testados no estudo.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Materiais e Métodos  



24 

 

 

 

 

4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 AMOSTRAS 

Nesta pesquisa foram incluídas 59 amostras de leveduras do gênero 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 Laboratório de Micologia e Parasitologia do Instituto Adolfo Lutz (IAL) CLR II Bauru-SP, 

aquelas isoladas nas demais regiões geográficas foram gentilmente cedidas por Dra. Claudete 

Rodrigues de Paula do Laboratório de Leveduras Patogênicas da Faculdade de Odontologia da 

Universidade de São Paulo, São Paulo-SP, Dr. Hans Garcia Garces do Departamento de 

Ciências Químicas e Biológicas, Setor de Microbiologia e Imunologia, Instituto de Biociências 

da Universidade Estadual Paulista, Botucatu-SP, Dr. Diniz Pereira Leite Junior do Laboratório 

de Pesquisa em Micologia da Universidade Federal do Mato Grosso, Cuiabá- MT e Dra. 

Viviane Mazo Fávero Gimenes do Instituto de Medina Tropical da Universidade de São Paulo, 

São Paulo-SP 

As amostras estão preservadas em ágar Sabouraud dextrose e em glicerol no freezer -

80ºC, no Laboratório de Micologia e Parasitologia do IAL CLRII Bauru-SP. Para os estudos 

realizados neste trabalho foram incluídas, nos devidos experimentos, as cepas de referência 

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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 

 

 

 

 

Tabela 01: Origem, procedência e sítio de isolamento das amostras utilizadas. 

Nº 

Amostra 

Origem Procedência Sítio de Isolamento 

1 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

2 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

3 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

4 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

5 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

6 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

7 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

8 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

9 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

10 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

11 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

12 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

13 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

14 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

15 Clínica Humana São Paulo – SP Urina 

16 Clínica Humana Bauru – SP Urina 

17 Clínica Humana Bauru – SP Urina 

18 Clínica Humana Botucatu – SP Raspado de Pele 

19 Clínica Humana Bauru – SP Abcesso de Ferida Cirúrgica  

20 Clínica Humana França Sangue 

21 Clínica Humana França Sangue 

22 Clínica Humana França Sangue 

23 Clínica Humana França Sangue 

24 Clínica Humana França Sangue 

25 Clínica Humana São Paulo – SP  Secreção de Pele 

26 Clínica Humana Cuiabá – MT Pelo Perineal 

27 Clínica Humana Cuiabá – MT Unha 

28 Clínica Humana Cuiabá – MT Secreção Traqueal 

29 Clínica Humana Cuiabá – MT Pele de Pênis 

30 Clínica Humana Cuiabá – MT Pele Inguinal 

31 Clínica Humana Cuiabá – MT Unha 

32 Clínica Humana Cuiabá – MT Pele Inguinal 

33 Clínica Humana Cuiabá – MT Pele Inguinal 

34 Clínica Humana Cuiabá – MT Unha 

35 Clínica Humana Cuiabá – MT Axila 

36 Clínica Humana Cuiabá – MT Pele de Nádegas 

37 Clínica Humana Cuiabá – MT Pelo Perineal 

38 Clínica Humana Cuiabá – MT Pele de Nádegas 

39 Clínica Humana Cuiabá – MT Pelo Inguinal 

40 Clínica Humana Cuiabá – MT Urina 

41 Clínica Humana Cuiabá – MT Pelo Perineal 

42 Clínica Humana Cuiabá – MT 

 

 

 

Urina 

43 Clínica Humana Cuiabá – MT Couro Cabeludo 

44 Clínica Humana Cuiabá – MT Barba 

45 Clínica Animal São Paulo – SP Mucosa Oral de Cão 

   Continua... 
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...Continuação 

Nº 

Amostra 

Origem Procedência Sítio de Isolamento 

46 Clínica Animal São Paulo – SP Mucosa Oral de Cão 

47 Clínica Animal São Paulo – SP Mucosa Oral de Cão 

48 Clínica Animal Botucatu – SP Raspado de Pele de Galo 

49 Ambiental Santos – SP Água do Mar 

50 Ambiental Santos – SP Água do Mar 

51 Ambiental Santos – SP Areia de Praia 

52 Ambiental São Sebastião – SP Água do Mar 

53 Ambiental São Sebastião – SP Água do Mar 

54 Ambiental São Sebastião – SP Água do Mar 

55 Ambiental São Sebastião – SP Água do Mar 

56 Ambiental São Sebastião – SP Água do Mar 

57 Ambiental São Sebastião – SP Areia de Praia 

58 Ambiental São Sebastião – SP Areia de Praia 

59 Ambiental Santos – SP Areia de Praia 

 

 

4.2 INSTITUIÇÃO SEDE DA REALIZAÇÃO DA PESQUISA 

O estudo foi executado no Núcleo de Ciências Biomédicas, do Centro de Laboratórios 

Regionais, do Instituto Adolfo Lutz CLR-II, Bauru. 

 

4.3 RE-IDENTIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS DE LEVEDURAS 

4.3.1 CHROMagar Candida® 

Antes da realização das técnicas para o estudo, todas as amostras foram semeadas por 

meio do método de esgotamento em meio cromogênio CHROMagar Candida®, para 

constatação de pureza e viabilidade. As placas foram incubadas à 37ºC por até 48 horas. Após, 

as cepas consideradas puras e viáveis foram repicadas em ágar Sabouraud dextrose acrescido 

de cloranfenicol, para realização das futuras análises. Também foi avaliado o comportamento 

cromogênico das leveduras quando semeadas em meio diferencial. 

 

4.3.2 Caracterização Fenotípica 

A re-identificação fenotípica das cepas foi realizada por meio do método tradicional, no 

qual as leveduras foram re-estudadas quanto as suas características macroscópicas, 

microscópicas, reprodutivas e fisiológicas, de acordo com os métodos preconizados por 

Kurtzman, Fell & Boekhout (2011). Os testes incluíram micromorfologia, prova de urease, 

tolerância a cicloheximida 0,1%, crescimento à 37ºC, auxanograma e zimograma. 
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4.3.2.1 Micromorfologia 

O estudo das características microscópicas das leveduras foi realizado por meio da prova 

de microcultivo. Foram utilizadas placas de Petri contendo lâminas dispostas, de modo que, 

uma lâmina para suporte e outra lâmina para cultivo. Sobre a lâmina de cultivo foi distribuído, 

com auxílio de uma pipeta, o meio de cultura liquefeito Corn Meal ágar acrescido de Tween 

80. Após a solidificação, um pequeno inóculo da colônia leveduriforme estudada, foi semeado 

em estrias (3 estrias) com auxílio da alça de platina. Foi colocada uma lamínula estéril sobre as 

estrias semeadas. Uma pequena bola de algodão embebida em água destilada estéril foi 

colocada na placa, que logo após foi fechada e incubada a 25°C durante 15 dias. Após este 

período, foi adicionado a placa 0,5mL de formol e deixado agir por uma hora. A lâmina foi, 

então, examinada em microscópio óptico para a pesquisa de hifas, pseudohifas, artroconídios, 

blastoconídios, apressoria e outras estruturas importantes na identificação de leveduras (Figura 

01). 

 

 

Figura 01: Esquema metodológico para realização de microcultivo. 

 

4.3.2.2. Prova da Urease 

A prova da urease foi realizada por meio do teste de hidrólise de uréia de Christensen 

(Christensen, 1946), na qual metaloenzimas produzidas pelo microrganismo promovem a 

hidrólise de uréia presente no meio de cultura para produzir amônia e dióxido de carbono, 
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alterando, assim, o pH do mesmo. Para realização da técnica foram utilizados repiques de 48 

horas que após a semeadura em meio ureia de Christensen foram incubadas por até 48 horas à 

37ºC.  A positividade do teste foi observada quando ocorreu alteração da coloração do meio de 

cultura de amarelo para rosa intenso, devido a alcalinização do meio que se torna evidente 

devido a presença do indicador de pH (vermelho de fenol), conforme pode ser observado na 

Figura 02.  As leveduras do gênero Trichosporon são 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 Tolerância a Cicloheximida 0,1% 

Culturas de 48 horas de cada isolado foram semeadas em meio ágar Sabouraud dextrose 

acrescido de 0,1% de cicloheximida, em seguida foram incubadas por até 72 horas 37ºC para 

verificação do crescimento e tolerância a cicloheximida. 
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4.3.2.4 Teste de Tolerância de Crescimento à 37ºC 

Os isolados foram semeados em ágar Sabouraud dextrose e incubados à 37ºC durante 

um período de 10 dias, leituras diárias foram realizadas para observar a existência do 

crescimento leveduriforme no meio de cultura. 

 

4.3.2.5 Assimilação de Fontes de Carbono e Nitrogênio - Auxanograma 

Neste teste é observada a capacidade do microrganismo em assimilar diferentes fontes 

de carbono e nitrogênio (Middelhoven et al., 1984; Kurtzman, Fell e Boekhout, 2011).  

Para assimilação de fontes de carbono foi utilizado caldo Yeast Nitrogen Base (YNB) 

acrescido de diferentes açúcares como fontes de carbono em concentração de 0,5%. A partir de 

uma cultura de 48 horas foi preparada uma suspensão em água destilada estéril com turvação 

equivalente a escala 2 de MacFarland. Em cada tubo contendo o YNB acrescido da fonte de 

carbono, foi adicionado 0,1mL da suspensão de levedura. As leveduras inoculadas foram 

incubadas à 25ºC por 20 dias com leituras realizadas em intervalos de cinco dias.  Para a leitura 

foi analisada a turbidez do meio com auxílio de um cartão de Wickerhan. Quando a turbidez do 

meio dificultava a visualização das linhas do cartão, o teste foi considerado positivo, conforme 

observado na Figura 03 (Magalhães, 2008).  

A técnica e leitura para assimilação de fontes de nitrogênio, seguiu os mesmos 

procedimentos daquela para assimilação de fontes de carbono, no entanto o meio de cultura 

utilizado foi o Yeast Carbon Base (YCB) e como fonte de nitrogênio foram acrescidos ao meio 

a peptona e o nitrato de potássio (KNO3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 03: Turbidez observada na técnica de assimilação de carboidratos – 

Auxanograma A- Controle negativo; B – Leve turbidez considerada como resultado 

negativo; C e D turbidez que dificulta a visualização das linhas, consideradas como 

resultado positivo. 
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4.3.2.6 Fermentação de Carboidratos - Zimograma 

Esta técnica verifica a capacidade do microrganismo fermentar carboidratos e, em 

conjunto com o teste de assimilação de carboidratos completa o perfil bioquímico 

leveduriforme.   

Em tubos contendo meio basal constituído de peptona e extrato de levedura (pH 7,0) e 

com tubos de Durham, foram adicionados açúcares na concentração de 2%.  Para realização da 

técnica foi preparado uma suspensão das leveduras, com crescimento prévio de 48 horas, em 

2mL de salina 0,85%, com turbidez compatível a escala 0.5 de MacFarland. Em seguida, foram 

adicionados 50µL da suspensão em cada tubo com meio de cultura, açúcar e tubo de Durham. 

Os tubos foram incubados à 25ºC durante 15 dias, com leituras diárias. A positividade foi 

observada por meio do aparecimento de uma bolha no interior do tubo de Durham. 

 

 

4.3.2.7 Chaves de Identificação Taxonômica  

Para a identificação de leveduras do gênero Trichosporon foram utilizadas duas chaves 

de assimilação de substratos de carbono e nitrogênio: a descrita por Kurtzman,  Fell & Boekhout   

(2011), que possibilita a identificação 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. terrícola, T. vadense, T. veenhuisii e T. wieringae; e a chave 

descrita por Rodriguez-Tudela et al., (2005), que possibilita a identificação de T.asahii, T. 

asteróides, T. coremiiforme, T. cutaneum, T. dermatis, T. faecale, T. inkin, T. japonicum, T. 

jirovecii, T. montevideense, T. mucoides e T. ovoides. Esta última, além dos açúcares, também 

utiliza outros três testes que fazem parte da chave de identificação: termotolerância, tolerância 

a cicloheximida 0,1% e presença ou não de célula apresoria.                   

                       

                   

4.3.3. CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA 

Após estudo fenotípico, os isolados foram estudados molecularmente através da análise 

da região IGS1 do rDNA. 
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4.3.3.1 Extração de DNA 

As amostras foram semeadas em meio ágar Saboraud dextrose com cloranfenicol e 

incubadas por um período de 48 horas. A extração seguiu conforme protocolo comercial do kit 

de extração Tissue & Cells Genomic Prep. Mini Spin Kit (GE-Healthcare) indicado pelo 

fabricante, com modificação apenas no tempo de incubação em agitador, que foi padronizado 

para 24 horas. A quantificação e pureza do DNA extraído de cada amostra foram dosadas por 

absorbância em espectrofotômetro (260/280nm), em aparelho Epoch (Biotech). 

 

4.3.3.2 Técnica de PCR e Sequenciamento 

A amplificação da região IGS1 foi realizada utilizando os primers 26SF (IGS1-26SS) 

(5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e 5SR (IGS2-58S) (5’-

AGCTTGACTTCGCAGATCGG-3’) (Sugita et al., 2002) em reações de 50µL contendo 

0,5µM de cada primer, 0,2mM de cada dNTP, 5µL de tampão 10x, 2,5U de Taq Polimerase e 

10ng de DNA. A amplificação foi realizada de acordo com os seguites parâmetros: 

desnaturação inicial de 3 minutos a 94ºC, seguida por 38 ciclos de 30 segundos a 94ºC, 30 

segundos a 57ºC, e 1 minuto a 72ºC, e extensão final de 10 minutos a 72ºC.  

O produto da amplificação foi submetido à eletroforese em gel de agarose (1,5%) corado 

com 0,1μL/mL de SYBR Safe (Invitrogen, USA) em solução tampão 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 documentação digital. 

Os produtos amplificados foram purificados e, então, enviados ao Instituto de Biotecnologia da 

Universidade Estadual Paulista de Botucatu –SP (IBETEC) para sequenciamento. Após, os 

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 sequências disponíveis no 

GenBank. Identidade mínima acima de 98% foram aceitas para considerar a identificação 

molecular. 
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4.3.4 ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF  

 Para realização da técnica foram utilizados MALDI-TOF Vitek com o banco de dados 

Saramis e Myla e o MALDI TOF Bruker Daltonics com o banco de dados Biotyper-Flexcontrol. 

As técnicas foram realizadas na Universidade de São Paulo, Instituto de Medicina Tropical, São 

Paulo-SP e no Instituto Adolfo Lutz Central, São Paulo-SP, respectivamente. 

 As cepas foram incubadas por 48 horas a 30ºC em ágar Sabouraud dextrose. Após 

análise da pureza da amostra, uma colônia escolhida foi transferida por meio de alça 

bacteriológica para microtubo de 1,5mL contendo 1 mL de água purificada estéril. Após 

agitação em vórtex por 1 minuto, os microtubos foram centrifugados à 13.000 rpm durante 2 

minutos. Após centrifugação, os sobrenadantes foram cuidadosamente removidos. Em seguida, 

300 µL de água purificada foi adicionada aos sedimentos, que novamente foram agitados. 

Finalizada esta etapa, foi adicionado a cada microtubo 900 µL 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 centrifugação foi realizada, buscando retirar qualquer resíduo de etanol da 

amostra para evitar interferências no processo de identificação. Após descarte do sobrenadante 

o sedimento foi disposto para secar em temperatura ambiente. Em seguida, 10µL do sedimento 

foi homogeneizado com 50µL de ácido fórmico 70%. Os microtubos foram agitados e 50 µL 

de acetonitrila foram adicionados a suspensão. A mistura foi, então, novamente centrifugada a 

13.000 rpm por 2 minutos. Logo após, 1µL do sobrenadante foi adicionado a placa de aço 

MALDI, que secou em temperatura ambiente. Em sequência foi adicionado 1µL da matriz 

indicada pelo fabricante. Após secagem em temperatura ambiente a análise foi realizada em 

triplicata, para avaliar a qualidade e reprodutibilidade dos espectros. Por fim, os 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 não são confiaveis para identificação, valores de score de 1.700 a 

1.999 indicam a provável identificação do gênero, valores de score de 2.000 a 2.299 

correspondem a identificação segura do gênero e provável identificação da espécie, enquanto 

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

4.3.5.1 Produção da Enzima Proteinase  

 Para esta técnica foi utilizado o meio sólido para pesquisa de proteinase (Rüchel et al., 

1982). As amostras obtidas de um crescimento prévio de 48 horas foram semeadas em quatro 

pontos equidistantes sobre o meio de cultura em placas de Petri. Em seguida foram incubadas 

a temperatura ótima para o crescimento (25°C ou 37˚C dependendo da cepa) por 18 dias. A 

positividade do teste foi verificada através da formação de um halo translúcido ao redor da 

colônia, o que indica a degradação da proteína existente no meio.  

 A atividade enzimática (Pz) foi medida segundo Price et al. (1982), utilizando-se a razão 

entre o diâmetro da colônia (dc) e o diâmetro da colônia mais a zona de degradação (ddc), ou 

seja, Pz = dc/ddc. Os resultados de Pz foram interpretados como descritos na Tabela 02. 

 

Tabela 02:  Interpretação dos resultados de atividade enzimática. 

Pz Atividade Enzimática Código 

= 1,0 Negativa 1 

≥ 0,64  1,0 Positiva 2 

 0,64 Fortemente Positiva 3 

 

 

4.3.5.2 Produção da Enzima Fosfolipase  

A execução do teste foi a mesma que proposta para pesquisa da proteinase, sendo a 

pesquisa realizada em meio ágar fosfolipase (Price et al., 1982; Willianson et al., 1986). A 

presença da enzima foi observada pela formação de uma zona opaca de precipitação ao redor 

da colônia da levedura e atividade enzimática foi medida e interpretada da mesma forma que 

para a proteinase, conforme descrito anteriormente. 

 

4.3.5.3 Produção de Biofilme 

Com o propósito 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 modificações. As amostras foram cultivadas em ágar Sabouraud 

dextrose de 25ºC a 37˚C por 48 horas. A partir do crescimento obtido foi preparado um inóculo 

padronizado com 3 mL de salina, sendo a turbidez compatível a escala 4 de MacFarland. 

Alíquotas de 100μl do inóculo foram transferidas para a placa de poliestireno em triplicada. Em 
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seguida foram adicionados 180μl de Sabouraud caldo suplementado com 8% de glicose. As 

placas foram incubadas a 25˚C ou 35˚C por um período de 6 horas para o tempo de adesão das 

células no substrato. Após incubação as placas foram aspiradas e lavadas com Phospate Buffer 

Solution (PBS) acrescido de Tween 20% para a remoção das células não aderidas. Uma nova 

incubação em temperatura de 25˚C ou 35˚C foi realizada por um período máximo de 72 horas 

para que ocorresse a maturação dos biofilmes. Após esta incubação, a placa foi novamente 

lavada por duas vezes com PBS - Tween 20%. Posteriormente foram adicionados 100μl de 

metanol 100% para desidratação do biofilme. Após 5 minutos o metanol foi retirado e a placa 

foi disposta no fluxo laminar para secagem a temperatura ambiente. Finalizando esta etapa, 

200μl de cristal violeta a 0,3% foram adicionados em cada poço e a placa foi incubada por 20 

minutos. O corante foi removido após o tempo estipulado e a placa foi lavada duas vezes com 

água destilada. Para remoção do corante impregnado nos biofilmes, foram adicionados 200µL 

de ácido acético em cada poço, e o sobrenadante foi transferido para novas placas de 

poliestireno com fundo chato para leitura em espectrofotômetro a 590 nm. Os valores de 

absorbância dos controles negativos foram subtraídos dos valores observados pelas cepas 

testadas, minimizando-se assim possíveis interferências. Cada amostra foi testada três vezes, e 

a quantificação da produção de biofilme foi relatada como a média aritmética dos valores de 

absorbância das triplicatas.  

Para categorizar a produção de biofilme os isolados foram considerados como fracos 

produtores (A595 ≤ 0.531), produtores intermediários (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 ANTIFÚNGICOS 

4.3.6.1 Células Planctônicas 

4.3.6.1.1 Microdiluição em Caldo 

A verificação de susceptibilidade aos antifúngicos por meio da técnica de microdiluição 

em caldo foi realizada no Instituto Adolfo Lutz Central, São Paulo-SP, de acordo com a 

metodologia preconizada no documento EDef 7.3 do EUCAST (Arendrup et al., 2015). Os 

antifúngicos utilizados na pesquisa foram fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina-B 

e caspofungina. 

Para cada antifúngico foi preparada uma microplaca de poliestireno, onde as soluções 

de trabalho foram confeccionadas por meio de diluições seriadas de cada fármaco 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 concentração duas vezes superior à concentração final almejada para as 

análises de susceptibilidade.  A concentração dos antifúngicos 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 ágar Sabouraud dextrose por 24 a 48 horas antes do 

teste. Após o crescimento, foi preparado um inóculo fúngico com 5 colônias, representativas e 

distintas, em 3 mL de água destilada. A suspensão foi homogeneizada em agitador com 

velocidade de 2000 rpm durante 15 segundos, e em seguida a turbidez da suspensão foi ajustada 

a escala 0,5 de MacFarland, correspondendo a uma suspensão de leveduras de 1-5 x 106 

CFU/mL. Foi, então, preparada uma suspensão de trabalho com diluição de 1:10 da suspensão 

padrão de 1-5 x 106 CFU/mL.  

Visando manter a concentração de células viáveis, as placas de microdiluição foram 

inoculadas dentro de 30 minutos após a preparação do inóculo. Um volume de 100 µL da 

suspensão de leveduras foi inoculado em cada poço da placa. A coluna 11 foi utilizada para 

verificação do controle de crescimento, nestes poços foram adicionados 100 µL de meio estéril 

livre de antifúngico e 100 µL da mesma suspensão do inóculo. A coluna 12 foi utilizada para 

verificação do controle de esterilidade do meio e água utilizados para o teste. Logo foram 

adicionados em cada poço 100 µL do meio de cultura e a mesma quantidade de água estéril do 

lote usado para o preparo do inóculo.  Em seguida as placas foram incubadas, sem agitação, 

durante um período de 24 ± 2 horas à 35°C. A leitura das placas de microdiluição foi realizada 

em um leitor de placas com absorbância estabelecida de 530 nm. Os valores obtidos dos 

controles negativos foram subtraídos das leituras dos outros poços. Para anfotericina B, a CIM 

foi a menor concentração que levou a inibição ≥90 % de crescimento quando comparado com 

controle de crescimento livre de antifúngico. Para os azólicos e equinocandinas a concentração 

inibitória mínima (CIM) foi a menor concentração que levou à inibição ≥50 % de crescimento 

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

 

4.3.6.1.2 Etest  

Todas as leveduras foram estudadas frente aos cinco antifúngicos, para o 

estabelecimento da CIM, por meio do método Etest, um teste comercial de sensibilidade a 

antifúngicos. 

O Etest consiste em fitas plásticas com um gradiente definido e contínuo de antifúngico. 

Cada fita contém um gradiente de concentração correspondente a 0,016 a 256 µg/mL para 
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fluconazol e 0,002 a 32 µg/mL para itraconazol, voriconazol, caspofungina e anfotericina B. 

As fitas de Etest foram armazenadas em freezer -20ºC até serem utilizadas.  

As leveduras foram previamente cultivadas em ágar Sabouraud dextrose por 48 horas a  

37˚C, e a partir destes cultivos, foram feitas suspensões em salina estéril de acordo com a escala 

0,5 de MacFarland. O inóculo foi semeado com auxílio de swab alginatado sobre a superfície 

do ágar Mueller-Hinton contido em placas de Petri. As fitas foram dispostas cuidadosamente 

no centro da placa, sobre a superfície do ágar. 

As placas foram então incubadas durante 24 horas a 37˚C. A concentração inibitória 

mínima (CIM) foi considerada como a concentração que estava no ponto em que o limite da 

área de inibição do crescimento da levedura interceptava a fita de Etest, conforme pode ser 

observado na Figura 04. 

 

 

Figura 04: Placa com meio ágar Mueller-Hinton e tiras de Etest após incubação para 

verificação da susceptibilidade antifúngica. Setas Vermelhas demonstram o ponto de interseção 

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

A verificação do perfil de sensibilidade dos biofilmes foi realizada de acordo com a 

metodologia descrita por Di Bonaventura et al. (2006), com algumas modificações. Os 

antifúngicos utilizados na pesquisa foram fluconazol, com concentração de 0,125 a 64 mg/L e 

itraconazol, voriconazol, anfotericina B e caspofungina com concentrações de 0,008 a 4 mg/L.  

As leveduras foram semeadas em ágar Sabouraud dextrose por 48 horas antes do teste. 

A partir do crescimento obtido foi preparado um inóculo padronizado com 5 mL de meio RPMI 

1640 tamponado com MOPS em pH 7,0 com turbidez compatível a escala 0,5 de MacFarland 

(1x106). Foram transferidas alíquotas de 200µL do inóculo para as placas de poliestireno em 

duplicata, as quais foram incubadas a 35ºC durante 6 horas, visando a adesão das células ao 

substrato. A coluna 11 das placas foi utilizada para verificação do controle de crescimento, 

sendo que nestes poços foram adicionados 100 µL de meio estéril livre de antifúngico e 100 µL 

da mesma suspensão do inóculo. A coluna 12 foi utilizada para verificação do controle de 

esterilidade do meio e água utilizada para o teste. 

Após o período de incubação, as placas foram aspiradas com o auxílio de uma 

micropipeta e cada poço foi lavado com Phospate Buffer Solution (PBS) acrescido de Tween 

20%. Após a lavagem foram adicionados em cada poço 100µL de meio RPMI 1640 tamponado 

com MOPS estéril e novamente direcionados para incubação a 35ºC durante um período de 48 

horas.  

Após a incubação o sobrenadante contido nos poços foi removido e duas novas lavagens 

com PBS Tween 20% foram realizadas.  Em seguida foram adicionados em cada poço 200µL 

do meio RPMI previamente preparado com os antifúngicos em concentrações que variam de 

acordo com o antifúngico de escolha. As placas foram novamente incubadas, por 24 horas para 

caspofungina e por 48 horas para fluconazol, voriconazol, itraconazol e a anfotericina B. Após 

a incubação, os sobrenadantes de cultivo dos biofilmes foram aspirados e desprezados e os 

poços foram lavados com PBS Tween 20% visando a remoção de células não aderidas. Após a 

lavagem todo o PBS foi cuidadosamente retirado.  

Em abrigo de luz direta foi adicionado 50 µL de PBS estéril, 75 µL da solução XTT 

estéril (1mg/mL em PBS – Sigma) e 6 µL de solução de menadiona (1 mM em acetona – Sigma) 

em cada poço. Em seguida as placas foram incubadas durante 5 horas à 35ºC. Após o período 

estabelecido de incubação, a solução de XTT foi retirada e transferida para novos poços. A 

leitura foi realizada em espectrofotômetro a 492 nm, sendo considerado a concentração 

inibitória mínima em biofilme para caspofungina e azólicos a menor concentração capaz de 
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diminuir 50% da atividade metabólica dos biofilmes em comparação ao controle sem 

antifúngico, enquanto para a anfotericina B a concentração inibitória mínima considerada foi 

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

 

4.3.6.3 Interpretação das Concentrações Inibitórias Mínimas (CIMs) 

 Apesar do aumento de infecções causadas por Trichosporon spp., até o momento não 

existem breakpoints formalmente propostos para o gênero, o que impede sua classificação com 

relação a sua sensibilidade ou resistência aos antifúngicos estudados.  

 

 

4.3.7 DIVERSIDADE GENOTÍPICA 

4.3.7.1 Genotipagem e análise filogenética de T. asahii 

A genotipagem dos isolados foi realizada com as amostras de T. asahii, e para tal as 

sequências IGS1 de T. asahii obtidas neste estudo foram comparadas com sequências de DNA 

depositadas no GenBank dos 15 genótipos já descritos em literatura.  

Para a análise filogenética das amostras de T. asahii foram comparados os dados obtidos 

por meio do sequenciamento da região IGS1 do rDNA. Esta análise envolveu 32 sequências de 

nucleotídeos, com total de 551 posições no conjunto de dados final. As análises evolutivas 

foram conduzidas no software MEGA X. Sequência de DNA de cepa referência de 

Trichosporon faecale CBS 4828 (KM488293) foi utilizada como grupo externo para as análises 

filogenéticas.   

 

4.3.8 ÁNALISE ESTATÍSTICA  

A quantificação 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 virulência e produção 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. 
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5. RESULTADOS 

5.1 IDENTIFICAÇÃO DAS AMOSTRAS DE Trichosporon spp. 

 O meio cromogênico CHROMagar Candida® foi utilizado na triagem das amostras para 

avaliação da pureza e viabilidade das mesmas. Também foi avaliado o comportamento 

cromogênico das leveduras quando semeadas em meio diferencial e nenhum padrão específico 

na expressão fenotípica dos isolados foi observada, sendo que 12 colorações diferentes foram 

expressas pelos isolados de Trichosporon frente à assimilação dos cromógenos presentes no 

meio (Anexo 01). 

 Na observação microscópica em Corn Meal ágar, todos os isolados apresentaram 

blastoconídios, hifas, pseudo-hifas e artroconídios. Nenhum isolado apresentou células 

apresorias, que correspondem a modificações morfológicas em segmentos terminais ou 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 05: Características micromorfológicas dos isolados de Trichosporon spp. Setas pretas 

– Artroconídios; 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 37ºC (Anexo 

02). Nenhuma das 59 amostras fermentaram carboidratos (Anexo 03). Todos os dados obtidos 

nos estudos fenotípicos foram analisados por meio das chaves taxonômicas, e um total de 100% 

das amostras foram identificadas até o nível de espécie (Anexo 04). 

A técnica de espectrometria MALDI-TOF identificou 74,5% (44/59) das amostras como 

leveduras do gênero Trichosporon, sendo que 25,5% (15/59) dos isolados não puderam ser 

identificados (Anexo 04).  

A caracterização molecular, por meio da amplificação e sequenciamento da região 

IGS1, foi realizada como técnica padrão-ouro na identificação dos isolados de Trichosporon 

spp. Do total de amostras estudadas, a espécie que apresentou maior frequência 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 – Frequência das espécies entre as 59 amostras de Trichosporon identificadas por 

meio da amplificação e sequenciamento da região IGS1. 

Espécie 
Isolados Identificados 

% (N) 

T. asahii 52,6(31) 

T. debeurmannianum 18,6 (11) 

 (12) 
T. inkin 13,5 (08) 

T. dermatis 5,1 (03) 

T. coremiiforme 3,4 (02) 

 (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 - Frequência das espécies de Trichosporon distribuídas de acordo com a origem dos 

isolados (humana, animal e ambiental) e identificadas por meio da amplificação e 

sequenciamento da região IGS1. 

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 nível de concordância entre a metodologia fenotípica tradicional e a técnica 

molecular, na identificação das 59 amostras de Trichosporon, foi de 55.9% (34/59). A 

concordância na identificação entre MALDI-TOF MS e a técnica molecular foi de 67.8% 

(40/59). Quando comparadas as técnicas de MALDI-TOF MS e fenotípica tradicional, a 

concordância foi de 59,3% (35/59). A espécie que obteve maior concordância nas identificações 

foi T. asahii, sendo 100% quando comparada a técnica molecular com a fenotípica tradicional, 

93,5% (29/31) quando comparada a metodologia molecular com MALDI-TOF MS e 93,5% 

(29/31) quando comparado a metodologia fenotípica com MALTI-TOF MS conforme pode ser 

observado na Tabela 05.   
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Tabela 05 – Comparação da identificação de 59 amostras de Trichosporon spp. por 

sequenciamento da região IGS1, método fenotípico tradicional e MALDI-TOF MS 

Espécies 

Sequenciamento 

da região IGS1 
 

Método 

Fenotípica 
 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 identificação 0  0  15 

TOTAL 59  59  59 

 

 

5.2 FATORES DE VIRULÊNCIA  

 Neste estudo foi verificado que 89,8% e 96,6% dos isolados não apresentaram 

atividade para as enzimas proteinase e fosfolipase, respectivamente (Tabela 06). As amostras 

humanas, animais e ambientais, predominantemente, não apresentaram atividade enzimática 

(Figura 06). As únicas amostras que apresentaram secreção das enzimas proteinase foram: 01 

amostra de T. asahii, 03 de T. dermatis e 02 de T. debeurmannianum. Em relação à enzima 

fosfolipase, 01 amostra de T. asahii apresentou atividade e 01 de T. debeurmannianum. A 

análise estatística da produção das enzimas proteinase e fosfolipase comparando entre os 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 não possuem significância 

estatística, uma vez que foi estabelecido como referência o valor de P < 0,05. 
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Figura 06 - Atividade das enzimas proteinase e fosfolipase das amostras de Trichosporon spp. 

distribuídas entre os grupos de origem humana, ambiental e animal. 

Tabela 06 – Atividade das enzimas proteinase e fosfolipase apresentada pelas 59 amostras de 

Trichosporon spp. estudadas. 

  

  

Espécies 

  

Índice de Atividade Enzimática (Pz) 

1 2 3 

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 (5,2) - - 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 (3,4) 6 (10,2) 0 0 

AF = atividade fosfolipásica; AP = atividade proteolítica; Pz = Valores da atividade enzimática, segundo Price et al (1982): 

Pz = 1 ausência de atividade enzimática = índice 1; 1,0< Pz ≥ 0.64 atividade enzimática positiva = índice 2; Pz < 0.64 

atividade enzimática fortemente positiva = índice 3. 

 

 

HUMANAS ANIMAIS AMBIENTAIS

90,9% 100%
81,5%

9,1% 18,5%

PROTEINASE

Ausência Atividade Enzimática Atividade Enzimática Positiva

HUMANAS ANIMAIS AMBIENTAIS

97,8% 100% 90,9%

2,2%
9,1%

FOSFOLIPASE

Ausência Atividade Enzimática Atividade Enzimática Positiva
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A habilidade de formar biofilme sob a superfície 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 número de isolados na classificação fortemente positivo (14/32). 

 

Tabela 07 – Produção de biofilme distribuída de acordo com a espécie de Trichosporon. 

Espécies 

Absorbância (nm) 

Média (mímino-

máximo) 

Classificação (n)  

Fortemente 

Produtor 

Forte 

Produtor 

Intermediário 

Produtor 

Fraco 

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%) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 07 - Caracterização, em relação a formação de biofilme, das amostras de Trichosporon 

spp. distribuídas entre os grupos de origem humana, ambiental e animal. 

Clínica Humana Clínica Animal Ambiental

43,19%

25%

36,40%

4,54%

2,27%

50%

75%

63,60%

Produção de Biofilme

FRACO PRODUTOR PRODUTOR INTERMEDIÁRIO

FORTE PRODUTOR FORTEMENTE PRODUTOR
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A análise estatística da produção de biofilme entre os grupos de origem humana, 

ambiental e animal foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis com o valor de significância 

estabelecido em P < 0,05, entretanto, não foram observadas diferenças estatísticas significativas 

entre os grupos analisados (Tabela 08). 

 

Tabela 08 - Produção de biofilme dos isolados de Trichosporon spp. distribuídos entre os 

grupos de origem humana, ambiental e animal. 

Origem 

Absorbância (nm) 

Média (mínima-

máxima) 

Valor-p* 

Humana 1,223 (0,005-3,812) 

0,410 Ambiental 1,734 (0,008-3,350) 

Animal 1,446 (0,029-2,237) 

* Teste de Kruskal-Wallis 

 

 

5.3 SUSCEPTIBILIDADE AOS ANTIFÚNGICOS 

5.3.1. Células Planctônicas 

As Tabelas 09 e 10 mostram os intervalos de CIM e as CIMs que inibiram 50% e 90% 

das amostras (CIM50 e CIM90), com os dois métodos estudados e distribuídos de acordo com a 

origem da amostra (humana, ambiental, animal). De um modo geral, independente da origem 

da amostra, em ambos os métodos foram observadas CIMs elevadas para os antifúngicos 

fluconazol e caspofungina, sendo que para algumas espécies a anfotericina B e o itraconazol 

também apresentaram valores elevados. Voriconazol 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 microdiluição em caldo. Quando as amostras ambientais foram 

testadas frente ao método comercial Etest, foi observado valores menos elevados de CIM frente 

ao antifúngico anfotericina B. 

Para o método Etest, independente da origem da amostra, foram observados valores 

maiores de CIMs para os antifúngicos caspofungina, fluconazol e itraconazol. Na técnica de 

microdiluição em caldo as amostras humanas e ambientais apresentaram menor 

susceptibilidade frente a caspofungina, anfotericina B e fluconazol, enquanto as amostras 

animais, seguiram o mesmo padrão observado no método comercial Etest, expondo maiores 

resultados de CIMs para os antifúngicos caspofungina, itraconazol e fluconazol. 
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Comparando os valores de CIMs entre os dois métodos, no Etest os antifúngicos 

fluconazol, caspofungina e itraconazol apresentaram intervalos de CIMs bem amplos em 

relação àqueles observados para o EUCAST, com valores de CIM50 e CIM90 maiores e 

discrepantes. Discrepâncias menores foram observadas nos antifúngicos 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 gênero, impediu a 

classificação com relação a sua sensibilidade ou resistência. 

Todas as espécies apresentaram elevados valores de CIM50 e CIM90 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 à anfotericina B (Tabela 11). As demais espécies demonstraram valores variados de 

CIMs.  

 

Tabela 09: CIM50 e CIM90 dos 59 isolados de Trichosporon spp. frente a cinco antifúngicos por 

meio do método de microdiluição EUCAST. 

N.D – Valores de CIM não definidos 

 

 
 

 

Tabela 10 - CIM50 e CIM90 dos 59 isolados de Trichosporon spp. frente a cinco antifúngicos por 

meio do método comercial “Etest”. 

 

Fármacos 

Antifúngicos 

Humanas Animais Ambientais 

Range CIM50 CIM90 Range CIM50 CIM90 Range CIM50 CIM90 

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 0,5 – 2 1 1,8 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 0,5 – 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 

Fármacos 

Antifúngicos 

Clínicas Humanas Clínicas Animais Ambientais 

Range CIM50 CIM90 Range CIM50 CIM90 Range CIM50 CIM90 

µg/ml µg/ml µg/ml µg/ml µg/ml µg/ml µg/ml µg/ml µg/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 – 0,5 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 CIM50 e CIM90 das espécies de Trichosporon, frente a cinco 

antifúngicos estudadas por meio do método de microdiluição em caldo EUCAST e Etest. 

Espécies (nº de isolados e 

fármacoss antifúngicos) 

Eucast Etest 
Range CIM 50 CIM 90 Range CIM 50 CIM 90 

T. asahii (n=31)       
Fluconazol 0,5 – 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 0,5 – 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 4,8 4 – 48 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 – 1,5 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 0,12 – 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. 1,5 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. 1,5 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 não definidos 
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5.3.2. Biofilmes 

A Tabela 12 apresenta o perfil de sensibilidade dos biofilmes, demonstrando as CIM50 

e CIM90 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 

antifúngicos testados, sendo eles, fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina B e 

caspofungina. Entre os azóis foram encontradas concentrações de 2 a 32 vezes maiores que 

aquelas observadas para células planctônicas utilizando o método EUCAST, sendo que destes, 

as maiores variações foram observadas para fluconazol e voriconazol. Concentrações de 4 a 66 

vezes maiores foram observadas para a anfotericina B e de 2 a 33 vezes maiores para a 

caspofungina.  

 

Tabela 12 - CIM50 e CIM90 dos biofilmes de 59 isolados de Trichosporon spp. frente a cinco 

antifúngicos por meio do método de microdiluição EUCAST. 

Antifúngicos 

Clínicas Humanas 

 

Clínicas Animais 

 

Ambientais 

Range CIM50 CIM90 Range CIM50 CIM90 Range CIM50 CIM90 

mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L mg/L 

Fluconazol 0,125 - 64 45,57 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 0,5 - 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 não definidos 

 

 

 

 Embora os valores de CIM tenham sido elevados, em relação 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 - CIM50 e CIM90 dos biofilmes formados pelas espécies de Trichosporon, frente a 

cinco antifúngicos estudados por meio do método de microdiluição em caldo EUCAST. 

Espécies (nº de isolados e drogas antifúngicas) 
Eucast - Biofilme 

Range CIM50 CIM90 
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 0,5 - 4 2,77 3,75 
Voriconazol 0,5 - 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 não definidos 
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5.4 DIVERSIDADE GENOTÍPICA E ANÁLISE FILOGENÉTICA – T. asahii 

A verificação da diversidade genotípica por sequenciamento da região IGS1 das 

amostras de T. asahii demonstrou a presença de três genótipos (Tabela 14). Foi 

predominantemente encontrado o genótipo 1 (83,88% - 26/31), seguido pelos genótipos 4 

(12,90% - 4/31) e 7 (3,22% - 1/31) (Figura 08).  Quanto a localização geográfica, os genótipos 

1 e 4 foram isolados em São Paulo-SP e Cuiabá-MT, enquanto entre os isolados da cidade de 

Bauru-SP foram encontrados genótipos 1 e 7 (Figura 09), não configurando associação de 

genótipos com região geográfica, uma vez que o genótipo 7 é representado por uma única 

amostra. 

 

 

Tabela 14 - Análise de diversidade genotípica dos isolados de Trichosporon asahii por 

sequenciamento da região IGSI 

AMOSTRAS ORIGEM Procedência GENÓTIPO IGS1 

1 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

2 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

3 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

4 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

5 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

6 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

7 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

8 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

9 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

10 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

11 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

12 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

13 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

14 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

15 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

16 Humana Bauru-SP Genótipo 1 

17 Humana Bauru-SP Genótipo 7 

19 Humana Bauru-SP Genótipo 1 

27 Humana Cuiabá-MT Genótipo 1 

30 Humana Cuiabá-MT Genótipo 1 

31 Humana Cuiabá-MT Genótipo 1 

32 Humana Cuiabá-MT Genótipo 4 

33 Humana Cuiabá-MT Genótipo 4 

34 Humana Cuiabá-MT Genótipo 1 

38 Humana Cuiabá-MT Genótipo 1 

40 Humana Cuiabá-MT Genótipo 1 

41 Humana Cuiabá-MT Genótipo 4 

42 Humana Cuiabá-MT Genótipo 1 

43 Humana Cuiabá-MT Genótipo 1 

44 Humana São Paulo-SP Genótipo 1 

47 Animal Brasil Genótipo 4 
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Figura 08: Predominância dos genótipos de T. asahii por sequenciamento da região IGS1. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 09: Distribuição geográfica dos genótipos de T. asahii por sequenciamento da região 

IGS1. 

83,88%

12,90%
3,22%

Predominância dos Genótipos nas 
Amostras de T.  asahii

GENÓTIPO  1

GENÓTIPO  4

GENÓTIPO 7

Cuiabá – MT (genótipos 1 e 4)

Bauru – SP (genótipos 1 e 7)

São Paulo – SP (genótipos 1 e 4)



52 

 

 

 

 

 Não foi observada associação entre os genótipos encontrados e a secreção de enzimas. 

Apenas 3,22% das amostras apresentaram atividade enzimática, tanto para proteinase quanto 

para fosfolipase, sendo que em ambos os casos as mesmas foram identicadas como sendo do 

genótipo 1 (Figura 10).  

 

 

Figura 10: Associação entre atividade enzimática e genótipos de T. asahii. 

 

 

Em relação à produção de biofilme em placas de poliestireno, também não foram 

observadas associações entre os genótipos e os resultados obtidos. O genótipo 1 foi 

predominante na presente pesquisa e estes isolados se classificaram como fortemente 

produtores (38,72%), fracos produtores (35,50%), produtores intermediários (6,45%) e fortes 

produtores (3,22%) (Figura 11).  
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Figura 11: Associação entre capacidade de produção de biofilme em placas de poliestireno e 

genótipos de T. asahii. 

 

Quanto aos testes de susceptibilidade antifúngica, também não foram observadas 

alterações nos valores das CIMs que se relacionem com os genótipos de T. asahii, tanto na 

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

  

Tabela 15: Susceptibilidade antifúngica dos biofilmes pelos 31 isolados de T. asahii em relação 

aos genótipos estudados.  

Antifúngicos 

 

Genótipo 1 

(n=26) 

Genótipo 4 

(n=4) 

Genótipo 7 

(n=1) 

Range CIMs 

(µg/mL) 
Range CIMs 

(µg/mL) 
Range CIMs 

(µg/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 realização da análise filogenética das amostras de T. asahii foram comparados os 

dados obtidos por meio do sequenciamento da região IGS1 do rDNA. Esta análise envolveu 32 

sequências de nucleotídeos, havia um total de 551 posições no conjunto de dados final. As 

35,50%

6,45%
3,2…

38,72%

3,22%
3,22%

6,45%
3,22%

Fraco Produtor Produtor
Intermediário

Forte Produtor Fortemente
Produtor

Genótipo 1 Genótipo 4 Genótipo 7
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análises evolutivas foram conduzidas no software MEGA X. Com a análise filogenética foi 

possível verificar que as amostras 17, 47, 32 e 33 se diferenciaram das demais quando 

devidamente alinhadas na árvore filogenética, tendo maior destaque em sua diferenciação as 

três últimas citadas. A amostra 17 é um isolado classificado como genótipo 7, enquanto as 

amostras 47, 32 e 33 se classificam como genótipo 4. Na análise filogenética, não foi possível 

a inclusão de uma amostra de genótipo 4, uma vez que o sequenciamento relizado, mesmo após 

várias tentativas, não ficou adequado para este estudo. Todos os isolados de T. asahii de 

genótipo 1 apresentaram similaridade pelo método da máxima verossimilhança (Figura 12).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12: Análise filogenética dos genótipos de T. asahii. 

 

 

 

 

 T. asahii 19 - Genotipo 1
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 T. asahii 4  -  Genotipo 1
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 T. asahii 17   - Genotipo 7
 T. asahii 47 - Genotipo 4
 T. asahii 32 - Genotipo 4
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6. DISCUSSÃO 

 A taxonomia do gênero Trichosporon tem evoluído nos últimos anos e novas 

classificações vem sendo propostas (Liu et al., 2015). Estas alterações taxonômicas e o 

consequente aumento do número de novas espécies, acarretam novos cenários em relação à 

variabilidade de fatores relacionados à virulência, manifestações clínicas e susceptibilidade 

antifúngica. Assim faz-se necessário ferramentas diagnósticas que permitam uma identificação 

precisa das diferentes espécies fúngicas (Espirito Santo et al., 2020).  

A identificação das leveduras patogênicas em laboratórios de micologia médica 

fundamenta-se em metodologias fenotípicas tradicionais, em sistemas comerciais manuais e 

automatizados ou em estudos moleculares, sendo este último ainda restrito a laboratórios de 

pesquisa. 

A identificação fenotípica das espécies de Trichosporon é realizada por meio do método 

clássico de observação de suas características microscópicas e macroscópicas. Estes 

microrganismos formam hifas, pseudohifas, artroconídios e blastoconídios. Em ágar Sabouraud 

dextrose, crescem como colônias leveduriformes de coloração creme e aspecto cerebriforme. A 

presença de artroconídios é a principal característica deste grupo de fungos. Complementando 

os achados morfológicos, também são realizadas provas de assimilação e fermentação de 

nutrientes, hidrólise da ureia e tolerância do microrganismo a diferentes temperaturas e meios 

de cultura (Kurtzman, Fell e Boekhout, 2011; Singh et al., 2019).  

Existem poucos trabalhos relacionados à identificação fenotípica de isolados de 

Trichosporon spp. por meio do método clássico, provavelmente devido ao fato de esta levedura 

ser emergente em infecções invasivas e os laboratórios de rotina não estarem preparados para 

identificação acurada das espécies do gênero. Além disso, poucos trabalhos foram realizados 

utilizando a metodologia fenotípica para identificação de Trichosporon após as revisões 

taxonômicas do gênero (Chagas-Neto et al. 2009). 

Neste estudo, para a análise fenotípica, inicialmente foi realizada a purificação das 

amostras com o auxílio do meio cromogênio CHROMagar Candida®, que foi efetivo como 

método de triagem das amostras na avaliação da pureza e viabilidade das mesmas. Este meio é 

utilizado comumente em laboratórios clínicos para a identificação presuntiva rápida de isolados 

de Candida spp. por meio da coloração da colônia apresentada pelas diferentes espécies.  

Entretanto, nos isolados de Trichosporon spp. estudados, a coloração apresentada pelas 

colônias variou entre as diferentes amostras sem demonstrar padronização para o gênero e 

espécies, não configurando, assim, um parâmetro confiável para identificação presuntiva e 
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rápida de Trichosporon spp.. Bentubo et al. (2013), avaliando o comportamento cromogênico 

de leveduras do gênero Trichosporon quando semeadas em CHROMagar Candida®, também 

observaram variação de coloração entre os isolados, não recomendando a utilização deste meio 

para caracterização laboratorial destas leveduras. Outros estudos com Trichosporon spp. em 

meios cromogênicos também relataram estes mesmos achados (Chagas-Neto, 2007; Silvestre-

Junior, 2009; Pote et al., 2020). Com o aumento dos diferentes tipos de isolados clínicos e as 

mudanças na taxonomia das leveduras, é essencial que o uso de meios cromogênicos fique 

restrito apenas a triagem de amostras (Pote et al., 2020).  

Todas as características macro e microscópicas foram condizentes com leveduras do 

gênero Trichosporon spp., ou seja, foram observadas hifas, pseudohifas, artroconídios e 

blastoconídios. A positividade da urease e a não fermentação de carboidratos foi observada em 

todos os isolados, uma vez que configuram-se como características típicas do gênero, utilizadas 

na diferenciação entre outras leveduras como Candida spp.. A partir destes achados, somados 

aos resultados de assimilação de fontes de carbono, as amostras de Trichosporon foram 

caracterizadas com auxílio de chaves taxonômicas de identificação, que se baseiam em 

características morfológicas e fisiológicas (Rodriguez-Tudela et al., 2005; Kurtzman, Fell e 

Boekhout, 2011). Desta forma, foram identificadas 100% das amostras até o nível de espécie.  

A maior limitação, frente à identificação das leveduras por meio da caracterização fenotípica, 

ocorreu em relação a necessidade de adaptação de chaves taxonômicas distintas a fim de que 

as espécies pudessem ser identificadas adequadamente. Vários autores têm proposto chaves 

taxonômicas para a identificação de Trichosporon spp. (Koneman, 1987; Kurtzman, Fell e 

Boekhout, 2011) e para identificação de espécies patogênicas emergentes (De Hoog, 2000; 

Rodriguez-Tudela, 2005), no entanto, considerando que a taxonomia de Trichosporon spp. vem 

sendo re-escrita e novas espécies vem sendo incluídas, muitas vezes a identificação fenotípica 

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 identificação de 

microrganismos, consiste em uma ferramenta físico-química que analisa moléculas orgânicas, 

principalmente proteínas ribossomais e proteínas 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 relevância médica (Kolecka et al., 2013). Além disso, este método tem 
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surgido como uma ferramenta precisa e rápida. Um isolado pode ser processado e identificado 

em menos de dois minutos, tornando esta ferramenta a próxima geração em identificação 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 não demonstrou sucesso na identificação. Esta 

metodologia é atualmente uma ferramenta que apresenta alta especificidade para identificação 

de isolados de Trichosporon em nível de espécie. Entretanto, os resultados são altamente 

dependentes da qualidade das bibliotecas presentes nos equipamentos utilizados e do método 

empregado na extração das proteínas (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 

identificação de espécies clinicamente relevantes de Trichosporon, mostraram que se faz 

necessária a contínua atualização da base de dados do sistema para que seja alcançado um 

desempenho ideal de identificação das espécies. De um modo geral, os bancos de dados estão 

abastecidos com referências de espécies de relevância médica, assim por não serem 

habitualmente isoladas na rotina clínica, as amostras ambientais deste estudo, certamente não 

puderam ser identificadas pelo método de MALDI-TOF por ausência de perfis espectrais 

característicos das espécies no banco de dados. 

Métodos baseados em DNA têm sido extensivamente utilizados para a identificação 

precisa de Trichosporon spp.. Neste contexto, os genes ribossomais representam consistentes 

marcadores de avaliação e incluem alternadamente regiões conservadas (região D1/D2 do 

rDNA 28S) e regiões variáveis (regiões ITS e IGS1), que podem ser úteis para a identificação 

de espécies e estudos filogenéticos (Espirito Santo et al., 2020). 

A identificação molecular baseada na análise da sequência IGS1 permite identificação 

precisa de espécies fúngicas, uma vez que esta região tem um alto poder discriminatório entre 

espécies relacionadas em comparação com outras regiões tais como a região ITS (Sugita et al., 

2002; Taverna et al., 2014).  

Neste estudo, amplificação e sequenciamento da região IGS1 foi realizada como método 

padrão ouro na identificação das amostras de Trichosporon spp.. A concordância entre a técnica 

molecular e o método fenotípico foi de 54,2%, sendo que T. asahii foi a única espécie em que 

todos os isolados foram identificados corretamente. Também foram identificadas corretamente 

as espécies T. inkin, T. coremiiforme e T. montevideense.  Rodriguez Tudela et al. (2005), 

comparando a identificação de 49 amostras de Trichosporon spp. por meio da análise das 
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regiões ITS e IGS com técnicas fenotípicas, observaram que 53% dos isolados foram 

identificados incorretamente utilizando métodos bioquímicos. Os autores também relataram 

que o sequenciamento da região ITS não foi capaz de diferenciar entre as espécies de 

Trichosporon. Recentemente, Espirito Santo et al. (2020) estudaram 26 isolados clínicos de 

Trichosporon spp. e descreveram que apenas 50% das amostras foram corretamente 

identificadas por método fenotípico quando comparadas ao sequenciamento da região IGS1 do 

rDNA, sendo identificadas todos os isolados de T. asahii e um T. inkin.  

Como já mencionado, a evolução taxonômica do gênero Trichosporon e o aumento do 

número de novas espécies de leveduras oportunistas causando micoses, tornam a identificação 

fenotípica dificultosa. Além disso, a identificação convencional por meio de características 

morfológicas e bioquímicas 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 àqueles da técnica molecular, além 

de oferecer baixo custo por análise e agilidade nos resultados quando comparada a técnica 

molecular (Almeida Junior et al., 2014, Wang et al., 2016). Poucos são os relatos comparativos 

de identificação de leveduras do gênero Trichosporon utilizando a técnica MALDI-TOF. Pote 

et al. (2020) realizaram uma pesquisa para comparar a identificação de leveduras patogênicas 

oriundas de diferentes amostras clínicas 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 único isolado do gênero Trichosporon, 

representado por T. asahii. Li et al. (2020) observaram concordância entre o MALDI-TOF e a 

técnica molecular na identificação de amostras de T. japonicum causando infecções do trato 

urinário.  

Neste estudo, a concordância dos resultados de identificação do MALDI-TOF com o 

sequenciamento da região 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 não 

foram identificadas. São espécies ambientais ou incomuns na rotina clínica, o que restringe a 

eficácia do MALDI-TOF se não houver atualização constante do banco de dados. Todos os 

isolados da espécie T. dermatis foram identificados incorretamente como T. mucoides. Estas 

duas espécies são geneticamente relacionadas, sendo indistinguíveis por métodos bioquímicos 

convencionais ou qualquer outro critério taxonômico fenotípico de identificação (Gunn et al., 

2006; Chagas-Neto et al., 2009). Almeida et al. (2014) estudaram a utilização do método 

MALDI-TOF na identificação de isolados clínicos de Trichosporon spp. e também observaram 
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identificação 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 possível ferramenta rápida de identificação das duas espécies, e descreveram esta 

técnica como uma ferramenta confiável e eficiente para identificar estas espécies desde que o 

banco de dados esteja suprido com cepas referências autenticadas.  

A identificação de patógenos fúngicos é essencial, sendo importante na epidemiologia, 

prescrição da terapia antifúngica apropriada e em estudos taxonômicos. Técnicas de 

identificação confiáveis são cruciais para revelar o potencial patogênico de espécies incomuns 

ou descartar espécies anteriormente consideradas patogênicas (Almeida et al., 2014). O 

MALDI-TOF parece ser particularmente adequado para investigar leveduras do gênero 

Trichosporon, no entanto melhorias ainda são necessárias em relação à atualização do banco de 

dados, principalmente para espécies incomuns na rotina clínica. 

Do total de amostras estudadas, T. asahii foi a espécie mais frequente. Analisando as 

espécies em relação à origem das amostras, T. asahii foi mais frequente em amostras humanas, 

enquanto a espécie T. debeurmannianum foi predominante nas amostras ambientais. 

Trichosporon asahii é um microrganismo comumente encontrado na natureza, 

ocupando nichos ecológicos em não vertebrados, entretanto possui a capacidade de se manter 

em organismos vertebrados, causando assim, infecções oportunistas. Esta espécie vem sendo 

frequentemente isolada da urina de pacientes hospitalizados (Silvestre et al., 2010; Hazirolan 

et al., 2018). Em adição, T. asahii tem sido extensivamente reconhecido mundialmente como 

um agente emergente de infecções fúngicas invasivas, sendo a espécie mais comumente 

identificada em casos de tricosporonose disseminada em pacientes imunocomprometidos e em 

indivíduos com doenças hematológicas (Biasoli et al., 2008; Chagas-Neto et al., 2009; Taverna 

et al., 2014; Escarrá et al., 2017; Ramirez et al., 2019; Li et al., 2020). Poucos estudos relatam 

infecções por T. asahii em indivíduos saudáveis (Ebright et al., 2001; Karabay et al., 2006). 

Em animais as infecções por espécies de Trichosporon têm aumentado, tais como a 

tricosporonose em gatos (Rissi et al., 2016), meningite canina (Bryan et al., 2014) e infecções 

cutâneas em tartarugas e pandas gigantes (Nardoni et al., 2017; Ma et a., 2019)   No entanto, 

são poucos os relatos de T. asahii causando infecções em animais, sendo geralmente restritos a 

casos de isolamento em animais saudáveis, 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 única espécie encontrada. Esta 

espécie foi inicialmente classificada como um sinônimo de Cryptococcus humicola. C. 
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humicola, entretanto, foi considerada uma espécie heterogênea e dividida em outras espécies 

por meio da análise das sequências de genes do rRNA (Sugita et al., 2000). Assim, Sugita et al. 

(2001) reclassificaram a espécie dentro do gênero Trichosporon como T. debeurmannianum e 

descreveram o primeiro relato desta espécie com cepas isoladas de secreção brônquica e sangue 

de pacientes hospitalizados (Sugita et al., 2001d). Após o primeiro relato, em 2016, Rastogi e 

colaboradores isolaram a espécie de casos de onicomicoses na Índia. Suas características 

ecológicas, epidemiológicas e clínicas permanecem desconhecidas. 

Vale ressaltar, neste estudo, a identificação das espécies T. veenhuisii e T. insectorum, 

de amostras humana e animal, respectivamente. É a primeira descrição da espécie T. veenhuisii 

na clínica humana (Lara et al., 2019). Esta espécie foi primeiramente isolada de excremento de 

búfalos na região da Itália (Middelhoven et al., 1985) e desde então nenhum outro relato havia 

sido realizado na literatura. A cepa foi isolada de lesões de pele de um paciente pediátrico 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 Panamá 

(Suh et al. 2005) e de queijos no Brasil. Nenhum outro relato desta espécie foi observado na 

literatura. Os autores sugeriram uma possível contaminação de origem artrópode nos queijos, 

uma vez que os mesmos eram produzidos artesanalmente com péssimas condições de higiene. 

Nesta pesquisa a amostra foi isolada da cavidade oral de cães, que também poderiam estar 

presentes neste sítio por uma possível contaminação com insetos ingeridos pelos animais, 

hábito comum entre os mesmos. No entanto, para melhor compreensão destes achados são 

necessários maiores conhecimentos acerca da ecologia de T. insectorum, uma vez que outras 

espécies do gênero podem ser isoladas como colonizantes em cães, entre elas T. asahii e T. 

mucoides (Navarro et al., 2020).  

 Embora espécies de Trichosporon apresentem-se como agentes emergentes importantes 

em casos de infecções fúngicas sistêmicas, poucos são os relatos referentes aos fatores de 

virulência do gênero. Estes fatores são de relevância para o microrganismo pois permitem o 

estabelecimento da doença e sua disseminação no hospedeiro (Ramírez & Moncada., 2019; 

Castano et al., 2021). 

 Um importante fator associado à virulência é a habilidade do fungo em produzir e 

secretar enzimas que permitem, principalmente, a invasão do tecido hospedeiro por meio da 

disruptura da membrana das células. A produção de enzimas extracelulares como proteinases e 

fosfolipases, podem auxiliar no aumento da patogenicidade fúngica dependendo do nível de 

expressão e da resposta imune do hospedeiro (Ghannoum, 2000). Além disso estes fatores 
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interferem na sua capacidade de aderência em células epiteliais ou até mesmo em biomateriais 

(Cantón et al, 2011; Hernández-Solís, 2014). 

 A expressão destas enzimas celulares tem sido amplamente estudada em leveduras 

patogênicas isoladas de seres humanos e animais. Inúmeros pesquisadores têm dispensado 

atenção a produção enzimática pelo gênero Candida, a levedura mais importante como causa 

de infecções fúngicas nosocomiais (Ruiz et al., 2005; Kumar et al., 2006; Ramla et al., 2015). 

Poucos trabalhos existem na literatura em relação às características de expressão da atividade 

enzimática em isolados de Trichosporon spp. 

Neste estudo, a maioria das amostras analisadas foram negativas para a secreção das 

enzimas proteinase e fosfolipase. A análise estatística não apresentou resultados significativos 

entre as amostras humanas, animais e ambientais. Hazirolan et al. (2018) estudaram os fatores 

de virulência 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 ausência de atividade enzimática 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 secreção da enzima proteinase 

enquanto outro isolado da mesma espécie foi capaz de secretar a enzima fosfolipase, ambas as 

amostras eram de clínica humana. Similarmente, Montoya et al. (2017) investigando o perfil 

enzimático de seis amostras de T. asahii, relataram duas amostras positivas com atividade de 

proteinase. Em contraste, Bentubo et al (2014) observaram a produção 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 clínicos, em relação a fatores de virulência diversos. Os 

autores observaram secreção de proteinase e fosfolipase em 96% e 50% das amostras, 

respectivamente. Estes achados podem sugerir mudanças no perfil de expressão destas enzimas 

por isolados de Trichosporon spp., refletindo uma adaptação de cepas de Trichosporon spp. aos 

seus hospedeiros ou nicho ecológico.  

Infecções invasivas causadas por Trichosporon spp. são comumente associadas com a 

utilização 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 evasão dos fármacos 

antifúngicas 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 formação 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 persistência da infecção. 

Neste estudo, a formação de biofilme dos 59 isolados pertencentes ao gênero 

Trichosporon, foi quantificada por meio do método de coloração 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 clínicos, Dağ et al. (2006) relataram que de 48 amostras estudadas, 37,5% foram 

produtoras fracas e 41,6% não 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 variável produção de biofilme por 

diferentes cepas de T. asahii (Sun et al., 2012; Iturrieta-González et al., 2014; Almeida et al., 

2016), assim como por outras espécies do gênero (Iturrieta-González et al., 2014; De Aguiar-

Cordeiro et al., 2015; Espirito Santo et al., 2020). A variabilidade observada in vitro, em relação 

à produção de biofilme, nos diferentes estudos, pode estar relacionada ao sítio de isolamento, 

ao tempo de fase de adesão, ou às características intrínsecas das cepas, tais como genótipos. 

Outro aspecto se refere às técnicas utilizadas, pois apesar do uso da técnica com cristal violeta 

mostrar-se um método confiável para quantificação de biofilme em bactérias e leveduras, como 

previamente demonstrado (Burton et al., 2007; Melo et al., 2011; Nunes et al., 2013), ainda não 

existe uma padronização, sendo sua execução e interpretação realizadas por diferentes 

metodologias ou modificações de variados protocolos. Assim, fica evidente a necessidade de 

uma padronização do método de quantificação de biofilmes para que seja possível comparar e 

contrastar apropriadamente os resultados entre os diferentes estudos.  

Além disso, embora a formação de biofilmes em dispositivos invasivos seja de grande 

importância na relação parasita-hospedeiro, e trabalhos relatem a formação de biofilmes por 

Trichosporon spp., pouco ainda se sabe sobre a dinâmica de formação, desenvolvimento e 

características morfofisiológicas dos biofilmes deste gênero (Iturrieta-Gonzalez et al., 2014; 

Almeida et al., 2016). 

Apesar do aumento na relevância do gênero Trichosporon na medicina contemporânea, 

o tratamento de pacientes com tricosporonose permanece um desafio, uma vez que poucos são 

os dados atuais a respeito da comparação entre as atividades in vitro e in vivo dos fármacos 

antifúngicos frente às espécies clinicamente importantes, bem como estudos que comparem 

diferentes regimes antifúngicos no tratamento dessas infecções (Iturrieta-Gonzáles et al., 2014; 
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Almeida et al., 2016). As dificuldades encontradas para a identificação das espécies dentro do 

gênero e a ausência de padronização dos testes de sensibilidade in vitro contribuem na 

manutenção deste cenário.  

Estudos prévios relatam os azóis como os fármacos com melhor atividade antifúngica 

in vivo e in vitro sobre Trichosporon spp.. Suzuki et al. (2010), em estudo envolvendo 33 casos 

de fungemia por estes fungos em pacientes oncológicos, demonstraram uma maior taxa de 

sobrevivência em pacientes tratados com azóis do que aqueles tratados com outros fármacos. 

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 eficácia no tratamento com fluconazol, itraconazol e voriconazol 

em isolados de Trichosporon spp.. No entanto a eficácia do fluconazol ainda é questionável e a 

evolução de casos de tricosporonose após administração deste fármaco tem sido descrita 

(Moretti-Branchini et al., 2001). Neste estudo, os resultados corroboraram este fato, uma vez 

que o fármaco em questão 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, o que 

corrobora com a literatura, uma vez que é considerado por muitos autores como um antifúngico 

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 têm sido relatadas (Asada et al., 2006; Guo et al., 2019), incluindo casos de 

leucemia aguda e síndrome mielodisplásica com infecção disseminada (Fournier et al., 2002; 

Serena et al., 2006; Matsue et al., 2006; Li et al., 2010). Li et al. (2020) realizaram uma revisão 

sistemática da literatura detalhando 140 casos de infecções por T. asahii descritas nos últimos 

23 anos, e observaram que o fármaco de escolha para o tratamento destas infecções foi o 

voriconazol.  Os triazóis são considerados o melhor regime para o tratamento de pacientes com 

tricosporonose documentada. O desenvolvimento de resistência a estes antifúngicos por 

espécies de Trichosporon é alarmante e potencialmente catastrófico uma vez que outras 

alternativas no tratamento de tais pacientes encontram-se limitadas. 

A resistência de leveduras frente à anfotericina B e equinocandinas é uma preocupação 

porque ambos os agentes antifúngicos são comumente usados como terapia empírica de 

primeira linha em pacientes com fungemia antes da identificação final do agente etiológico da 



64 

 

 

 

 

infecção. Existem relatos da utilização da anfotericina B no tratamento da tricosporonose, 

mesmo se tratando de antifúngico 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 relação às outras espécies de Trichosporon, 

a literatura concorda que as espécies Trichosporon não-asahii sejam mais susceptíveis à 

anfotericina B (Paphitou et al., 2002; Rodriguez-Tudela et al., 2005).  As equinocandinas são 

uma classe de antifúngico à qual as leveduras do gênero Trichosporon apresentam resistência 

intrínseca (Chagas-Neto, 2009; Almeida Júnior & Hennequin, 2016) e não são recomendadas 

para o tratamento da tricosporonose, o que foi confirmado neste estudo com as elevadas CIMs 

apresentadas por estas leveduras frente à caspofungina. No entanto, a combinação de 

equinocandinas com anfotericina B ou azóis parece proporcionar algum efeito antifúngico 

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 antifúngicos 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 antifúngicos em ambientes hospitalares, o uso de 

antifúngicos na agricultura pode influenciar significativamente a emergência de fungos 

ambientais com menor susceptibilidade aos antifúngicos (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 epidemiológico da resistência aos antifúngicos (Alastruey-

Izquierdo et al., 2015). Este estudo realizou um comparativo das CIMs obtidas pela técnica de 

microdiluição em caldo EUCAST e pelo Etest. Contudo, é importante enfatizar que, até o 

momento, os documentos de referência preconizados pelo EUCAST e pelo Clinical and 

Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI,2008a, 2008b, 2012; Lass-Flörl et al., 2011; 

Hope et al., 2013; Arendrup et al., 2011, 2012, 2014a, 2014b, 2015), não estabelecem 

breakpoints definidos para leveduras do gênero Trichosporon frente aos antifúngicos. Tal fato 

torna a interpretação dos resultados de CIM bastante desafiadora, já que a reação in vitro não 

necessariamente representa a resposta clínica ao tratamento (Alastruey-Izquierdo et al., 2015). 

Por isso, contínuos esforços são necessários para elucidar as possíveis correlações entre as 

respostas antifúngicas in vitro e in vivo, a fim de assegurar o sucesso terapêutico (Hadrich e 

Ayadi, 2018). 
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De um modo geral, as CIMs foram maiores no método Etest, sendo observada uma 

discrepância entre os diferentes antifúngicos estudados e espécies identificadas. Poucos são os 

estudos que avaliam extensivamente a concordância entre as metodologias de susceptibilidade 

antifúngica para o gênero Trichosporon. Matsumoto et al. (2007) comparando os métodos 

EUCAST e Etest com isolados de diferentes espécies de Trichosporon, detectaram baixa 

concordância dos antifúngicos estudados entre as duas técnicas. Lemes et al. (2010) 

descreveram uma ampla discrepância entre o método Etest e a microdiluição em caldo CLSI, 

para o itraconazol. Treviño 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 

microdiluição em caldo, afirmaram que o Etest pode ser mais eficiente que a microdiluição na 

discriminação de amostras menos susceptíveis a este antifúngico. 

Os antifúngicos itraconazol e fluconazol apresentaram as maiores discrepâncias de 

CIMs relacionadas ao método Etest. Os azóis promovem o chamado fenômeno trailing que 

dificulta a leitura dos testes de sensibilidade. Esta dificuldade nas placas de Etest com os azóis, 

com a formação de uma elipse com borda difusa e com micro colônias no seu interior, pode 

sugerir a origem de uma variabilidade e inacurácia na determinação das CIMs com este método. 

 Diferentes padrões de concordância são apresentados por estudos que comparam 

metodologias de susceptibilidade antifúngica para amostras de Trichosporon spp., assim a 

validação do significado clínico destas observações exige a determinação de pontos de corte 

para interpretação das CIMs, bem como estudos de correlação in vitro e in vivo. 

 A resistência aos antimicorbianos também pode ser verificada em biofilmes. Quando 

em biofilme, os microrganismos possuem características fenotípicas diferentes quando 

comparados ao crescimento planctônico, como proteção aos mecanismos de defesa do 

hospedeiro e aos antifúngicos (Ramage et al., 2012; Sun et al., 2012; Iturrieta-Gonzalez et al., 

2014; Liao et al., 2014; Serpa, 2016). Por este motivo, a formação de biofilme possui papel 

importante no desenvolvimento de infecções (Sardi et al., 2014). A resistência em biofilmes é 

um fenômeno multifatorial relacionada à limitada penetração e difusão dos antifúngicos na 
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estrutura multicelular, a presença de células “persister” resistentes, e a expressão de bombas de 

efluxo (Melo et al., 2011). Em leveduras do gênero Candida, nos últimos anos têm se observado 

muitos avanços no entendimento dos biofilmes, no entanto algumas questões ainda 

permanecem desafiadoras como obstáculos por parte regulatória que impedem ensaios clínicos 

para avaliação de novos agentes a serem utilizados em infecções relacionadas a biofilmes, a 

falta de um método padrão para determinação da susceptibilidade de biofilmes aos 

antimicrobianos, e a falta de estratégias definidas para o tratamento de pacientes com infecções 

associadas a biofilmes (Ghannoum et al., 2015). 

Se atualmente pouco se sabe sobre os aspectos de resistência expressos por 

Trichosporon em células planctônicas, menos ainda se sabe sobre os mecanismos de resistência 

expressos em biofilme. Em pesquisa realizada por Kushima et al. (2012), foi observado uma 

mutação em que se associa a resistência de Trichosporon aos antifúngicos azólicos, este mesmo 

fenótipo de resistência pode ser observado em biofilmes de Trichosporon com altas 

concentrações de antifúngicos (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 antifúngicos utilizados na rotina clínica foi analisada. A maioria das espécies analisadas 

apresentou valores elevados de CIM50 e CIM90, quando em biofilme, frente aos antifúngicos 

fluconazol, itraconazol, voriconazol, anfotericina B e caspofungina, com CIMs variando de 2 a 

66 vezes maiores em relação às células planctônicas. Di Bonaventura et al (2006) obtiveram 

resultados semelhantes com células planctônicas de T. asahii que apresentaram valores baixos 

de CIM para voriconazol e fluconazol e quando realizados os testes com biofilmes os valores 

apresentaram uma tolerância significativa. Descrevendo a tolerância dos biofilmes aos 

antifúngicos, Serpa (2016), relatou comportamento do biofilme de Trichosporon com valores 

de CIMs 1024 vezes maiores que as concentrações iniciais frente aos azólicos, 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 tolerância antifúngica 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 tolerância a anfotericina B, 

além de representarem um inóculo para o crescimento e formação de novos biofilmes, 

auxiliando na manutenção da virulência.  



67 

 

 

 

 

No presente estudo apenas algumas amostras não 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 são respresentadas por um único 

isolado. 

Na presente pesquisa, foi realizada análise genotípica, por meio do sequenciamento da 

região IGS1, 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 genótipo 1, e os genótipos 

4 e 7 também foram identificados com 12,90% e 3,22%, respectivamente. Quanto à localização 

geográfica, foram isoladas em São Paulo-SP e Cuiabá-MT amostras de T. asahii de genótipos 

1 e 4, e na cidade de Bauru-SP foram encontrados genótipos 1 e 7 (Tabela 14 e Figura 09).  

Inicialmente Sugita et al., (2002) descreveram cinco genótipos diferentes, associando 

os genótipos 1, 2 e 4 ao Japão e os genótipos 3 e 5 aos Estados Unidos. Entretanto com o avançar 

das pesquisas essa associação geográfica foi se descaracterizando, uma vez que se observou a 

ocorrência de genótipos em outroas localizações, sugerindo uma variação na distribuição dos 

mesmos entre as diferentes regiões. Rodriguez Tudela et al., (2007) descreveram 18 isolados 

de T. asahii originários da Espanha, Argentina e Brasil, dos quais 57,3% foram considerados 

genótipo 1, 14,7% genótipo 3 e 13,1% genótipo 5. Kalkanci et al (2010) estudaram amostras 

de T. asahii isoladas na Turquia e pode-se observar a presença do genótipo 1 de forma 

predominante, seguido dos genótipos 5,3,6,4 e 9, sendo este último descrito pela primeira vez 

na literatura. A prevalência do genótipo 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 análise genotípica de amostras de T. 

asahii e identificaram genótipos 1, 4, 7 e 3. Entretanto, a predominância do genótipo 1 não é 

observada por alguns autores, como em estudo realizado por Rastogi et al., (2016), que 

analisaram 20 amostras de T. asahii isoladas na Índia, e relataram o genótipo 3 como o mais 

frequente, seguido pelos genótipos 1 e 7.  

 No Brasil, é relatada a existência de pelo menos nove genótipos, sendo eles 

1,3,4,5,7,13,14,15 e 16, porém a prevalência do genótipo 1 é observada (Francisco, 2015).  Este 

fato corrobora com os dados apresentados em nossa pesquisa. Os genótipos menos comuns 

encontrados neste estudo podem estar relacionados a tendências epidemiológicas locais. 

Neste estudo não foram observadas relações entre os genótipos e os fatores de virulência 

e susceptibilidade antifúngica. Até o momento não existem estudos que mostrem e estabeleçam 
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alguma associação entre os genótipos de T. asahii e o seu comportamento frente a estas 

características (Sugita et al., 2002; 2004).   

A tricosporonose tem sido cada vez mais relatada mundialmente, portanto, mais 

informações em relação à diversidade fenotípica, fatores de virulência, sensibilidade 

antifúngica e epidemiologia de leveduras do gênero Trichosporon são essenciais para explorar 

questões importantes voltadas aos aspectos que envolvem agente etiológico, diagnóstico 

precoce e terapia adequada, principalmente em pacientes hospitalizados. 
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7. CONCLUSÕES 

 

✓ Na reidentificação das 59 amostras de Trichosporon spp., o nível de concordância entre 

as técnicas fenotípica e MALDI-TOF com o método de sequenciamento da região IGS1 

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

 

✓ A espécie mais frequente foi T. asahii, seguida por T. debeurmannianum, T. inkin e T. 

dermatis. 

 

✓ Quanto à secreção das enzimas proteinase e fosfolipase, 89,8% e 96,6% das amostras 

demonstraram ausência de atividade enzimática, respectivamente. Não houve 

significância estatística em relação à secreção entre as amostras humanas, animais e 

ambientais. 

 

✓ Em relação à capacidade de produção de biofilme, 100% das amostras foram capazes 

de produzir biofilme, sendo 54,3% consideradas como fortemente produtoras. Não 

houve significância estatística na formação de biofilme entre as amostras humanas, 

animais e ambientais. 

 

✓ O voriconazol foi o antifúngico que apresentou os menores valores de CIMs frente às 

amostras estudadas, tanto na técnica de microdiluição em caldo (EUCAST) como no 

Etest.  

 

✓ A caspofungina e o fluconazol foram os antifúngicos com os maiores valores de CIMs. 

 

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

àqueles obtidos por meio da técnica de microdiluição em caldo (EUCAST). 

 

✓ Quanto à sensibilidade do biofilme aos antifúngicos, todas as espécies apresentaram 

valores elevados de CIM50 e CIM90 frente aos antifúngicos testados, sendo exceção 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 análise genotípica dos 31 isolados de T. asahii provenientes de amostras humanas e 

animal, mostrou maior frequência dos isolados pertencentes ao genótipo 1, seguido 

pelos genótipos 4 e 7. 

 

✓ Não houve associação entre os genótipos observados e a produção de enzimas 

proteinase e fosfolipase estudadas na presente pesquisa.  

 

✓ No teste de produção de biofilme em placas de poliestireno não foram apresentadas 

associações entre os genótipos e os resultados obtidos. 

 

✓ Não foram observadas associações entre os valores das CIMs com os genótipos de   T. 

asahii. 
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ANEXOS 

Anexo 01: Coloração das colônias no meio cromogênico CHROMagar Candida® das amostras de 

Trichosporon isoladas de material humano, animal e ambiental. 

Amostra Origem 
Coloração apresentada no meio 

cromogênico 

1 Clínica Humana Verde 

2 Clínica Humana Verde 

3 Clínica Humana Verde 

4 Clínica Humana Verde 

5 Clínica Humana Verde 

6 Clínica Humana Verde 

7 Clínica Humana Verde 

8 Clínica Humana Verde 

9 Clínica Humana Verde 

10 Clínica Humana Verde 

11 Clínica Humana Verde 

12 Clínica Humana Verde 

13 Clínica Humana Verde 

14 Clínica Humana Verde 

15 Clínica Humana Verde 

16 Clínica Humana Verde 

17 Clínica Humana Verde 

18 Clínica Humana Azul/Roxo 

19 Clínica Humana Verde 

20 Clínica Humana Verde 

21 Clínica Humana Verde 

22 Clínica Humana Roxo Escuro 

23 Clínica Humana Rosa Claro 

24 Clínica Humana Lilás 

25 Clínica Humana Azul/Roxo 

26 Clínica Humana Roxo esverdeado 

27 Clínica Humana Verde 

28 Clínica Humana Verde 

29 Clínica Humana Verde 

30 Clínica Humana Verde 

31 Clínica Humana Verde 

32 Clínica Humana Verde 

33 Clínica Humana Verde Claro 

34 Clínica Humana Verde 

35 Clínica Humana Roxo esverdeado 

36 Clínica Humana Roxo esverdeado 

37 Clínica Humana Roxo esverdeado 

38 Clínica Humana Verde 

39 Clínica Humana Verde 

40 Clínica Humana Azul Petróleo 

41 Clínica Humana Verde 

42 Clínica Humana Azul Petróleo 

43 Clínica Humana Verde 

  Continuação... 
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  continuação 

Amostra Origem 
Coloração apresentada no meio 

cromogênico 

44 Clínica Humana Verde Azulado 

45 Clínica Animal Verde 

46 Clínica Animal Verde 

47 Clínica Animal Verde 

48 Clínica Animal Verde 

49 Ambiental Creme 

50 Ambiental Lilás 

51 Ambiental Creme 

52 Ambiental Creme 

53 Ambiental Creme 

54 Ambiental Verde 

55 Ambiental Verde 

56 Ambiental Creme 

57 Ambiental Roxo Claro 

58 Ambiental Roxo Claro 

59 Ambiental Creme 
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Anexo 02: Características fenotípicas das leveduras do gênero Trichosporon spp. isoladas de 

amostras humana, animal e ambiental. 

 

Amostra 

Características Fenotípicas 

Apressório Artroconídio Urease 
Tolerância a 

Cicloheximida 

0,1% 

Crescimento a 

37ºC 

1 - + + + + 

2 - + + + + 

3 - + + + + 

4 - + + + + 

5 - + + + + 

6 - + + + + 

7 - + + + + 

8 - + + + + 

9 - + + + + 

10 - + + + + 

11 - + + + + 

12 - + + + + 

13 - + + + + 

14 - + + + + 

15 - + + + + 

16 - + + + + 

17 - + + + + 

18 - + + + + 

19 - + + + + 

20 - + + + + 

21 - + + + + 

22 - + + + + 

23 - + + + + 

24 - + + + + 

25 - + + + + 

26 - + + + + 

27 - + + + + 

28 - + + + + 

29 - + + + + 

30 - + + + + 

31 - + + + + 

32 - + + + + 

33 - + + + + 

34 - + + + + 

35 - + + + + 

36 - + + + + 

37 - + + + + 

38 - + + + + 

39 - + + + + 

40 - + + + + 

41 - - + + + 

42 - + + + + 

43 - - + + + 

44 - + + + + 

45 - + + + + 

46 - + + + + 

47 - + + + + 

     Continua... 
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     ...Continuação 

Amostra 

Características Fenotípicas 

Apressório Artroconídio Urease 

Tolerância a 

Cicloheximida 

0,1% 

Crescimento a 

37ºC 

48 - + + + + 

49 - + + + + 

50 - + + + + 

51 - + + + + 

52 - + + + + 

53 - + + + + 

54 - + + + + 

55 - - + + + 

56 - + + + + 

57 - + + + + 

58 - + + + + 

59 - + + + + 
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Anexo 03 – Identificação convencional bioquímica das amostras de Trichosporon spp.: assimilação e fermentação de carboidratos. 

Amostra 

Assimilação de Carboidratos – Auxanograma Fermentação de Carboidratos – Zimograma 
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  IDENTIFICAÇÃO* 

01 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

02 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

03 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

04 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

05 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

06 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

07 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

08 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

09 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

10 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

11 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

12 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

13 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

14 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

                      Continua... 
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Amostra 

Assimilação de Carboidratos – Auxanograma Fermentação de Carboidratos – Zimograma 
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  IDENTIFICAÇÃO* 

15 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

16 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

17 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

18 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

19 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

20 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. inkin 

21 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

22 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

23 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

24 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

25 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

26 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

27 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

28 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

29 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

30 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 
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Amostra 

Assimilação de Carboidratos – Auxanograma Fermentação de Carboidratos – Zimograma    
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  IDENTIFICAÇÃO* 

31 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

32 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

33 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

34 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

35 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

36 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

37 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

38 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

39 - - - - - + - - + +  - - - - - - - -   T. japonicum 

40 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

41 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

42 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

43 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

44 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

45 + - - + + + - + + +  - - - - - - - -    T. faecale 

46 - - - + + + - - + +  - - - - - - - -   T. montevideense 

47 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 
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Amostra 

Assimilação de Carboidratos – Auxanograma Fermentação de Carboidratos – Zimograma 
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  IDENTIFICAÇÃO* 

46 - - - + + + - - + +  - - - - - - - -   T. montevideense 

47 + - - - + + - - - +  - - - - - - - -   T. asahii 

48 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. coremiiforme 

49 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

50 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

51 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

52 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

53 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

54 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

55 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

56 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

57 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

58 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

59 + + + + + + + + + +  - - - - - - - -   T. mucoides 

*Utilização de chaves taxonômicas: Rodriguez-Tudela et al., (2005); Kurtzman, Fell & Boekhout (2011). 
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Anexo 04 – Resultados de identificação de amostras de Trichosporon obtidos por meio de 

técnicas fenotípicas, Maldi Tof e técnicas moleculares.  

Amostras Origem 
Identificação 

Fenotípica 

Identificação  

Maldi Tof 

Identificação Molecular 

Espécie 
Identificação 

% 

1 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

2 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

3 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

4 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

5 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

6 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

7 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

8 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

9 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

10 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

11 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

12 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

13 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

14 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

15 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

16 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

17 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 100 

18 Clínica Humana T. japonicum T. montevideense T. montevideense 100 

19 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 99.83 

20 Clínica Humana T. inkin T. inkin T. inkin 100 

21 Clínica Humana T. japonicum T. coremiiforme T. coremiiforme 100 

22 Clínica Humana T. mucoides T. mucoides C. dermatis 99.78 

23 Clínica Humana T. mucoides T. mucoides T. dermatis 99.79 

24 Clínica Humana T. mucoides T. mucoides T. dermatis 99.57 

25 Clínica Humana T. japonicum T. inkin T. veenhuisii 100 

26 Clínica Humana T. japonicum T. inkin T. inkin 100 

27 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 99.83 

28 Clínica Humana T. japonicum T. inkin T. inkin 100 

29 Clínica Humana T. japonicum T. inkin T. inkin 99.66 

30 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 99.33 

31 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii  99.49 

32 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 98.45 

33 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 99.67 

34 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 99.83 

35 Clínica Humana T. japonicum T. inkin T. inkin 100 

36 Clínica Humana T. japonicum T. inkin T. inkin  100 

37 Clínica Humana T. japonicum T. inkin T. inkin 99.83 

38 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 99.83 

39 Clínica Humana T. japonicum T. inkin T. inkin 100 

40 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii  99.83 

41 Clínica Humana T. asahii Não identificado T. asahii 98.25 

42 Clínica Humana T. mucoides T. asahii T. asahii 99.83 

43 Clínica Humana T. asahii Não identificado T. asahii 99.66 

44 Clínica Humana T. asahii T. asahii T. asahii 98.38 

45 Clínica Animal  T. faecale T. coremiiforme T. coremiiforme 99.48 

46 Clínica Animal T. montevideense Não identificado T. insectorum 99.83 

47 Clínica Animal T. asahii T. asahii T. asahii 99.83 

48 Clínica Animal T. coremiiforme Não identificado Trichosporon spp.  99.67 

49 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 99 

     Continua... 
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     Continuação... 

Amostras Origem 
Identificação 

Fenotípica 

Identificação  

Maldi Tof 

Identificação Molecular 

Espécie 
Identificação 

% 

50 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 99.65 

51 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 100 

52 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 100 

53 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 99 

54 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 100 

55 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 99 

56 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 100 

57 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 99.64 

58 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 100 

59 Ambiental T. mucoides Não identificado T. debeurmannianum 100 

 

 


	0dcaebbfcdf95ed1f0d7f63d24c90cc872f2569e6e69d4447a77930ddd073f6d.pdf
	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA

	b1f07fa7a021d5dc2c8075121c4bf1d29821f9528eaa637d16a5824cfa2ce799.pdf
	0dcaebbfcdf95ed1f0d7f63d24c90cc872f2569e6e69d4447a77930ddd073f6d.pdf
	438237304ecf70c2a08dbc57116d63168de94ee2446bbe16aae8eeeba4809f2d.pdf
	369272db216a2ce3a80a8aed929d6891c216065f1182cd5da9e841963e40f591.pdf
	369272db216a2ce3a80a8aed929d6891c216065f1182cd5da9e841963e40f591.pdf
	369272db216a2ce3a80a8aed929d6891c216065f1182cd5da9e841963e40f591.pdf

	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA
	438237304ecf70c2a08dbc57116d63168de94ee2446bbe16aae8eeeba4809f2d.pdf
	369272db216a2ce3a80a8aed929d6891c216065f1182cd5da9e841963e40f591.pdf
	7bd6ec5adab0a967d72b2d4930ebad64b128fe9ca7ed5d47b39a4e792940984a.pdf


	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA
	438237304ecf70c2a08dbc57116d63168de94ee2446bbe16aae8eeeba4809f2d.pdf
	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA
	438237304ecf70c2a08dbc57116d63168de94ee2446bbe16aae8eeeba4809f2d.pdf
	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA
	438237304ecf70c2a08dbc57116d63168de94ee2446bbe16aae8eeeba4809f2d.pdf
	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA
	438237304ecf70c2a08dbc57116d63168de94ee2446bbe16aae8eeeba4809f2d.pdf
	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA
	438237304ecf70c2a08dbc57116d63168de94ee2446bbe16aae8eeeba4809f2d.pdf
	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA
	438237304ecf70c2a08dbc57116d63168de94ee2446bbe16aae8eeeba4809f2d.pdf
	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA
	438237304ecf70c2a08dbc57116d63168de94ee2446bbe16aae8eeeba4809f2d.pdf
	Ofício nº 001/2007 – CO/EPTA


