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RESUMO

Foram analisadas 65 amostras de leveduras, sendo que 39 foram
confirmadas como pertencentes ao género Trichosporon, pelo método classico e
cinco excluidas pela genotipagem, através do método de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) pelo uso de oligonucleotideos capazes de diferenciar as
principais espécies do género, pela caracterizagdo da regidao do ITS. O iniciador
OPAZ2 possibilitou a identificagdo de 4 espécies (T. asahii [26], T. asteroides [05], T.
ovoides [02], e T. mucoides [01]). O perfil de susceptibilidade das amostras
analisadas foi determinado frente a seis drogas antifungicas: anfotericina B (Anfo B),
5-flucitosina (5-Fc), fluconazol (Flu), itraconazol (ltra), terbinafina (Terb) e
voriconazol (Vor), de acordo com a técnica descrita pelo NCCLS (National Commitee
for Control Laboratory Standard) e o método E-test. Trichosporon asahii e T. ovoides
apresentaram sensibilidade a 5-flucitosina, T. mucoides a Anfo. B e ao Vor,
enquanto que T. asteroides demonstrou resisténcia a todos os antifungicos testados,
com exceg¢ao do Flu. A CIM (concentragao inibitéria minima) para Terb variou de
0,031 - 8,0 ug/mL. Todas as espécies apresentaram resisténcia ao Itra e
sensibilidade ao Flu (CIMgy 48 horas). A amostra de origem ambiental e as isoladas
de micoses superficial (01) e sistémicas (19) foram sensiveis a Anfo B, 5-Fc e Vor,
enquanto que as oriundas de micoses cutaneas (07) e subcutaneas (05)
apresentaram resisténcia a droga poliénica. Todas as amostras apresentaram
resisténcia ao Itra. Com excec¢do de duas de T. asahii (uma isolada de infec¢ao
subcuténea e outra de superficial), as demais apresentaram sensibilidade ao Flu. A
comparagao entre os resultados obtidos pelo método do NCCLS e E-test revelou
maiores discrepancias entre os testes com 5-Fc e Itra. Devido a variabilidade do
perfil de susceptibilidade aos antifungicos entre as espécies, independente do sitio
de isolamento, o RAPD superou o método classico na identificacdo de espécies de
Trichosporon, identificagdo necessaria para auxiliar no direcionamento do tratamento
das tricosporonoses.

Palavras—chave: Trichosporon spp., infec¢des sistémicas, perfil de susceptibilidade,

RAPD, fenotipagem.



SUMMARY

Sixty-five samples of yeasts were analyzed, and 39 were confirmed as
belonging to the genus Trichosporon, for the classic method and five excluded by
genotyping, through the method of RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA)
for the oligonucleotides use, capable to differentiate the main species of the genus
for the characterization of the area of ITS (Intergenic Space). The primer OPA2 made
possible the identification of 4 species (T. asahii, T. asteroids, T. ovoides and T.
mucoides). The profile of susceptibility of the analyzed samples was tested to six
antifungic drugs: amphotericin B (Ampho B), 5-flucitosin (5-Fc), fluconazole (Flu),
itraconazoel (Itra), terbinafine (Terb) and voriconazole (Vor), in agreement with the
technique described by NCCLS (National Commitee for Control Laboratory Standard)
and the method E-test. Trichosporon asahii and T. ovoides presented sensibility at 5-
flucitosin, T. mucoides to Ampho B and to Vor, while T. asteroides demonstrated
resistance the all of the tested drugs, except for Flu. MIC (minimum inhibitor
concentration) for Terb varied from 0.031 — 8.0 mg/mL. All of the species presented
resistance to Itra and sensibility to Flu (MICgy 48 hours). The sample of
environmental origin and those isolated of superficial and systemic mycoses were
sensitive to Ampho B, 5-Fc and Vor, while those originating from of cutaneous and
subcutaneous mycoses presented resistance to the polienic drug. All of the samples
presented resistance to Itra. Except for two of T. asahii (an isolated from
subcutaneous infection and another of superficial), the others presented sensibility to
Flu. The comparison among the results obtained by the method of NCCLS and E-test
revealed larger discrepancies among the tests with 5-Fc and Itra. RAPD overcame
the classic method in the identification of species of Trichosporon, necessary
identification to aid to address to the treatment of the trichosporonosis, due to the
variability of the susceptibility profile to the antifungals among the species,
independent of the isolation site.

Word-key: Trichosporon spp., systemic infections, susceptibility profile, RAPD,

phenotyping.
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1- INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

Trichosporon spp. € uma levedura encontrada no solo e conhecida como
agente causador de “piedra branca”, uma micose superficial descrita pela primeira
vez em 1865 por Beigel. Foi classificada como Trichosporon beigelli somente em
1902, por Vuillemin. O género Trichosporon pertence ao Filo Basidiomycotina,
produz urease extracelular e possui antigenos polissacarideos capsulares comuns a
levedura capsulada, Cryptococcus neoformans. Soro, plasma e liquido céfalo
raquidiano obtidos de pacientes com tricosporonose reagem com antigenos de C.
neoformans no teste de aglutinagdo do latex. O género Trichosporon é saprofita
facultativo e varias espécies fazem parte da microbiota oral, gastrointestinal e
anorretal de humanos. Proteinas (11%), carboidrato neutro (63%), glucosamina (9%)
e acido glucorbnico (13%) constituem a parede da levedura. As col6nias de
Trichosporon podem apresentar ou nao aspecto branco-farinhoso, mucoso ou seco,
com coloragdo branca ou creme. A micromorfologia revela micélio verdadeiro,
pseudo-micélio e artroconidios abundantes. Apressorio, sarcina, células gigantes e
endoconidios estdo presentes somente em algumas espécies. A habilidade de
medicos e microbiologistas em reconhecer patdgenos oportunistas importantes,
dentre eles o género Trichosporon, associada a sensibilidade dos sistemas de
cultura e procedimentos empregados para favorecer o crescimento de leveduras
incomuns, resultou no aumento da frequéncia de isolamento destas leveduras.

A revisdo deste género foi realizada através da anadlise de caracteristicas
morfologicas, ultraestruturais, fisioldgicas, porcentagem das moléculas de DNA,
guanina e citosina, reassociagcdo de DNA/DNA e sequéncia parcial do 26S rRNA.
Dezenove espécies foram caracterizadas, 15 apresentando sistema de coenzimas
Q-9 e quatro desenvolvendo sistemas de coenzima Q-10. As dezenove espécies
apresentaram grande homologia genética na analise da sequéncia de rRNA com
excecao de T. pullulans. Seis sdo as espécies mais comumente envolvidas em
infeccbes em humanos: T. asahii, T. asteroides, T. cutaneum, T. inkin, T. mucoides e
T. ovoides.

Nas ultimas décadas houve grandes progressos na medicina, seja na area de
diagndstico como também na abordagem terapéutica de doengas infecciosas,

neoplasicas e degenerativas. Com o advento da quimioterapia e transplante de
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orgaos, tem-se reduzido significativamente a morbidade e mortalidade causada por
doengcas degenerativas e aumentado expressivamente a sobrevida destes
pacientes. Como fruto destes avancgos, pacientes hospitalizados tém se tornado alvo
para infeccdes fungicas oportunistas, especialmente aquelas causadas por
Trichosporon spp. Os neutréfilos desenvolvem importante papel na protegao contra
tricosporonose, fato comprovado pela alta ocorréncia de neutropenia em pacientes
com esta infeccdo. Este género tem emergido como um dos maiores agentes de
infeccbes em pacientes neutropénicos e naqueles submetidos a corticoidoterapia,
causando infec¢gdes agudas ou crénicas. Outras duas populagdes aparecem
apresentando alto risco a estas infecgdes: pacientes de UTI neonatal e aqueles
submetidos a cirurgia. Dentre os fatores de viruléncia que contribuem para tal
infeccado ja foram investigados na patogenia de tricosporonose a possibilidade de
Trichosporon spp. possuir receptores para sideréforos facilitando sua proliferagao e
o fator de adesao envolvendo superficie de cateter. Porém, nenhum estudo foi
realizado ainda em relagdo a microestruturas, tais como apressorio, dentre outros,
durante o momento de invasao das ceélulas do hospedeiro.

O termo tricosporonose € utilizado para designar infecgbes causadas pelo
género Trichosporon na forma superficial, cutadnea ou sistémica. As tricosporonoses
sdo causadas por diversas espécies do género e a mortalidade por estas infec¢des
disseminadas varia de 74% a 83,3%. Trichosporon asahii € a espécie mais
frequentemente envolvida em micoses sistémicas, apresentando tendéncia a
disseminagao hematogénica.

O aumento do indice de tricosporonose, associado ao alto indice de
mortalidade por ele causada, faz com que métodos rapidos e precisos sejam
necessarios para a identificacdo deste género. Oligonucleotideos foram
desenvolvidos para amplificar pequenos fragmentos da subunidade rDNA de 170-bp
do género Trichosporon e seu emprego obteve sucesso na amplificagdo do material
genético de todas as espécies.

Numerosos meétodos moleculares tém sido empregados para subtipar
espécies de géneros de fungos e a analise de DNA por meio da reagdo em cadeia
da Polimerase (“Polymerase Chain Reaction” - PCR) é um dos métodos que tém
apresentado melhor resultado. Trichosporon asahii e T. mucoides foram identificados

em soro de pacientes com tricosporonoses através do PCR. A caracterizagdo de



Trichosporon asahii, T. ovoides, T. inkin, T. asteroides, T. coremiformii e T. mucoides
empregando a técnica de amplificagdo arbitraria de polimorfismos de DNA
(Randomly Amplified Polymorphic DNA - RAPD) utilizando protocolo padrao para o
género Candida ja foi realizada, o que torna evidente a viabilidade de varias técnicas
de biologia molecular que podem ser empregadas para identificagdo das espécies
deste género.

O sucesso no tratamento de tricosporonose sistémica depende da rapida
introducéo de antifungicos. Estas leveduras possuem susceptibilidade extremamente
variavel a anfotericina B e azodlicos sendo que algumas amostras apresentam
resisténcia a 5-fluocitosina e a anfotericina B. Os dados obtidos através de testes “in
vitro” ndo correlacionam sensibilidade “in vitro/in vivo” mas, no entanto, a experiéncia
médica em tratamento de pacientes com infecgbes sistémicas por esta levedura
mostra progndéstico pobre, confirmando o perfil de resisténcia obtido em testes de
laboratérios. Ja foi descrito o perfil de Trichosporon frente aos antifungicos
comumente empregados na clinica médica como de maneira variavel,
desenvolvendo concentragbes inibitorias minimas relativamente altas para
anfotericina B e apresentando susceptibilidade extremamente instavel a azodlicos a
qual é bem evidente com o fluconazol. Amostras deste género (T. mucoides, T.
ovoides, T. asahii e T. inkin) tém apresentado resisténcia a 5-flucitosina. Fungemia
por Trichosporon ocorre mesmo em pacientes submetidos ao tratamento profilatico
com antifungicos como itraconazol ou anfotericina B. Infec¢gdes disseminadas
causadas por Trichosporon frequentemente sao fatais e o teste de susceptibilidade a
antifungicos principalmente de amostras isoladas de pacientes imunocomprometidos
pode auxiliar no sucesso da terapia antifungica.

A dificuldade na identificagdo das espécies deste género, através da
fenotipagem, principalmente pela semelhanga morfoldégica e bioquimica com o
género Trichosporonoides, faz necessario a utilizacdo de métodos de biologia
molecular, que sejam rapidos, reprodutiveis e confiaveis, empregando iniciadores
que possibilitem a diferenciacdo entre as principais espécies patogénicas para o
homem. A identificacdo das espécies de Trichosporon através de técnicas de
biologia molecular podera auxiliar no conhecimento do perfil de susceptibilidade a
antifingicos de cada uma das principais espécies, comparar o perfil de

susceptibilidade aos antifungicos entre as mesmas e, até mesmo, na padronizagao



do teste de susceptibilidade, uma vez que ainda ndo existem dados disponiveis na

literatura, a esse respeito.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - HISTORICO

Em 1865, Beigel descreveu infecgdes em pélos humanos e retratou, pela
primeira vez noédulos causados pelo agente de micoses superficiais neste sitio,
comumente frequentes em regides tropicais e subtropicais (ITOH et al., 1996). Este
quadro clinico recebeu diversas sinonimias, tais como Tinea nodosa, moléstia de
Beigel e tricomicose (RIPPON, 1988).

Os nddulos claros localizados nos pélos da cabega, barba e bigode, deram o
nome a este quadro clinico de “piedra branca”. A dificuldade em isolar o agente
etiolégico “in vitro” na época, impossibilitando qualquer descrigdo macro e/ou
micromorfolégica do mesmo, levou este microrganismo a ser considerado por
Rabenhorst, em 1867, uma alga a qual denominou Pleurococcus beigelli. Somente
em 1890, Behend classificou o microrganismo responsavel por lesdes superficiais
causadas em pélos humanos (RIPPON, 1988; GUEHO et al., 1994a).

Posteriormente, Behend descreveu um fungo isolado de nodulos de “piedra
branca” em bigode, denominando-o Trichosporon ovoides (Trichosporon significa
levedura blasto-artrosporada), e Vullemin, em 1902, o classificou como fungo
intitulando-o Trichosporon beigelli (RIPPON, 1988; LACAZ et al., 1991; LACAZ et al.
2002).

Trichosporon cutaneum surgiu como espécie associada a lesdes de pele e foi
escolhida como neotipo do género. Algumas espécies foram inadequadamente
identificadas e se tornaram sindnimo de T. beigelli, sendo mantidas neste género por
apresentarem artroconidios, hidrolisarem uréia e nao fermentarem agucares.
Somente T. pullulans distinguiu-se das demais pela habilidade em assimilar nitrato.
Em 1980, McGinnis incluiu duas novas espécies no género Trichosporon: T.
fermentans e T. capitatum, incorrendo no mesmo erro de diagndstico laboratorial ja
ocorrido com as demais espécies anteriormente descritas (LACAZ et al., 1991;
LACAZ et al. 2002). Esta situacédo levou a redugdo do género a somente duas
espécies: T. beigelli e T. pullulans, e T. cutaneum permaneceu como sinénimo de T.
beigelli. O termo Trichosporon beigelli foi adotado pelos médicos enquanto os

micologistas optaram por T. cutaneum (GUEHO et al., 1994).



Esta levedura faz parte da microbiota normal da pele (regido crural e outros
sitios) e pélo, tendo sido algumas vezes isolada de escarro; esta amplamente
distribuida na natureza (ar, agua, solo, frutas em decomposi¢do, alimentos
deteriorados e outros ambientes). Cresce facilmente em agar Sabouraud dextrose,
porém é inibida em meios contendo cicloheximida (RIPPON, 1988; DE HOOG &
GUARRO, 1995).

2.2 - CARACTERISTICAS DO GENERO
2.2.1. CARACTERISTICAS TAXONOMICAS

Kreger-van Rij em 1984 (RIPPON, 1988), reconheceu 500 espécies de
leveduras em 60 géneros. Trinta e quatro géneros de leveduras eram pertencentes a
divisdo Ascomycota, 16 a Deuteromycota e 10 a Basidiomycota.

O género Trichosporon esta catalogado como levedura pertencente a divisao
Basidiomycota, classe Heterobasidiomycetes e ordem Filobasidiales. A microscopia
eletrobnica revela parede celular com estrutura lamelar caracteristica de um
basidiomiceto, apresentando septos com doliporos ou poros simples. A reproducao
sexuada nao é descrita. Apresentam urease extracelular e antigenos de parede
comuns com antigenos polissacarideos capsulares de Cryptococcus neoformans,
evidenciados pela semelhanga em estrutura e composi¢cdo de parede das células.
Esta relacdo filogenética foi confirmada pela sequéncia de rRNA na qual
apresentaram similaridade da sequéncia 25/26S (DEPREE et al., 1993; DE HOOG &
GUARRO, 1995; GUEHO et al., 1998). Devido a este fato, soro, plasma e liquido
céfalo raquidiano de pacientes com tricosporonose disseminada podem reagir com
antigenos de C. neoformans no teste de aglutinagdo do latex (WALSH & PIZZO,

1988) gerando confus&o no diagndstico de criptococose.

2.2.2. CONSTITUICAO DE PAREDE

A parede de Trichosporon & constituida de proteinas (11%), carboidrato
neutro (63%), glucosamina (9%) e acido glucordnico (13%). Os agucares que a
constituem sao glicose (32%), manose (6%) e tracos de xilose e galactose. A parede
celular rompida com alcali apresenta 2 fragdes distintas: uma solluvel e outra

insoluvel em alcali, ambas contendo quitina. A glucana insoluvel em alcali contém
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uma cadeia glicosidica (1-3) e (1-6), parcialmente susceptivel a digestdo pela
enzima B(1-3) gluconase (zimoliase). A fragdao alcali soluvel contem glucana,
manana e polimeros acidos e apresentam resisténcia a digestdo pela zimoliase
(DEPREE et al., 1993). Wen et al. (1999) realizaram experimento com este género e
aventaram a possibilidade destas leveduras apresentarem grupos carboxilas e

residuos de cisteina essenciais para sua atividade enzimatica.

2.3 - FATORES DE PREDISPOSIGAO DO HOSPEDEIRO E DE VIRULENCIA DO
FUNGO

Varios fatores predispdem os pacientes as infecgbes fungicas. Defeitos das
células imunes, ulceragdes da pele, orofaringe e trato gastrointestinal sdo os mais
conhecidos entre eles. Outros fatores que concorrem para tal sdo: uso de
antibacterianos de amplo espectro, regimes terapéuticos imunossupressores
(quimioterapia citotéxica), uso de novas e agressivas estratégias terapéuticas ou
sistema de suporte de vida (equipamentos respiratérios e outros) (HAZEN, 1995). A
presenca de um ou mais destes fatores predispde o paciente a infecgao, entretanto
nao é raro alguns pacientes apresentarem multiplos fatores ao mesmo tempo
(ANAISSIE, 1992).

Em relagdo as células imunes, Anaissie (1992) sugere que os neutrofilos
desenvolvem importante papel na protegao contra tricosporonose, devido a alta
incidéncia de pacientes neutropénicos com esta infecgcdo, com resposta pobre a
terapia antifungica, quando a neutropenia persiste. Para reforgar esta proposicéo,
este autor realizou experimento em murinos que demonstrou aumento da
mortalidade por tricosporonose e grande numero de células fungicas observadas em
tecido de animais neutropénicos, quando comparados com animais controle.

Quanto as propriedades de viruléncia dos fungos, estas foram melhor
estudadas através do género Candida, porém abrangem fungos em geral. Os
principais fatores de viruléncia desses microrganismos sdo a capacidade de
aderéncia e producdo de toxinas e enzimas, interagdo com hormdnios e o
metabolismo do ferro. E possivel que Trichosporon spp. possua receptores para
sideréforos e que o excesso de ferro possa facilitar sua proliferacdo dentro do

paciente (GUEHO et al., 1994a). O fator adesdo envolvendo superficie de cateter
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também foi observado nos géneros Trichosporon e Fusarium, que emergiram como
patdogenos, causando fungemia em pacientes imunocomprometidos (DOUGLAS,
1985; VARTIVARIAN, 1992).

2.4 —- CARACTERISTICAS MORFOLOGICAS

A observagao da macromorfologia das colénias revela coloragdo branca ou
creme, podendo ser mucosas ou secas, apresentando ou nao aspecto branco
farinhosa. A micromorfologia revela presengca de micélio verdadeiro e pseudo-
micélio, artroconidios hialinos abundantes e conidiosporos laterais e clavados
facultativos. Apressorio, sarcina (células elipsoides, dilatadas isodiametricamente e
subdivididas internamente em poucas células separadas), células gigantes
fusiformes e endoconidios estdo presentes ocasionalmente (LACAZ et al., 1991,
GUEHO et al., 1994; GUEHO et al., 1998; LACAZ et al. 2002).

O género é caracterizado pela presenca de artroconidios mas, poucas
espécies possuem caracteres morfoldgicos distintos tais como apressorio,
macroconidiosporos ou conidiacdo meristematica (GUEHO et al., 1992; GUEHO et
al., 1994b; GUEHO et al., 1998). Segundo Guého et al. (1998), apenas duas
especies apresentam a estrutura apressorio: T. inkin, que apresenta também sarcina
e artroconidios cilindricos e T. ovoides. Lacaz et al. (1991) descrevem apressorio
como orgao adesivo de esporos em germinacdo, extensivo a qualquer parte do
micélio que exerga fungéo de verdadeiro 6rgao de fixagdo. Este 6rgao se desenvolve
como protuberancia adaptada a superficie do hospedeiro e se origina da
diferenciacao que ocorre nos filamentos micelianos. Essa diferenciacdo entre hifas
recebe o nome de anastomose, sem haver plasmogamia no género Trichosporon.
Estas anastomoses podem ser vegetativas, sexuais, parasitarias e em ganchos ou
em pinga. As hifas dos micélios superficiais podem adentrar o interior das células do
hospedeiro, em forma de pequenos prolongamentos a fim de absorver os alimentos
para sua sobrevivéncia: sdo os haustorios, suctérios ou sugadores.

Outras espécies se distinguem por apresentarem artroconidios com
brotamento intumescidos e distantes (7. sporotrichoides), células terminais
intumescidas (T. mucoides), conidios laterais globosos (T. jirovecii e T. laibachii),

células gigantes fusiformes (T. loubieri), conidiagdo meristematica (T. asteroides),



conidios laterais esféricos (T. pullulans) ou conidios laterais clavados (T.
moniliiforme) (GUEHO et al., 1998).

2.5 - CARACTERIZAGCAO FENOTIPICA E GENOTIPICA (DNA)
2.5.1. GENOTIPICA
Cento e uma amostras foram utilizadas na revisao deste género realizada por Guého
et al. (1992), empregando para tal, caracteristicas morfolégicas, ultraestruturais,
fisiologicas, conteudo de G+C de mol% de DNA, reassociacdo de DNA/DNA e
sequéncia parcial de 26S rRNA. Dezenove (19) espécies foram caracterizadas,
quinze (15) apresentando sistema de coenzimas Q-9 (T. aquatile, T. asahii, T.
asteroides, T. brassicae, T. coremiiforme, T. dulcitum, T. faecale, T. gracile, T. inkin,
T. laibachii, T. loubieri, T. montevideense, T. ovoides, T. pullulans e T.
sporotrichoides) e quatro espécies (T. cutaneum, T. jirovecii, T. moniliforme, T.
mucoides) desenvolvendo sistemas de coenzimas Q-10. Coenzima Q atua como
cofator organico nao proteico que desempenha papel acessoério nos processos
catalizados por enzimas e sao detectados através de cromatografia liquida de alta
performance (“High Performance Liquid Cromatography” - HPLC). As dezenove
espécies foram agrupadas no mesmo género por apresentaram grande homologia
genética na analise da sequéncia de rRNA, com excegédo de T. pullulans. Esta
mesma analise da sequéncia ribossomal revelou distincdo entre cada uma das
espécies. O nome T. beigelli nao foi mantido por ser considerado inadequado.
Algumas amostras deste género de leveduras ainda estdo sendo estudadas pelos
mesmos métodos acima citados (GHEHO et al., 1994; GUEHO et al., 1998). Sugita
et al. (1997), empregando o método de sequenciamento da subunidade de rDNA,
descreveram uma nova espécie denominada T. domesticum. Este mesmo método
foi utilizado por Middelhoven et al. que descreveram outra espécie intitulada T.
guéhoae em 1999, e outras cinco novas espécies em 2004: Trichosporon vadense,
T. smithiae, T. dehoogii, T. scarabaeorum and T. gamsii, sendo ao todo hoje, 26
espeécies.

Segundo Shinoda (SUGITA et al., 1997) esta filogenia molecular apresenta
correlagcdo com os sorotipos por ele detectados ao realizar investigacdo sorologica

sobre espécies de Trichosporon na qual encontrou 3 sorotipos (1, Il e lll) usando fator
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soro especifico, e um quarto sorotipo I-lll do grupo T. gracile e T. dulcitum, que

segundo a literatura ndo foram isolados de infecgbes no homem.

2.5.2. IDENTIFICACAO PELO METODO CLASSICO

As primeiras provas de identificagdo empregadas por Gueho et al. (1992)
utilizam o método classico, onde testes de assimilacao de carboidratos e de nitrato,
somados a observagdo macro e microscopica da morfologia destas leveduras
possibilitam a identificacdo das espécies mais frequentes. Estes autores elaboraram
uma tabela onde todas as espécies descritas podem ser identificadas através de seu
comportamento frente a varios acucares. Provas adicionais como crescimento em
temperaturas superiores a 30°C também sdo empregadas. As leveduras deste
género nao fermentam carboidratos, o que as diferenciam do género
Trichosporonoides e o fato de hidrolisarem uréia as distinguem do género
Geotrichum. Trichosporon cutaneum e T. jirovecii sdo as uUnicas espécies que
crescem bem a 20-22°C e a 42°C, respectivamente. Trichosporon inkin e T. ovoides
se distinguem morfolégicamente das demais por serem as duas unicas espécies que
produzem apressorio, embora de maneiras distintas. A assimilacdo de nitrato é
realizada exclusivamente por T. pullulans enquanto T. sporotrichoides é 0 unico a
utilizar creatinina. Apenas sete espécies assimilam melibiose e 0 mesmo numero de

leveduras utiliza galactiol.

2.5.3. IDENTIFICACAO PRESUNTIVA POR MEIOS COMERCIAIS

O CHROMagar Candida € um meio de cultura cromogénico diferencial que
visa facilitar o isolamento e identificagdo presuntiva das principais espécies de
leveduras clinicamente importantes. Odds & Bernaerts (1994) testaram 34 amostras
de Trichosporon spp. e observaram que as coldnias destas leveduras cresciam com
aspecto sempre constante e bastante peculiar de modo a permitir o diagndstico
deste género. Estudo similar com resultado idéntico foi desenvolvido por Giusiano &
Mangiaterra (1998). Outros meios como RapID Yeast Plus System (KITCH et al.,
1996; ESPINEL-INGROFF et al., 1998b) tém sido testados para identificacdo deste

género, porém sem sucesso, por o identificarem como Cryptococcus neoformans.

2.5.4. METODOS DE BIOLOGIA MOLECULAR
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O aumento do indice de tricosporonose associado a mortalidade por ele
causada, faz com que métodos rapidos e precisos sejam necessarios para a
identificacdo deste género. Numerosos métodos moleculares tém sido empregados
para subtipar espécies de Candida, bem como outros géneros de fungos (PFALLER,
1995a). A analise de DNA é um destes métodos. Muller et al. (1998) realizaram um
estudo comparativo entre dois métodos de extragdo de DNA de Trichosporon: o
primeiro empregando fenol e cloroférmio e 0 segundo a ruptura da célula por alta
velocidade, associado a reagentes caotropicos (cuja funcdo € aumentar a
solubilidade de substancias ndo polares em H,O; ex.: cloreto de guanidina). Esses
autores observaram que o procedimento de extragdo através de alta velocidade
resultou na obtengcdo de DNA com qualidade e quantidade, o que foi demonstrado
na execucao das técnicas de PCR-RFLP (Polymerase Chain Reaction-Restriction
Fragment Lenght Polymorphism) e RAPD (Randomly Amplified Polymorphic DNA).
Outra vantagem da técnica, além da eficiéncia, é a rapidez, apenas uma hora
empregando alta velocidade enquanto o emprego de fenol e cloroférmio necessita
de seis horas.

Sugita et al., (1998b) desenvolveram oligonucleotideos baseados na regido
ITS (espagadores internos transcritos) para amplificar SSU (Small-Subunit rDNA),
pequenos fragmentos da subunidade rDNA (1998a), de 500-bp do género
Trichosporon e obtiveram sucesso na amplificacdo de todas as espécies de
Trichosporon, exceto para Candida albicans e Cryptococcus neoformans e outras
espécies deste género (SUGITA et al., 2000). Este mesmo grupo de pesquisadores
obtiveram excelentes resultados avaliando a regido intergénica do DNA ribossomal
do género Trichosporon e concluiram que a regido IGS1 é a mais conveniente para
a diferenciacao filogenética entre as espécies intimamente relacionadas (SUGITA et
al., 2002).

2.6 TRICHOSPORON: UM PATOGENO EMERGENTE

O género Trichosporon € um saprofita facultativo e algumas espécies fazem
parte da microbiota oral e anorretal. Kam et al. (2002) isolaram T. beigelli
colonizando unha de individuo saudavel. Embora seja apresentado em varios

estudos como componente raro do trato gastro intestinal, chega a causar infeccao
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neste sitio em pacientes imunossuprimidos (RIPPON, 1988; WALSH & PIZZO, 1988;
LACAZ et al., 1991; SAME-EKOBO, 1997; LACAZ et al. 2002).

O termo tricosporonose é conhecido como infeccdo causada pelo género
Trichosporon nas formas superficial, cutanea ou sistémica. A forma disseminada é
adquirida via enddgena por pacientes hospitalizados (WANG & LIN, 1999). Pulmdes,
rins, pele e olhos sdo alguns dos muitos sitios alvo deste patdégeno, que pode
destruir completamente glomérulos renais (WALSH & P1ZZO, 1988).

Em 1995 Sugita et al. re-identificaram leveduras previamente caracterizadas
como T. cutaneum. Dentre estas, dez amostras isoladas de infeccbes de mucosas
foram identificadas como T. asahii (09) e T. ovoides (01); duas obtidas de micoses
superficiais foram caracterizadas como T. cutaneum (01) e T. montevideense (01).
Este trabalho comprova que as tricosporonoses sao causadas por varias especies
do género.

Mayser et al. (1996) realizaram estudo igual ao descrito anteriormente e
observaram que amostras isoladas de diferentes sitios, identificadas anteriormente
como T. cutaneum, resultaram na identificacdo de seis espécies frequentemente
envolvidas em infeccdes humanas. Trichosporon inkin foi isolado de infeccéo
cutdnea (pele e unha), superficial (piedra) e sistémica; T. mucoides de doenca
sistémica e cutdnea (pele e unha); T. ovoides de infecgdo cutdnea e superficial
(piedra); T. asteroides e T. cutaneum apenas de infec¢gdo cuténea, enquanto T.
asahii somente de sistémica. Atualmente, estudos taxondmicos indicam que
tricosporonose € causada por estas seis espécies: T.asahii, T. asteroides, T.
cutaneum, T. inkin, T. mucoides e T. ovoides. E possivel que o agente causador de
tricosporonose difira no tipo de infeccdo que causa. Segundo Sugita et al. (1998b),
Trichosporon asabhii esta envolvido em infecgcdes profundas, enquanto T. asteroides
e T. cutaneum estao associados com infecgdes superficiais. Trichosporon ovoides e
T. inkin sao comumente isolados em piedra branca, ocorrendo a primeira espécie na
cabeca e a segunda em area genital. Trichosporon domesticum e T. pullulans néao

sao agentes de tricosporonose e raramente sio isolados de pacientes.

2.7 — CARACTERISTICAS DAS PRINCIPAIS ESPECIES ENVOLVIDAS EM
INFECCOES NO HOMEM
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2.7.1. Trichosporon ovoides

Trichosporon ovoides apresenta, em agar Sabouraud dextrose, colénias com
dez a treze milimetros de diametro em dez dias de crescimento. As colbnias sao
secas, brancas, farinhosas, com pregas irregulares ao centro e pequena zona
marginal. A cultura em lamina em meio de agar extrato de malte revela formagéo
regular de apressério. Esta espécie ndo cresce na presenga de inositol mas tolera
0,01% de cicloheximida (GUEHO et al., 1994). E mais frequentemente isolada de
micoses superficiais (“piedra branca”) e cutdneas mas Sugita et al. (1998a) relataram
o primeiro caso de pneumonite “summer-type hypersensitivity” por este agente

etiolégico em 1998b.

2.7.2. Trichosporon inkin

Trichosporon inkin exibe, em agar Sabouraud dextrose, colénias com nove a
doze milimetros de didmetro em dez dias de crescimento. As colbnias sao
cerebriformes, brancas, farinhosas, apresentando ou nao zona marginal. Cultura em
lamina utilizando agar extrato de malte exibem formagao regular de apressorio e
hifas desarticuladas apresentando artroconideos mais ou menos cilindricos. Em
meio contendo alta concentracdo de acucar apresentam sarcina. Crescem na
presenca de inositol, mas ndo de L-arabinose. Esta espécie tem sido isolada de
micoses superficiais (piedra branca em pélos pubianos) e cutaneas (&nus), assim
como de micoses sistémicas, causando infeccbes no endocardio e peritbnio
(GUEHO et al., 1994a). Lopes et al. (1997) relatam peritonite desenvolvida em
paciente submetido a didlise peritonial continua. Chaumetin et al. (1996) descrevem
quadro de endocardite em paciente com valvula mitral, na qual foi detectada a
vegetacao desta levedura. Um caso de abscesso pulmonar foi relatado em paciente
com doenga granulomatosa crénica que apresentava sinais e sintomas como
pustulas no peito e febre persistente levando o paciente a 6bito mesmo com terapia
antifungica (PIWOZ et al., 2000). Trichosporon inkin, causador de endocardite em
paciente do sexo feminino com 46 anos de idade apresentou sensibilidade a
anfotericina B (CIM 0,63 ng/mL), itraconazol (CIM 0,2 ug/mL), resisténcia a 5-
flucitosina (CIM 100ug/mL) e susceptibilidade dose-dependente (SDD) ao fluconazol
(CIM 3,2 ug/mL); foi tratada com anfotericina B associada com itraconazol e se

recuperou em sete semanas (CHAUMETIN et al., 1996).
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2.7.3. Trichosporon asahii

Trichosporon asahii revela, em agar Sabouraud dextrose, colénias secas,
brancas, farinhosas, com fortes fissuras na margem e com 16 a 24 milimetros de
diametro em dez dias. Microcultivo em lamina empregando meio de agar extrato de
malte revela hifas desarticuladas em artroconideos regulares, eventualmente em
forma de barril. Assimila L-arabinose mas nao cresce em presenga de inositol
(GUEHO et al., 1994b). Os casos de “piedra branca” publicados originaram-se de
mamiferos com pélos. Em cortes histologicos apresentam-se como leveduras em
brotamento. Esta levedura apresenta uma predilecdo por disseminacao
hematogénica (ITOH et al., 1996; ABLIZ et al., 2002; YANG et al. 2003). Infeccdes
disseminadas ou sistémicas localizadas associadas a cateter em pacientes
imunossuprimidos, sao frequentemente causadas por esta espécie (LOPES et al.,
1997). Chakrabarti et al. (2002) relatam um caso de linfadenopatia generalizada
causada por T. asahii em paciente com sindrome de Job, um quadro clinico
caracterizado por IgE elevada e eosinofilia. Fungemia por esta levedura esta
associada com multiplas lesées papulares e purpuricas no abdome e extremidades.
Pacientes ap6s quadro de hepatite apresentaram esta levedura no sangue; outros a
tiveram isolada de lesdes de pele (GUEHO, 1994a). Panagopoulou et al. (2002),
relataram infecgbes invasivas em neonatos por este agente e, segundo Hirakata et
al. (2002), Trichosporon asahii € um dos principais agentes responsaveis por

quadros de asma por hipersensibilidade no Japao.

2.7.4. Trichosporon asteroides

Trichosporon asteroides apresenta, em agar Sabouraud dextrose, colonias
cerebriformes, com zona radial sulcada, aparéncia de cabelo emaranhado, e que
crescem em torno de dez milimetros de didmetro em dez dias. A cultura em Iamina
em agar extrato de malte possibilita observacao de hifas que podem ou nao estar
desarticuladas em artroconideos e eventuais células septadas. Esta espécie assimila
L-arabinose mas n&o cresce na presenca de inositol, é fisiolégicamente indistinguivel
de T. asahii e Fissuricella filamenta. Entretanto, difere notavelmente desta ultima
pela morfologia. As culturas de Fissuricella filamenta mostram coldnias de expansao

limitada, se apresentam densamente cerebriformes, comegando a escurecer com o
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passar do tempo. Fissuricella filamenta tem sido descrita como idéntica a esta
especie com base na reassociacdo de DNA/DNA e apenas uma sequéncia foi
encontrada como sendo variavel entre as duas leveduras na regiao 26S rRNA.
Muitas amostras de T. asteroides tém sido isoladas de sangue de paciente
imunossuprimidos (GUEHO et al., 1994a). Kustimur et al. (2002) relataram o primeiro
caso de infeccdo sanguinea por este agente, acometendo paciente de unidade de
terapia intensiva, sendo isolado de sangue, urina e fluido de tubo endotraquel e

posteriormente identificado através de analise de DNA.

2.7.5. Trichosporon cutaneum

Trichosporon cutaneum desenvolve coldénias com 15 a 17 milimetros de
diametro em dez dias em agar Sabouraud dextrose; sdo cerebriformes, brilhantes,
nunca se apresentam farinhosas, desenvolvem ampla zona marginal fissurada.
Culturas jovens podem revelar simples células em brotamento mas, apds repiques
comecam a desenvolver hifas com artroconideos e ramificagdes retraidas. Cresce
em presenca de melibiose mas ndo a 37°C e nao crescem em presenca de
cicloheximida 0,01%. Atualmente, T. cutaneum é uma espécie restrita, ocorrendo
raramente. Os casos confirmados sdo de lesdes de pele e piedra branca axilar
(GUEHO et al., 1994b) e infeccdo superficial nos pés (ARCHER-DUBON et al.,
2003). No entanto, Morimoto et al. (1994), relatam fungemia em dois pacientes com
leucemia mieloblastica aguda adquirida durante quimioterapia. Recentemente,
Chang et al. (2003) descreveram um caso de paciente com foliculite e septicemia por

este agente.

2.7.6. Trichosporon mucoides

Trichosporon mucoides exibe, em agar Sabouraud dextrose, coldnias umidas,
brilhantes, elevadas, com pequenas e profundas fissuras radiais, muito similares a
cultura de T. cutaneum, que se desenvolvem com 13 a 17 milimetros de diametro
em dez dias. Formam cadeias irregulares de artroconideos, comegcando com
pequenas ramificagdes laterais e terminando com conideosporos clavados. Crescem
na presenca de melibiose, a 37°C e sdo tolerantes a cicloheximida 0,01%. Muitos
isolados tém sido derivados de micoses disseminadas em pacientes
imunossuprimidos e raramente de piedra branca pubica. Segundo Guého et al.
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(1994b) foi isolado de onicomicose repetidas vezes. Recentemente tem sido isolado
de infecgbes sistémicas em prematuros (GOKAHMETOGLU et al., 2002), em
criangas utilizando broncoscopio com defeito (SINGH et al., 2003) e em pacientes
transplantados (NETTLES et al., 2003).

2.8. EPIDEMIOLOGIA DAS TRICOSPORONOSES

Hazen (1995), apds revisao da literatura, cita varias espécies de leveduras
isoladas com maior frequéncia, entre elas Blastomyces capitatus, Candida tropicalis,
Malassezia furfur, Trichosporon beigelli e Phaeoannelomyces elegans. As mais
comumente isoladas de sangue tém sido Hansenula anomala, Blastochzomyces
capitatus, Rhodothorula spp. e Trichosporon beigelli. A mudanga na frequéncia de
isolamento reflete também a habilidade de médicos e microbiologistas em
reconhecer Candida né&o-albicans e outros fungos como patdégenos oportunistas
importantes, associada a sensibilidade dos sistemas de cultura e procedimentos
empregados para favorecer o crescimento destas leveduras incomuns (KREMERY
et al., 1999a). A colonizagdo mucocutanea por Trichosporon em criangas infectadas
pelo HIV foi descrita por Don et al. (1995) e segundo Singh et al. (1999) foi
responsavel por 10% da colonizagao por leveduras em geral (71,4%) que acometeu
neonatos prematuros.

O primeiro caso de infeccao disseminada por Trichosporon foi descrito por
Watson & Kallichurum em 1970 (RIPPON, 1988) no qual o paciente tinha carcinoma
brénquico e depois desenvolveu abscesso cerebral. A revisdo da literatura realizada
por Hoy et al. (LACAZ et al., 1991) dentro de um periodo de 10 anos (1974-1984),
registrou 19 pacientes com infecgdo disseminada por Trichosporon spp. salientando
a gravidade e o crescente aumento dessa infecgao fungica oportunista em pacientes
imunocomprometidos. A infeccdo manifestava-se por febre ou pneumonia, sendo o
diagnostico esclarecido somente apds o6bito, em 25% dos casos. Os pacientes
desenvolveram quadros pneumodnicos, endoftalmite, endocardite e quadros
invasivos. Trichosporon spp. foi isolado de amostras de sangue, urina, € escarro dos
pacientes. No inicio da infeccdo os pacientes estavam neutropénicos, estando a
recuperacao dos mesmos diretamente relacionada com a imunossupressao medular.

Apesar do emprego de anfotericina B associada com 5-flucitosina, a taxa de
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mortalidade atingiu 74%. Segundo Kremery et al. (1999b) a mortalidade de
tricosporonose hematogénica € significativamente maior que a causada por Candida
(83,3% e 15,8% respectivamente). Mooty et al. (2001), relatam caso de endocardite
por este agente em um paciente logo apos ter implantagdo de uma protese mitral e,
ao investigarem a literatura, descobriram haver onze casos de endocardite causada
por Trichosporon descritos entre 1966 a 2000.

Lesbes cutadneas secundarias a septicemia foram descritas por varios autores
(RIPPON, 1988; LASCAUX, et al., 1998). Eles observaram multiplas papulas
purpuricas e nddulos com necrose central e fortes pontos hemorragicos.

Trichosporon tem sido envolvido em fungemia (KREMERY et al.,, 1998;
FARINA et al., 1999; AL-HEDAITHY, 2003) e infecgdes sanguineas em pacientes
com queimaduras (HAJJEH & BLUMBERG, 1994). Tem sido isolado de lavado
broncoalveolar em pacientes imunocomprometidos (SHADZ| & CHADEGANIPOUR,
1996), causando mucosite oral (HSU et al., 1998), meningoencefalite (LASCAUX et
al., 1998) e infeccao do trato urinario em transplantado renal (LUSSIER et al., 2000).

Um caso de tricosporonose disseminada associada com infeccéo por Candida
em bexiga foi apresentado em 1989 por Kimura et al., no qual comprova-se que a
diferenga morfolégica entre os dois géneros é menos eficiente em corte histolégico
que imunohistoquimica. Somente anti-soros anti-Trichosporon e anti-Candida foram
capazes de diagnosticar a infecgdo mista por estes dois agentes. O género
Trichosporon produz células leveduriformes e pseudohifas em tecidos, tornando o
diagnostico diferencial com candidose extremamente dificil (LACAZ et al., 1991).
Duas populagdes apresentam maior risco de infecgdes fungicas requerendo
monitoramento continuo: sdo os pacientes de UTIl neonatal e os de cirurgia. A
incidéncia de infecgbes fungicas nestes pacientes tém aumentado significativamente
nas duas ultimas décadas (HAZEN, 1995) e chega a ser responsavel por
aproximadamente 50% das infecgdes hospitalares em pacientes de risco nos
Estados Unidos da América (PFALLER, 1995b). Segundo Farina et al. (1999) atingiu
50% a mortalidade nos casos de infeccdo por Trichosporon spp., € naqueles
pacientes submetidos a cirurgia cardiaca, internados nos ultimos dez anos (1988-
1997) no Regional Italian Hospital, Bergamo, lItalia a mortalidade por fungemia
atingiu 50,6%.
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29 - PERFIL DE SUSCEPTIBILIDADE DE TRICHOSPORON A DROGAS
ANTIFUNGICAS

Um paciente com linfoma ndo Hodgkins desenvolveu faléncia renal aguda
apods tricosporonose disseminada e veio a 6bito mesmo tratado com anfotericina B
(PAYNE & TEALL, 1989). De acordo com Fridkin & Jarvis (1996) os isolados de
sangue sao mais resistentes a anfotericina B que os isolados de pele. Candida
rugosa e T. beigelli podem apresentar concentragdes inibitorias minimas
relativamente altas para esta droga. Varias espécies de Candida, S. cerevisae e T.
beigelli apresentam susceptibilidade extremamente variavel a azodlicos, fato evidente
com fluconazol (HAZEN, 1995). Guého et al. (1994) encontraram amostras do
género Trichosporon resistentes a 5-flucitosina (T. mucoides, T. ovoides, T. asahii e
T. inkin). O tratamento com fluconazol é provavelmente mais ativo que com
anfotericina B, mas a associagdo destes antifungicos para pacientes gravemente
enfermos tem sido considerada eficaz enquanto terapia prolongada se faz
necessaria em casos de infecgéo crbnica disseminada por Trichosporon (PERFECT
& SCHELL, 1996). Estudos realizados com administragdo profilatica de fluconazol
em neonatos nas primeiras seis semanas de vida comprovaram a eficacia deste
azédlico na prevengao de colonizacdo e infecgdo fungica invasiva nesta populacéo.
Enquanto T. mucoides foi isolado do grupo placebo, nenhuma levedura foi
recuperada do grupo que recebeu fluconazol (KAUFMAN et al., 2001).

O aumento da incidéncia e da gravidade de infecgbes fungicas tem levado ao
interesse no desenvolvimento de novas terapéuticas apropriadas (RYDER, 1999). A
terbinafina representa a mais recente classe de antimicéticos introduzida no
mercado, embora seja frequentemente indicada para o tratamento de infecgdes por
dermatdfitos, tem apresentado atividade significativa contra leveduras dos géneros
Candida, Cryptococcus e Trichosporon.  Voriconazol, um novo antifungico
monotriazélico de amplo espectro, tem mostrado alta atividade contra Candida e
Trichosporon, inclusive em amostras de Candida krusei e C. glabrata resistentes a
fluconazol (UZUM et al., 2000).

Contudo, estes dados sao insuficientes para padronizacdo de um teste “in
vitro” e nao correlaciona a sensibilidade “in vitrolin vivo”. Mesmo sem conseguir

estabelecer este padrdao, a experiéncia médica em tratamento de pacientes com
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tricosporonose comprova que o prognostico é pobre. Segundo Arikan & Hascelik
(2002), o método do National Commitee for Clinical Laboratory Standards M27A
inclui Candida e Cryptococcus, mas nao Trichosporon, e os relatos de espécies
resistentes a anfotericina B, de acordo com a nova nomenclatura n&o séo claros,

sendo pouco conhecido o perfil de algumas espécies a drogas antifungicas.

19



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
3.1.1. ldentificar com base na caracterizacdo fenotipica e genotipica amostras de

Trichosporon spp. envolvidas em infecgdes em humanos.

3.2. Objetivos especificos
3.2.1. Caracterizagao genotipica do género Trichosporon através da regido ITS, das

amostras padrao CBS e das isoladas de pacientes;

3.2.2. Definir um iniciador capaz de diferenciar as espécies de Trichosporon através
do RAPD;

3.2.3. Comparar o grau de eficiéncia do método classico com o método de biologia

molecular para identificacdo até espécie das amostras analisadas;
3.2.4. Definir o perfil de susceptibilidade de amostras de leveduras do género

Trichosporon para seis antifungicos: anfotericina B, 5-flucitosina, fluconazol,

itraconazol, terbinafina e voriconazol.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Amostras

Foram obtidas 65 amostras de bancos de culturas de Laboratorios de
Microbiologia e/ou Micologia de diversas regides do pais (Rio de Janeiro, Sdo Paulo,
Minas Gerais) e Estados Unidos da América, e de sitios anatdmicos diferentes. As
amostras enviadas com identificagdo segundo a nova taxonomia foram submetidas a
novos testes juntamente com aquelas identificadas como T. beigelli. O quadro

abaixo relaciona as amostras obtidas.

4.2. Manutencao das amostras

As amostras foram mantidas em agar Sabouraud dextrose com 300 mg/L de

cloranfenicol e em caldo BHI (Brain Heart Infusion), ambos a 4°C.
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Quadro 1 — Relacgio e caracteristicas das amostras obtidas

N° Cédigo Origem Sitio Espécie
01 L-099 LEMI Desconhecido T. coremiiforme
02 JF-560 HE-UFJF Interdigitos T. beigelli
03 JF-690 HE-UFJF Unha (pés) T. beigelli
04 JF-164/98 HE-UFJF Unha T. beigelli
05 JF-105 HE-UFJF Unha T. beigelli
06 JF-295/00 HE-UFJF Unha T. beigelli
07 JF-64 HE-UFJF Escama de pele T. beigelli
08 R-67 HSP- LEMI Ambiente hospitalar (piso) | T. jnkin
09 JF-99 HE-UFJF Unha T. beigelli
10 JF-578 HE-UFJF Unha (pés) T. beigelli
11 2191 LEMI Urina T. asahii
12 1575 LEMI Fragmento de musculo T. mucoides
13 4045 LEMI Unha T. coremiiforme
14 151 LEMI Urina T. beigelli
15 286 LEMI Urina T. beigelli
16 JP-795 LEMI Pélo (cabega) T. beigelli
17 G-149 LEMI Pélo (cabega) T. beigelli
18 G-1919 LEMI Pélo (cabega) T. beigelli
19 LK-33b HSP - LEMI Mucosa oral T. beigelli
20 846 HSP- LEMI Sangue T. beigelli
21 845 HSP- LEMI Sangue T. beigelli
22 Microlife-1707 Lab. Microlife Unha T. beigelli
23 28636198 IAL Urina T. beigelli
24 285-42037 IAL Urina T. beigelli
25 27622959 IAL Urina T. beigelli
26 T-081 LEMI Urina T. beigelli
27 T-082 LEMI Urina T. beigelli
28 IAL-60 IAL Desconhecido T. asahii
29 IAL-66 IAL Desconhecido T. beigelli
30 IAL-69 IAL Desconhecido T. mucoides
31 UFMG-FCIA UFMG Desconhecido T. beigelli
32 UFMG UFMG Ceratite T. beigelli
33 022 HSP- LEMI Control Lab T. beigelli
34 023 HSP- LEMI Urina T. beigelli
35 024 HSP- LEMI Urina T. beigelli
36 032 HSP- LEMI Urina T. beigelli
37 019 HSP- LEMI Lavado bronco-alveolar T. beigelli
38 Bco 48 HSP- LEMI Sangue T. beigelli
39 Bco 346 HSP- LEMI Sangue T. beigelli
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Cont. Quadro 1 — Relagao das amostras obtidas

40 Bco 309 HSP- LEMI Sangue T. beigelli
41 Bco 255 HSP- LEMI Sangue T. beigelli
42 72 HSP- LEMI Mucosa oral T. beigelli
43 95b, HSP- LEMI Mucosa oral T. beigelli
44 106b,. HSP- LEMI Mucosa oral T. beigelli
45 22, HSP- LEMI Mucosa oral T. beigelli
46 33p HSP- LEMI Mucosa oral T. beigelli
47 XXIVC, HSP- LEMI Mucosa oral T. beigelli
48 103, HSP- LEMI Mucosa oral T. beigelli
49 15, HSP- LEMI Mucosa oral T. beigelli
50 Lemi 1856 HSP- LEMI Cateter T. beigelli
51 Lemi 1919 HSP- LEMI Urina (sonda) T. beigelli
52 Lemi 1920 HSP- LEMI Urina (sonda) T. beigelli
53 245 LEMI Urina T. beigelli
54 269 LEMI Urina T. beigelli
55 242 LEMI Urina T. beigelli
56 243 LEMI Urina T. beigelli
57 196 LEMI Urina T. beigelli
58 199 LEMI Urina T. asahii

59 188 LEMI Urina T. ovoides
60 30 LEMI Urina T. asahii

61 38 LEMI Urina T. beigelli
62 193 LEMI Urina T. ovoides
63 IAL-47 IAL Desconhecido T. beigelli
65 65/HE-FMIt HE-FMIt Escama de pele T. beigelli
115 | 115/HE-FMIt HE-FMIt Escama de pele T. beigelli

HE-UJFJ = Hospital Escola da Universidade Federal de Juiz de Fora

HSP = Hospital Sdo Paulo — Lab. Especial de Micologia
HE-FMIt = Hospital Escola da Faculdade de Medicina de Itajuba
Lab. Microlife = Laboratério de Microbiologia Microlife

UFMG = Universidade Federal de Minas Gerais

IAL = Instituto Adolfo Lutz
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4.3. Identificagao fenotipica das leveduras

Para a identificagao das leveduras foi utilizado o método considerado padréo,
0 método classico, que € baseado no uso de provas bioquimicas, morfoldgicas e
fisiologicas (KREGER-VAN RIJ,1984; GUEHO et al., 1998; KURTZMAN & FELL,
1998).

Amostras padrao CBS (CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES,
Baarn, The Netherlands) foram usadas como referéncia em todos os testes
realizados. Foram utilizadas cinco dentre as seis espécies mais comumente isoladas
em infeccdes no homem, segundo a literatura (ARIKAN & HASCELIK, 2002): T.
asahii, T. asteroides, T.cutanem, T. inkin, T. mucoides e T. ovoides. Em todos os
experimentos optou-se por trabalhar com as espécies envolvidas em infecgcdes
sistémicas, cutédneas e subcuténeas e, portanto, com aquelas cujo crescimento
acontece a 37°C. Consequentemente foi excluida T. cutaneum. Foi incluida uma
espécie pouco frequente em isolamento em humanos, T. coremiiforme, com a
finalidade de ampliar a possibilidade de identificagdo. As amostras de referéncia
utilizadas foram T. asahii (CBS — 2479), T. coremiiforme (CBS -2482), T. asteroides
(CBS - 3481), T. inkin (CBS - 5585), T. mucoides (CBS - 7625) e T. ovoides (CBS —
7556).

4.3.1. Prova de crescimento a 37°C

Todas as amostras obtidas dos referidos bancos de culturas foram semeadas
em agar Sabouraud dextrose com 300mg/L de cloranfenicol e incubadas a 37°C por
72 horas, para observagao da ocorréncia de crescimento e também para verificar a
pureza da amostra, além de detectar a presenca do Trichosporon cutaneum, por ser

a unica do género a ndo crescer nessa temperatura.

4.3.2. Analise morfologica
4.3.2.1. Aspectos macromorfolégicos

Foram os seguintes aspectos macromorfolégicos observados nas colbnias:
tamanho, margem, elevagéao, cor, superficie, opacidade, consisténcia e odor. Para
tal foi empregada a técnica da obtengao de Coldnia Gigante, que consiste no inéculo

da levedura no centro da placa de Petri (90 X 15mm) com auxilio de inoculador de
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madeira, em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol, posteriormente incubada a
37°C por até 30 dias.

4.3.2.2. Aspectos micromorfolégicos - Microcultivo

O microcultivo das amostras objetivou pesquisar a presenga de
blastoconideosporos, artroconideosporos, pseudo-micélio, micélio verdadeiro e
presenca de apressorio. O microcultivo foi feito em agar Extrato de malte, em placa
de Petri (90 X 15mm) previamente dividida em 2 partes o que permitiu a semeadura
de duas amostras na mesma placa. O inoculo foi realizado com al¢a de niquel cromo
sendo semeadas 3 estrias paralelas na superficie do meio que foi posteriormente
recoberto com laminula esterilizada. A placa foi incubada a temperatura ambiente
(aproximadamente 25°C) por até 10 dias. As estruturas foram observadas em
microscopio optico com objetivas de 10X e 40X (Método de RIVALIER & SEYDEL).

4.3.3. Analise bioquimica
Foi preparada uma suspensao de leveduras em 4 mL de salina esterilizada
com turbidez comparavel ao padréao da escala 0,5 de Mac Farland, a partir de

colénias previamente semeadas em agar Sabouraud dextrose, a 37°C por 48 horas.

4.3.3.1. Fermentagao de fonte de carbono (Zimograma)
(Método de VAN DER WALT,1970)

Aliquotas de 200uL da suspensao do inéculo foram adicionadas, com auxilio
de micropipeta, ao tubo de ensaio contendo o meio basico de fermentacéao, tubo de
Durhan e o carboidrato (glicose) a ser testado. Os tubos foram rosqueados
frouxamente e incubados a 25°C por 07 dias. Diariamente os tubos eram observados

para verificar a produgéo ou ndo de gas nos tubos de Durhan.

4.3.3.2. Prova de assimilagao de fontes de carbono e nitrogénio (Auxanograma,
Método de BEIJERINCK, 1889)

O perfil bioquimico das leveduras também foi caracterizado através de
assimilacdo de fontes de carbono e nitrogénio. Foram utilizados 18 substratos:
galactose, sacarose, lactose, maltose, dextrose (glicose), rhamnose, melibiose,
melizitose, eritritol, L-arabinose, D-arabinose, D-manitol, galactiol, myo-inositol
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inositol), sorbitol (glucitol), rafinose, ribitol e dulcitol (galactiol). Peptona e nitrato de

potassio (KNO3) foram empregados como fontes de nitrogénio.

4.3.3.3. Deteccao da enzima Urease

As amostras foram inoculadas com auxilio de alga de niquel cromo, em tubo
de ensaio contendo agar Uréia de Christensen e incubadas a 37°C por 7 dias. Os
tubos incubados eram verificados diariamente para observar se havia ocorrido
hidrolise da uréia com produgcdo de aménia (NH3) e CO,. A alcalinizagao pela
producado de uréia foi detectada através da viragem de cor do meio, de amarelo para

roxo, pela acéo do indicador de pH, confirmando teste positivo para urease.

44. Andlise do padrao de susceptibilidade/resisténcia a
antifungicos

Os microrganismos identificados como Trichosporon foram testados por
microdiluicdo em caldo, realizado de acordo com a padronizacdo publicada no
documento M27-A2 pelo “NATIONAL COMMITEE FOR CLINICAL LABORATORY
STANDARDS” (NCCLS, 2002). Leituras dubias e resultados que apresentaram CIMs
(Concentracdo Inibitéria Minima) de resisténcia as drogas testadas foram
confirmadas por prova de macrodiluicdo em tubo (NCCLS, 1992) e também pelo
método do E-test (COLOMBO et al., 1995).

Além das amostras utilizadas neste estudo, foram incluidas seis amostras
padrdao CBS das quais eram conhecidas as concentracdes inibitérias minimas
(CIMs) para itraconazol, fluconazol, 5-flucitocina e anfotericina B (GUEHO et al.,
1994; WOLF et al., 2001).

4.4.1. Antifangicos

Foram testadas seis drogas, anfotericina B (Sigma; A — 4888; Lote: 11K4004),
5-flucitosina (Sigma; F — 7129; Lote: 110K4012), fluconazol (Pfizer Inc., Nova York,
N.Y.), itraconazol (Janssen Pharmaceutica, N.Y.; Lote n° ZR051211PVA),
voriconazol (Pfizer; V Fend® IV; Lote: 304 — KIT 006) e terbinafina - cloridrato
(Novartis; Codigo: 5520; Lote: 1990005004).
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4.4.1.1. Preparo da solugao estoque de antifungicos

A solucao-estoque de fluconazol e 5-flucitosina foi obtida em agua destilada.
Itraconazol foi dissolvido em DMSO (dimetilsulféxido) e posteriormente aquecido
para completa dissolugao; anfotericina B, terbinafina, e voriconazol também foram
dissolvidas em DMSO. A solucéo-estoque de 5-flucitosina apresentava concentragao
de 1000ug/mL enquanto a dos demais antifungicos, 250ug/mL. As solugbes-estoque
eram preparadas imediatamente antes do uso e foram mantidas sob refrigeracéo até

o0 momento da manipulagao.

4.4.2. Meio de cultivo

O meio liquido RPMI-1640 com L-glutamina, 20g/L de glicose (2%), sem
bicarbonato de sodio e tamponado com MOPS a pH 7,0 (American Biorganic,
Niagara Falls, N.Y.) foi usado na técnica de microdiluigdo e macrodiluicdo. Durante
todo o experimento, um unico lote de RPMI-1640 foi utilizado. Em cada novo ensaio,
aliquotas de 2 mL do meio liquido foram incubadas nas mesmas condi¢des do teste,

para controle de esterilidade.

4.4.3. Preparagao do inéculo

As amostras foram cultivadas em agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol
e incubadas a 35°C por 24-48 horas. A suspenséo inicial do indculo foi preparada
em 5 mL de salina a 0,85% esterilizada. Ap6s homogeneizagdo da suspensao no
agitador de tubos, a concentracdo do inéculo foi verificada através da afericdo da
turbidez, empregando o cartdo de Wickerham até atingir 3" (quando ocorre o
desaparecimento das linhas), que corresponde a escala 0,5 de McFarland (NCCLS,
2002). A suspensao foi diluida a 1:50 em caldo RPMI (0,1 mL da suspensao para 4,9
mL de RPMI) para obtencdo de 10° x 1/50 = 2x10* células/mL. Nos tubos da
macrodiluicdo e nos pocos da placa de microdiluicado, a diluicdo foi de 1:2, sendo
que ao final do experimento, a diluigao final atingiu 2X10% X 1% = 1X10* células/mL.

As colbnias secas que apresentavam dificuldades de serem ressuspensas em
salina esterilizada foram gentiimente homogeneizadas com auxilio de gral e pistilo
previamente esterilizados. A suspensao foi retirada com micropipeta e ponteiras

estéreis e transportadas para os tubos de ensaio, para posterior leitura do in6culo.
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4.4.4. Diluicao em caldo realizada em placa para microdiluicao e em tubos de
ensaio para macrodiluicao (NCCLS)

A partir da solugao-estoque de cada droga, foram preparadas solugbes com
dez vezes a concentracdo final desejada, a saber: fluconazol, itraconazol,
anfotericina B, terbinafina e voriconazol, 0,03 - 64ug/mL, e 5-flucitosina de 0,125 a
256ug/mL. Para cada droga, a diluicdo seriada foi realizada da seguinte forma: em
12 tubos de ensaio, nos quais previamente havia sido distribuido 1 mL de meio
RPMI, foi adicionado 1mL da solugcdo estoque (ou solugdo mée) da droga no
primeiro tubo que foi homogeneizado e, em seguida, retirou-se 1 ml deste, que foi
passado ao segundo tubo e assim sucessivamente. O volume excedente do ultimo
tubo foi utilizado como controle negativo. Em seguida foi adicionado igual volume (1
mL) da suspensdo da amostra a ser analisada. Os tubos eram mantidos em estufa a
35°C por até 48 horas.

A microdiluigao foi feita em placas plasticas com fundo chato (FALCON; USA),
esterilizadas, contendo oito séries identificadas de A a H, cada qual com 12 pogos
(total - 96 pocos). As drogas foram diluidas a 1:5 em RPMI-1640. Aliquotas de
100uL de cada concentracido foram dispensadas em sequéncia nas placas de
microtitulagdo, com auxilio de pipeta multicanal, de forma a permitir que os pogos
identificados de um a dez contivessem as diferentes concentragdes. As placas foram
estocadas a -70°C por periodo inferior a 30 dias.

Antes de cada experimento, as placas eram retiradas do freezer e mantidas
por 30 minutos a 25°C. A solugao inicial de in6culo foi preparada conforme
procedimento descrito anteriormente. A preparacao original de cada microrganismo
foi diluida a 1:50 em RPMI-1640. Esta preparagdo de solugao-inéculo (amostras a
serem testadas) foi realizada para obtengcdo do dobro da concentragcédo final
desejada, visto que esta foi posteriormente adicionada a igual volume de solugao
RPMI contendo droga antifungica. A seguir, volumes de 100uL da solugéo de indculo
RPMI-1640 foram dispensados nos orificios da placa de microdiluicdo contendo
100uL de duas vezes as concentragdes finais dos antifungicos testados.

Os pocos pertencentes a coluna identificada com o numero 11 em cada placa
de microdiluicdo foram utilizados como controle positivo, neles sendo dispensados
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apenas solugao-inoculo. O pogo numero 12 foi o controle negativo, contendo apenas
o meio RPMI-1640.

As placas foram mantidas em estufa a 35°C até 48 horas. No momento da
leitura, o crescimento de microrganismos no pogo-controle positivo (po¢go de numero
11) foi comparado visualmente ao crescimento verificado nos pogos referentes a
diferentes concentragdes testadas (pogos de numero 1 a 10). Para a leitura do teste,
as placas eram colocadas em suporte contendo espelho, permitindo a observagao
clara do reverso das mesmas. Em ensaios com os azodlicos e terbinafina, a menor
concentracdo capaz de induzir inibicdo proeminente (em torno de 80%) do
crescimento verificado do microrganismo testado, em relagdo ao pogo-controle, foi
identificada como a concentragao inibitéria minima (CIM) da droga para este
microrganismo (NCCLS M27-A2, 2002). Para anfotericina B e 5- flucitosina a CIM foi
considerada a menor concentragdo capaz de inibir qualquer crescimento
visivelmente detectavel. As leituras foram realizadas em 24 e 48 horas, em ambas

as técnicas (micro e macrodiluicao).

4.4.5. Método do E-test

O E test foi realizado de acordo com a técnica proposta pelo fabricante (AB
BIODISK, 1993) e por Colombo et al. (1995).

O preparo do inéculo seguiu 0 mesmo procedimento do método do NCCLS.
As amostras eram distribuidas homogeneamente em placas de Petri contendo agar
Sabouraud dextrose, com auxilio de “swab” de alginato de calcio esterilizado,
conforme o método de KIRBY-BAUER, segundo recomendagdes do fabricante (AB
BIODISK). Em seguida, empregando pin¢ca previamente flambada, foram
depositadas as fitas de E-test no centro da placa, sendo colocadas 2 fitas por placa,
em posic¢oes invertidas, de forma que a zona de maior concentragcao das fitas dos
antifungicos estivessem em posi¢ao contraria para que nao dificultasse ou mesmo
impedisse a leitura dos valores de CIM. As fitas de anfotericina B, itraconazol e
fluconazol foram depositadas em placas de Petri contendo agar Sabouraud e as fitas
de 5-flucitosina em placas de Petri contendo agar RPMI (usa-se o agar RPMI porque
a peptona presente no agar Sabouraud interfere com a 5-flucitosina). As placas
foram incubadas a 35°C por até 48 horas e foram lidos os valores de CIMs com 24 e
48 horas. Nao foi realizado E-test com terbinafina e voriconazol.
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4.4.6. Analise dos resultados dos testes de susceptibilidade

A distribuicdo dos valores de CIM para os antifungicos foi analisada de trés
formas: 1) variacdo dos valores, representando os limites inferior e superior das
CIMs de cada droga, 2) CIMsy e 3) ClIMgy, definidas, respectivamente, como a
concentracédo inibitoria minima da droga capaz de inibir o crescimento de 50% e 90%
das amostras testadas. Foram comparados os valores de CIMs obtidos em 24 e 48
horas.

Os pontos de corte para fluconazol, itraconazol, 5-flucitosina e anfotericina B
sugeridos por Wolf et al. (2001) e para voriconazol pelo NCCLS M-27A, estédo
relacionados no quadro 2. A analise do perfil de susceptibilidade das amostras
padrao CBS foram comparadas com os resultados (quadro 3) apresentados por
Guého et al. (1994) e Wolf et al. (2001).

QUADRO 2 - Pontos de corte de susceptibilidade a fluconazol, itraconazol, 5-
flucitosina e anfotericina B (ng/mL) (WOLF et al., 2001).

Fluconazol Itraconazol 5-flucitosina  Anfotericina B Voriconazol

2-8 <0,125 8-16 <1 <1

Em relagdo a terbinafina, usou-se como referéncia a CIM de 1,4 ug/mL para

Candida albicans, apresentado por Ryder (1999).
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Quadro 3 — Perfil de susceptibilidade in vitro a drogas antiflingicas obtidos com amostras padrdo CBS por Guého' et al. (1994) e Wolf’ et al. (2001).

Anfo B 5-FC Flu

NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS
T. asahii 0,010'/0,25? 0,1252  >50'128%2  >322  0,015'/16? 322 0,019"/ND?
(CBS 2479)
T. asteroides 0,010° s/C' 0,38" 0,010’
(CBS 3481)
T. inkin 0,010° 12,5 1,56 0,019’
(CBS 5585)
T. mucoides 0,38" 50" 6,25 0,019’
(CBS 7625)
T. ovoides 0.078" 50" 6,25 0,019’
(CBS 7556)

Anfo B = Anfotericina B 5-Fc = 5-Flucitosina

S/C = Sem crescimento

Flu = Fluconazol

Itra = Itraconazol

ND = N&o detectado
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4.5. Caracterizagcao genotipica

A tipagem molecular das espécies de Trichosporon analisadas neste estudo
foi realizada pela técnica de RAPD (Randomly Amplified Polimorphic DNA) e foi
utilizado o protocolo recomendado para o género Candida (WILLIAMS et al., 1990),

ja testado por Lemes et al. (1998).

4.5.1. Amplificagao arbitraria de polimorfismos de DNA
“Randomly amplified polymorphic DNA” (RAPD)

Foram utilizados iniciadores de 10 pares de base e com conteudo de G + C
de 40 - 60% (WILLIAMS et al., 1990). Os padrdes de bandas foram visualizados em
géis de agarose corados com brometo de etidio (SAMBROOK et al., 1989).

4.5.1.1. Formacgao de protoplastos e extragcao de DNA

Uma colénia de cada levedura isolada foi semeada em placa de agar
Sabouraud dextrose com 300 mg/L de cloranfenicol e incubada por 48 horas a 35°C.
Foi retirada uma unica colénia da placa e adicionada em 5 mL de caldo YEPD e
incubada overnight a 35°C sob agitagcao e aeragao. Foi transferido 1,3mL da cultura
para tubo de microcentrifugacdo de 1,5mL, sendo o mesmo centrifugado a 6.000
rom por 3 minutos. As células eram lavadas em 1mL de agua bidestilada esterilizada
e ressuspensas no agitador de tubos.

Apods nova centrifugagao, seguiu-se a extracao do DNA. O sobrenadante foi
removido e as células homogeneizadas em 200mL de tampdo protoplasto e
incubadas por 1 hora a 37°C; 200uL de tampao de lise foram adicionados a
suspensao, que posteriormente foi incubada a 65°C por 20 minutos e em seguida
resfriada rapidamente no gelo. Para precipitar as proteinas e restos celulares, foram
adicionados 200uL de acetato de potassio 5M pH 5,4 ao tubo eppendorff e incubado
no gelo por 15 minutos. A suspensao foi centrifugada em a 6.000 rpm por 3 minutos
e o0 sobrenadante transferido para outro tubo de microcentrifugagdo. Quando
necessario, a centrifugagao era repetida. Foi adicionado 0,6 volume de isopropanol
ao precipitado, ou seja, para 500uL de centrifugado obtido, eram adicionados 300uL
de isopropanol e misturado gentilmente por inversdo e incubado a temperatura
ambiente por 5 minutos. Apds centrifugacdo em velocidade de 7.000 rpm por 5
minutos, o sobrenadante era desprezado sendo 1mL de etanol 70% adicionado ao
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precipitado (pellet), homogeneizado por inverséo e incubado a temperatura ambiente
por 10 minutos e novamente centrifugado por 10 minutos a 6.000 rpm. A lavagem
com etanol era repetida, o pellet seco por 10 minutos e o DNA dissolvido em 98uL
de agua bidestilada esterilizada e, em seguida, acrescido de 1uL de Tris HCI 1M pH
7,5.

4.5.1.2. Quantificagdao do DNA

Foram diluidos 5uL de DNA em 1mL de agua destilada esterilizada e a
absorbancia era medida em 260nm de comprimento de onda em espectrofotometria.
O aparelho ja aferia a quantidade de DNA e as amostras que apresentaram
quantidade de DNA inferior a 2,0ug/mL foram submetidas a nova extragao. Todas as

amostras cujos DNAs atingiram a quantidade ideal foram diluidas a 60ng/uL.

4.5.1.3. Iniciadores utilizados
Os iniciadores utilizados neste estudo continham entre 40 - 50% de G + C e
temperatura de anelamento que variava de 28 a 30°C. Os iniciadores empregados

no RAPD estao descritos abaixo com suas respectivas sequéncias de bases:

M3 (5 — GAG ACA ATG A-3),

M2 (5'- CTT GAT TGC C-3)),

B14 (5'- GAT CAA GTC C-3)), RAPD

SOY 5 (5 — AGG TCACTG A - 3),

OPA 4 (5" — AAT CGG GCT G - 3),

OPA 2 (5 -TGC CGAGCT G-3),

ITS 1 (5 — TCC GTA GGT GAA CCT GCG G - 3)),

ITS 4 (5 — TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC - 3). } TS

4.5.1.3.1. Concentracgao dos iniciadores utilizados

Os iniciadores foram reconstituidos em 1mL de tampao TE esterilizado
segundo as recomendagdes do fabricante (INVITROGEN BRASIL, Custom Primers)
e a seguir todos os iniciadores foram diluidos na concentragao de 30ug/mL em agua

Milli-Q esterilizada, para que fossem empregados na reagao de PCR.
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4.5.1.4. Reagao em cadeia da polimerase - PCR

Para a reagao de PCR, foram adicionados em tubos eppendorff de 0,5mL,
13,0uL de agua bidestilada esterilizada; 2,5uL de 10x buffer (Promega); 4uL de
dNTP mix 1,25mM (Pharmacia); 3,5uL MgCl, 25mM; 0,5uL de iniciador; 0,5uL de
Taq polimerase (5U/uL - Promega) e 1uL de DNA diluido a 60ng/uL, atingindo um
volume total de 25uL. Foram adicionados 30uL de o6leo mineral esterilizado para
evitar a evaporagéo durante o tempo de permanéncia no termociclador. Os tubos de
eppendorff foram colocados no aparelho termociclador PTC- 100™ (Programmable
Peltier — Effect Cycling Thermal Controlle — MJ Research, Inc.) programado para 35
ciclos:
94°C - 3 min. (94°C — 1 min; 35°C - 1 min.; 72°C - 2 min.; 35 vezes) —» 72°C 10

min. = 4°C oo.

4.5.1.5. Eletroforese de fragmentos de RAPD

O gel de agarose para a eletroforese foi usado na concentragéo de 1,5% em
solucdo tampao TBE 0,5X. Os produtos da reacdo de PCR foram diluidos em
tampao de corrida 6X (10uL da reagcdo em 2 uL do tampéao de corrida) e 0,5uL do
marcador de peso molecular (Pharmacia Biotech - 100 base pair Ladder) foi diluido
em 9,5uL de agua Milli-Q esterilizada e 2uL do tampé&o de corrida. Dez puL da reacéo
diluida foram adicionados a cada orificio do gel, que correu em 80 volts por 15
minutos e em 40 volts por 01:45 horas. O gel foi corado com brometo de etidio por
20 minutos (400mL de TBE + 20uL de brometo de etidio) e fotografado (Polaroid) em
luz UV.

4.5.1.6. Avaliacao da similaridade genética

Nesta avaliagdo, amostras com diferenga em numero de uma banda, ou
tamanho de uma banda no perfil genédmico quando comparadas com as amostras
CBS foram consideradas com alto grau de similaridade genética, caracterizando o
género. Foi utilizado o marcador de tamanho molecular de 100 bp Ladder
(Pharmacia Biotech) para RAPD como referéncia do tamanho das bandas.
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5. RESULTADOS

5.1. Confirmacgao do género Trichosporon nas amostras analisadas

através do método classico.

Dentre as 65 amostras analisadas, 39 foram confirmadas como pertencentes
ao género Trichosporon através das provas de fermentacédo da glicose e presenca
da enzima urease (figura 1). A tabela 1 descreve as amostras que apresentaram
teste de fermentagdo da glicose negativo e positividade na detecgcdo da enzima

urease, caracterizando o género estudado.

5.2. Frequéncia de isolamento de Trichosporon de acordo com o

sitio de origem

De acordo com a tabela 2 e figura 2, a maior frequéncia de isolamento das
amostras analisadas do género Trichosporon ocorreu em urina (35,9%), seguida de
mucosa oral (12,8%) e sangue (10,26%). Unha e escama de pele obtiveram 7,70%
cada, e os demais sitios (pélo, lavado broncoalveolar, interdigitos e ambiente)
apresentaram a menor taxa percentual de isolamento (2,56%). Seis amostras

(15,4%) eram de origem desconhecida.

5.3. Identificagdo das espécies do género Trichosporon através do
Método Classico

A tabela 3 permite fazer a correlagao entre as diferentes provas empregadas
no método classico. Trés amostras analisadas (7,7%) n&o apresentaram nenhuma
correlagdo entre os testes realizados, dezenove (48,7%) apresentaram similaridade
apenas entre dois métodos e somente dezessete (43,6%) entre os trés. A analise
micromorfologica e até mesmo a macromorfologia da colénia gigante se mostraram
com maior poder discriminatério que as provas bioquimicas, para as quais T. asahii
e T. asteroides se mostraram com o mesmo perfil. As figuras 3A e 3B mostram
respectivamente as caracteristicas macro e micromorfolégicas de T. asahii, assim
como as figuras 4A e 4B de T. asteroides, 5A e 5B de T. coremiiforme, 6A e 6B de T.
inkin, 7TA e 7B de T. mucoides e 8A e 8B de T. ovoides.
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As espécies T. inkiin (fig. 7B) e T. ovoides (fig. 8B), chamaram a atencao por
apresentarem em comum uma estrutura conhecida como apressorio, cuja funcao e
constituicdo sdo ainda desconhecidas. Esta estrutura se difere morfologicamente
entre as duas espécies e também quanto a localizagdo. A primeira espécie citada
apresenta bifurcagdes disformes em suas extremidades enquanto a segunda, forma
apressorio aparentemente semelhante a “couve-flor” ou roseta. Trichosporon inkiin a
apresenta na porg¢ao terminal enquanto T. ovoides em posicao intercalar. Portanto
sdo as duas unicas espécies que podem ser identificadas fenotipicamente através

da micromorfologia.
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Tabela 1 — Caracterizagdao das amostras de Trichosporon analisadas através das

provas de fermentacao de glicose e produgao de urease.

N° Cadigo Sitio Ferm. |Urease Género
Glicose
01 (L-099 Desconhecido - + Trichosporon sp.
02 |JF-560 Interdigitos - + Trichosporon sp.
03 |JF-690 Unha (pés) - + Trichosporon sp.
04 |JF-164/98 Unha + - Nao Trichosporon
05 |JF-105 Unha + - N&o Trichosporon
06 |JF-295/00 Unha + - Nao Trichosporon
07 |JF-64 Escama de pele - + Trichosporon sp.
08 |[R-67 Ambiente hospitalar - + Trichosporon sp.
(piso)

09 |JF-99 Unha + - Nao Trichosporon
10 |JF-578 Unha (pés) + - N&o Trichosporon
11 12191 Urina + - N&o Trichosporon
12 |1575 Fragmento de musculo + - N&o Trichosporon
13 (4045 Unha - + Trichosporon sp.
14 [151 Urina - + Trichosporon sp.
15 [286 Urina - + Trichosporon sp.
16 |JP-795 Pélo (cabega) + - Nao Trichosporon
17 [ G-149 Pélo (cabeca) - + Trichosporon sp.
18 |G-1919 Pélo (cabeca) + - Nao Trichosporon
19 |LK-33b Mucosa oral + - Nao Trichosporon
20 |846 Sangue - + Trichosporon sp.
21 |845 Sangue - + Trichosporon sp.
22 |Microlife-1707 |Unha - + Trichosporon sp.
23 28636198 Urina - + Trichosporon sp.
24 |285-42037 Urina + - Nao Trichosporon
25 27622959 Urina - + Trichosporon sp.
+ = Positivo - = Negativo
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Cont. tabela 1 — Caracterizagado das amostras de Trichosporon analisadas através das

provas de fermentacéo de glicose e produgao de urease.

N° Caddigo Sitio Ferm. | Urease Género
Glicose

26 |[T-081 Urina - + Trichosporon sp.
27 |T-082 Urina - + Trichosporon sp.
28 |[IAL-60 Desconhecido - + Trichosporon sp.
29 |IAL-66 Desconhecido - + Trichosporon sp.
30 |IAL-69 Desconhecido - + Trichosporon sp.
31 |UFMG-FCIA |Desconhecido - + Trichosporon sp.
32 |UFMG Ceratite + - N&o Trichosporon
33 |022 Control Lab + - N&o Trichosporon
34 (023 Urina - + Trichosporon sp.
35 |024 Urina - + Trichosporon sp.
36 |032 Urina - + Trichosporon sp.
37 1019 Lavado bronco-alveolar - + Trichosporon sp.
38 |Bco 48 Sangue + - N&o Trichosporon
39 |Bco 346 Sangue - - N&o Trichosporon
40 |Bco 309 Sangue - + Trichosporon sp.
41 |Bco 255 Sangue - + Trichosporon sp.
42 |72, Mucosa oral - + Trichosporon sp.
43 |95b, Mucosa oral + - N&o Trichosporon
44 |1106b1, Mucosa oral - + Trichosporon sp.
45 |22, Mucosa oral + - Nao Trichosporon
46 |33y Mucosa oral + - N&o Trichosporon
47 | XXIVC, Mucosa oral - + Trichosporon sp.
48 [(103c2 Mucosa oral - + Trichosporon sp.
49 |15, Mucosa oral - + Trichosporon sp.
50 [Lemi 1856 Cateter + - Nao Trichosporon
+ = Positivo - = Negativo
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Cont. tabela 1 — Caracterizagado das amostras de Trichosporon analisadas através das

provas de fermentacao de glicose e produg¢ao de urease.

N° Cadigo Sitio Ferm. |Urease Género
Glicose

51 |Lemi 1919 Urina (sonda) + - N&o Trichosporon
52 |Lemi 1920 Urina (sonda) - + Trichosporon sp.
53 |245 Urina + - Nao Trichosporon
54 1269 Urina - + Trichosporon sp.
55 242 Urina - + Trichosporon sp.
56 |243 Urina - + Trichosporon sp.
57 (196 Urina - + Trichosporon sp.
58 199 Urina + - N&o Trichosporon
59 |188 Urina + - Nao Trichosporon
60 |30 Urina + - N&o Trichosporon
61 |38 Urina + - Nao Trichosporon
62 193 Urina + + N&o Trichosporon
63 |[IAL-47 Desconhecido - + Trichosporon sp.
65 |65/HE-FMIt |Escama de pele - + Trichosporon sp.
115|115/HE-FMIt |Escama de pele - + Trichosporon sp.
+ = Positivo - = Negativo

HE-UJFJ = Hospital Escola da Universidade Federal de Juiz de Fora

HE-FMIt = Hospital Escola da Faculdade de Medicina de Itajuba

Lab. Microlife = Laboratério de Microbiologia Microlife
IAL = Instituto Adolfo Lutz
UFMG = Universidade Federal de Minas Gerais
LEMI = Lab. Especial de Micologia
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Figura 1 — Teste de fermentagcdo da glicose e detecgdo da enzima urease. Os dois tubos da direita
caracterizam o género Trichosporon pela auséncia de fermentacdo da glicose e haver positividade na
deteccdo da enzima urease; os dois tubos da esquerda caracterizam o género Trichosporonoides, onde

ha producéao de gas no tubo da glicose e positividade da enzima urease.
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Tabela 2- Distribuicdo das amostras caracterizadas como género Trichosporon de

acordo com a origem de isolamento.

Sitios N (%) Micose

Urina 14 (35,90) Sistémica
Mucosa oral 05 (12,80) Subcutanea
Sangue 04 (10,26) Sistémica
Unha 03 (7,70) Cutanea
Escama de pele 03 (7,70) Cutanea
Pélo 01 (2,56) Superficial
Ambiente 01 (2,56) -
Lavado broncoalveolar 01 (2,56) Sistémica
Interdigitos 01 (2,56) Cutanea
Desconhecido 06 (15,40) -
TOTAL 39 (100) 39 (100)
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Figura 2 - Distribuicdo das amostras de Trichosporon spp. obtidas de acordo com a origem de isolamento.
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5.3. Identificagao das espécies do género Trichosporon através do método classico.

Tabela 3- Identificagdo das espécies do género Trichosporon através de provas fisioldgicas e morfologicas.

ugJ w (8 | |w |, g " L la . g g § Auxanograma | Microcultivo C_ol6ntia
15 (88 121 |8 |3 |8 (g (2|8 |E | |3 | ESPECIE ESPECIE gigane
SES|S |35 (55|58 |Bla ()28 |5 ESPECIE
(O] o (7] (=] = - (=] x x 0| = [a] = - w
1 |+|-|+|V|+|+ |V |+]|-|-|V |+ ]|V|+ ]|+ |Tfaecale/ T. asahii T. ovoides/
T. asahii T. asteroides
02 | + |+ |+ |-+ |+ |- |+ ]| - |+ V |+ ]|+ ]|+ |+ |T mucoides T. asteroides T. ovoides
03 |+ | - -(=-|=-1=-|=-1=-1-1- - + | V| - | - |T. inkin T. asahii T. asahii
o7 |+ |+ |+ |+ |V |+ |+ | V| -|+| V |+ ]|+ |+ ]|+ [T mucoides T. asahii T. asahii
08 |+ |V |+ [V | -|+]|-|V|-]|-]| - - | + | V| - |T loubieri/ T. ovoides T. ovoides
T. ovoides
13 |+ |+ |+ |+ |+ |+ ]| - |+ ]|+ |+ + [+ ]|+ | + |+ |T. mucoides T. mucoides T. asteroides
14 |+ | - |+ | - | = |+ | = |+ =-]-] * - |+ | + | + |T. asahii T. asahii T. asahii
15|+ | - |+ ]| - |V ]|+]|-|+]-]-]+ - |+ |V |+ |T asahi T. asahii T.asahii
17 |+ | - |+ | - |+ |+ |+ | +]| - |-+ - |+ | + | + |T. asahii/ T. asteroides T. asahii
T. asteroides
20 |+ |+ |+ |+ |V |+ | - -|=-|+] V [+ |+ |+ |+ |T mucoides T. asahii T. asahii
21 |+ |+ |+ |+ | V[ + | - | - | - |+] V [+ |+ |+ |+ |T. mucoides T. mucoides T. asahii
( -) = Negativo (+) = Positivo V = Variavel

43




Cont. tabela 3- |dentificacdo das espécies do género Trichosporon através de provas fisioldégicas e morfoldgicas.

" o " o) w Auxanograma Microcultivo C_ol6nia
Ne |8 Iy 2 |3 2 |u 2 |4 |88 E % 2 |3 ESPECIE ESPECIE gigante
c |2z |5z |2 |2 (2|25l |2 (2|8 |& ESPECIE
212 (2 (3|2 |2 || |2 |8z |3 (2|5 |e
] 14 w |0 = - (@) 14 14 w2 (@) = = L
2 |+ | - |+ | -] -|*|-|V|-|-]V |+ |V |WV|-|Tasahi/ T. asahii ND
T. asteroides
28 |+ | - |+ |+ |V |+ |+ |+ ]| -]|-|V - | V| + | + |T. faecale/ T. asahii T. asahii
T. coremiiforme
25 |+ | - |+ | - |V |+ |V ]|V]|]-]- - V| + | + | + |T. asahii/ T. asahii T. asteroides
T. asteroides/
T. ovoides
26 |+ | - |+ | - |+ |+ |+ [+ -|-|V - | + | + | + |T. asahii/ T. asahii T. asteroides
T. asteroides
27 | + | - |+ | - |V |+ | -|+ | -|-|V |+ ]|+ | V]| + |T asahi/ T. asahii T. asahii
T. asteroides
28 | + | - |+ | - |+ |+ | - |+ ]| - |+ + - | + | + | + |T. asahii/ T. asahii T. asahii
T. asteroides/
T. coremiiforme
(- ) = Negativo (+) = Positivo V = Variavel ND = Nenhuma das seis espécies analisadas
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Cont. tabela 3- |dentificacdo das espécies do género Trichosporon através de provas fisioldgicas e morfoldgicas.

L -
% wo Yo, | w 3 W nE - Cl:) % _ | Auxanograma | Microcultivo Coldnia
N° e 3 S 2 8 8 |5 A I = 2 2 3 = = . . gigante
QI1Z |25z (e |z |g |8 |as|m |Z |2 |8 |e ESPECIE ESPECIE ’
2151932252282 |3]21% |z ESPECIE
] 1’4 w |0 = — @) 14 x w2 @) = = T}
2 |+ | - |+ | - |V ]|+ -]+ -]-]+ - | V| + | + |T. asahii/ T. asahii T. ovoides/
T. asteroides/ T. asahii
T. ovoides
30 | + | - | + | - SO I I I N I B - - | + | + |T. coremiiforme/ |T. asahii T. asahii
T. asahii
M1 |+ |+ |+ -V |+ |+ |+]|-|V|V - | V|V | + |T ovoides/ T. asahii T. asahii
T. mucoides
4 |+ | - |+ ]| - - |+ |+ |+ | - |V] - + | V| + | + |T. asahi/ T.asahii T. asahii
T. asteroides
B |+ | - |+ |+ | V| +|-|+]|-|V]| + - | V| + | + |T. coremiiforme |T. asahii T. asahii
36 |+ | - |+ | - |+ |+ |+ |[+]|-|-|V - | + | + | + |T. asahii/ T. asahii T. asahii
T. asteroides
37 | + | - |+ | - |+ |+ | - |+ |+ |- - - | - | + | + |T. asahii/ T. asteroides T. asahii
T. asteroides
(- ) = Negativo (+) = Positivo V = Variavel
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Cont. tabela 3- |dentificacdo das espécies do género Trichosporon através de provas fisioldgicas e morfoldgicas.

L -
" UU,Q)J g § |E_>' %J " g %J ) § g é % g |(_2, Auxano’grama Microc’ultivo g;:gl;")rr‘l::
% % % 9 % g é é g Eg <z( Z g E ESPECIE ESPECIE ESPECIE
S|12(5|2 |2 (3|3 (2|8 |32 |2(2|5 |8
40 |+ | - |+ | - | V| - - - - |- * + | + | + | + |T. asahii/ T. asahii T. asahii
T. asteroides

41 |+ | - |+ | - | - - - |+ |+ |- + + | - | - | + |T. asahii/ T. asahii T. asahii
T. asteroides/
T. faecale

42 |+ | - |+ | - |V |+ ]| - |V |+ |V| V |+ |+ |V |+ |T asahil/ T. asteroides | T. asteroides
T. asteroides/
T. faecale

4 |+ | - |+ |+ | - |+ | - |+ |+ |+| V | + | + |V | + [T coremiiforme/ |T. asahii T. asahii
T. mucoides

47 |+ |+ |+ |+ |V |+ | - | V| - |V| V - | V|V | + |T. mucoides T. asahii T. asahii

48 |+ |+ |+ |+ |V [+ | - |+ ]| - |V| + - | - | + | + |T. mucoides T. asahii T. asahii

49 |+ | - |+ | - |V |+ | - |+ |+ |V] + - | V|V |+ |T asahii/ T. asahii T. asahii

T. asteroides

( -) = Negativo ( +) = Positivo V = Variavel
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Cont. tabela 3- |dentificacdo das espécies do género Trichosporon através de provas fisioldégicas e morfoldgicas.

L = L
L 0 o) . . o
B lw (w |, | 3 |, Ll oo B8 | Auxanograma | Microcultivo Col6nia
N[O | |2 |3 |2 |w |2 |6 210 ©C |l |z |O gigante
2z |% |5 |2 o < |2 O |@|N Z |2 | |K ESPECIE ESPECIE
2121232 |2 |5|2 (2|88 |3|21% |k ESPECIE
O | | |0 |= |dJ |0 | | |n|= O [= |4 |w
52 |+ | - |+ |+ |+ |+ | - |+]|-|=-| - | -]|+ |+ |+ |T asahi/ T. asahii T. asahii
T. asteroides
54 | + - |+ - - |+ - - - | - - - - - | + |T. inkin ND T. asahii
55 | + | - |+ |+ | - |+ | -]|-|-|+]| + - | V| + | + |T. coremiiforme |T. asahii T. ovoides
56 | + | - |+ | - | - |+ | -] -|-1]-]| #+ + | - | + | + |T. inkin T. asahii T. asahii
57 [+ | - | + | - - - - - - V| + + | - | V| + |T. inkin/ T. asahii T. asahii
T. asahii
63 |+ | - |+ | - |V |+ ]| -|-|-|+]| - - | V|V | + [T asahii/ T. asahii T. asahii
T. asteroides
65 |+ |+ |+ |+ | - |+ | -|-|-|-| + | -]V ]|+ |+ |Tinkin T. ovoides T. ovoides
115 + | + | + | + | + | + | = | + | - | +]| + + | V| + | + |T. mucoides T. asahii T. asahii
(=) = Negativo (+) = Positivo V = Variavel

ND = Nenhuma das seis espécies analisadas
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As figuras “A” permitem a caracterizagao macromorfoldgica das culturas das amostras que foram obtidas em agar Sabouraud
com cloranfenicol e incubadas a 37°C por até 30 dias. As figuras “B” foram obtidas pelo cultivo das amostras em agar extrato de
malte e incubadas a temperatura ambiente (25°C) por até 10 dias e possibilitaram a caracterizagdo micromorfolégica.

Fig. 3A = Macromofologia de T. asahii Fig. 3B = Micromofologia de T. asahii

Fig. 4A = Macromofologia de T. asteroides Fig. 4A = Micromofologia de T. asteroides
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Fig. 5A = Macromofologia de T. coremiiforme

Fig. 6A = Macromofologia de T. inkin

o
‘ lﬁ%..‘“

Fig. 5B = Micromologia de T. coremiiforme

Fig. 6A = Micromofologia de T. inkin
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Fig. 7A = Macromorfologia de T. mucoides
Fig. 8A = Macromorfologia de T. ovoides

Fig. 7B = Micromorfologia de T. mucoides

Fig. 8B = Micromorfologia de T. ovoides
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5.4. Selegao dos iniciadores através da temperatura.

Os iniciadores empregados neste experimento foram oligonucleotideos de 10
pares de base com temperatura de anelamento maxima de 35°C (dados fornecidos pelo
fabricante, INVITROGEN BRASIL CUSTOM PRIMERS). Apos a reacado de PCR com as
amostras padrdao CBS, as amostras foram corridas em gel de agarose, com duas
temperaturas diferentes (40°C e 35°C) com seis iniciadores. Na reacdo a 40°C, os
iniciadores M2 (fig. 9) e M3 (fig. 10) amplificaram apenas uma espécie (M2, T. asahii e
M3, T. inkin); o B14 (fig. 11) ndo amplificou T. asahii e T. coremiiforme assim como
SOY-5 (fig. 12). OPA2 (fig. 13) produziu maior numero de bandas que OPA4 (fig. 14)
para todas as espécies. A reacgao realizada a 35°C permitiu observar que o iniciador M2
(fig. 15; tab. 4D), embora tenha amplificado todas as espécies, ndo apresentou poder
discriminatério entre as mesmas e produziu pequeno numero de bandas em T.
coremiiforme. O iniciador M3 (fig. 16; tab. 4F) amplificou apenas T. inkin, T. asteroides e
T. asahii e produziu pequeno numero de bandas. SOY-5 (fig. 17; tab. 4E) ndo amplificou
T. coremiiforme e produziu pequeno numero de bandas com as outras espécies. Os
iniciadores B14 (fig. 20; tab. 4C) e OPA4 (fig. 18; tab. 4B) embora tenham produzido
grande numero de bandas, ndo apresentaram o mesmo poder discriminatério que
OPA2 (fig. 19). As reagdes a 35°C produziram maior numero de bandas do que a 40°C
para todas as espécies testadas com todos os iniciadores sendo, portanto, a
temperatura de eleicdo para as reagdes com as amostras a serem identificadas
genotipicamente com o auxilio do iniciador OPA2 sendo, portanto, este o iniciador
selecionado para a caracterizacdo das espécies de Trichosporon das amostras

analisadas.
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Fig. 9 M2 Fig. 10 M3 Fig. 11 B14

Figuras 9, 10 e 11 — Gel de eletroforese em agarose apresentando os perfis de amplificacdo das amostras CBS com inicializador M2, M3 e B14, resp.ectivamente,
em reagao de RAPD a 40°C. Canaleta 1, T. asahii (CBS 2479); canaleta 2, T. asteroides (CBS 3481); canaleta 3, T. coremiiforme(CBS 2482); canaleta 4, T. inkin
(CBS 5585); canaleta 5, T. mucoides (CBS 7625); canaleta 6, T. ovoides (CBS 7556) e PM, padréo de tamanho molecular (Pharmacia Biotech — 100 base-pair).
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Fig. 12 — SOY Fig. 13 - OPA2 Fig. 14 - OPA4

Figuras 12, 13 e 14 - Gel de eletroforese em agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras CBS com inicializador SOY 5, OPA2 e OPA4,
resp.ectivamente, em reacdo de RAPD a 40°C. Canaleta 1, T. asahii (CBS 2479); canaleta 2, T. asteroides (CBS 3481); canaleta 3, T. coremiiforme(CBS 2482);
canaleta 4, T. inkin (CBS 5585); canaleta 5, T. mucoides (CBS 7625); canaleta 6, T. ovoides (CBS 7556) e PM, padrao de tamanho molecular (Pharmacia Biotech
— 100 base-pair).

53



Fig. 15-M2 Fig. 16 - M2 Fig. 17 —-50% 5

Figuras 15, 16 e 17 - Gel de eletroforese em agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras CBS com inicializador M2, M3 e SOY 5,
respectivamente, em reagao de “RAPD” a 35°C. Canaleta 1, T. ovoides (CBS 7556); canaleta 2, T. mucoides (CBS 7625); canaleta 3, T. inkin (CBS 5585);
canaleta 4, T. coremiiforme(CBS 2482); canaleta 5, T. asteroides (CBS 3481; canaleta 6, T. asahii (CBS 2479) e PM, padrdo de tamanho molecular

(Pharmacia Biotech — 100 base-pair).
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Fig. 18 —OPA4 Fig. 19 - OPA2 Fig. 20 -B14

Figuras 18, 19 e 20 - Gel de eletroforese em agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras CBS com inicializador OPA 4, OPA 2 e
B14, respectivamente, em reagdo de “RAPD” a 35°C. Canaleta 1, T. asahii (CBS 2479); canaleta 2, T. asteroides (CBS 3481); canaleta 3, T.
coremiiforme(CBS 2482); canaleta 4, T. inkin (CBS 5585); canaleta 5, T. mucoides (CBS 7625); canaleta 6, T. ovoides (CBS 7556) e PM, padrao de
tamanho molecular (Pharmacia Biotech — 100 base-pair).
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Tabela 4 - Distribuicdo e Tamanho Estimado dos pares de base das amostras de Trichosporon spp. com os oligonucleotideos
OPA2 (A), OPA4 (B), B14 (C), M2 (4D), SOY-5 (4E) e M3 (4F).

4A - OPA2
bp| 100 | 150 | 200 | 250 | 300 | 350 | 400 | 450 | 500 | 600 | 700 | 750 | 800 | 900 | 1000 | 1100 | 1200 | 1300 | 1400

Espécie
T. asahii 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0
T. asteroides 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1
T. coremiiforme 1 0 1 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0
T. inkin 1 0 1 0 0 0 0 1 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 1
T. mucoides 0 1 0 1 1 0 0 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1
T. ovoides 0 1 0 0 1 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1

T. coremiiforme

T- inkin oPAZ2

T. ovoides

T. asahii

T. asteroides

T. mucoides
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4B - OPA4

bp| 150 | 200 | 300 | 400 | 500 | 550 | 600 | 650 | 700 | 800 | 900 | 1000 | 1100 | 1200 | 1300 | 1400 | 1500 | 1600

Espécie

T. asahii 0 1 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1
T. asteroides 0 0 1 0 1 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 1 1 1
T. coremiiforme 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 0
T. inkin 0 0 0 1 0 1 1 0 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0
T. mucoides 0 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1 0 1 1 0 0 0 0
T. ovoides 0 0 1 1 0 1 1 1 0 1 0 1 1 1 0 0 0 0

T. asahii -|

T. asteroides |

T. ovoides

T. coremiiforme

T. inkin

T. mucoides ;

OPA4
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4C -B14

bp| 300 350 400 450 500 600 700 750 850 1000 | 1250 | 1400 | 1600

Espécie

T. asahii 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1
T. asteroides 1 0 0 1 0 0 0 0 0 1 0 1 1
T. coremiiforme 0 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T. inkin 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
T. mucoides 1 0 1 0 1 1 1 1 1 0 1 0 1
T. ovoides 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

T. mucoides

T. asahii
B14

T. asteroides - ‘

T. mucoides

T. inkin

T. ovoides
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4D - M2

bp| 250 | 400 | 450 | 550 | 650 | 700 | 750 | 800 | 850 | 900 | 1000 | 1100 | 1200 | 1300 | 1400

Espécie

T. asabhii 0 1 0 1 1 0 0 1 0 1 0 1 1 0 1
T. asteroides 0 1 0 0 0 1 0 1 0 0 0 0 1 1 0
T. coremiiforme 1 1 0 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0
T. inkin 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0
T. mucoides 0 1 0 1 1 0 1 0 0 1 0 1 0 1 0
T. ovoides 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0 0 1 0 1 0

T. asteroides

T. inkin

T. mucoides

T. ovoides s

T. asahii

T. coremiiforme .
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4 E -SOY -5

Espécie

bp

250 400 500 650

750

850

1000

1300

1400

T. asahii

T. asteroides

T. coremiiforme

T. inkin

T. mucoides

T. ovoides
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= O O] O O] O
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ol o] ol =~ ol ©
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T. mucoides

T. ovoides

T. coremiiforme

T. inkin

T. asahii

T. asteroides

SOoY 5
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4F- M3

bp

Espécie

450 600 800

900

1200

1400

T. asahii

T. asteroides

T. coremiiforme

T. inkin

T. mucoides

T. ovoides

o| ol o] =| o] ©
- o] o »| o] ©
A o] o =] o] ©

= ) O = O O

- O O] o] o] ©

= A O | O O

T. inkin

T. asahii

T. asteroides .

T. ovoides ;

T. coremiiforme

T. mucoides

M3
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5.5. Identificacao genotipica do género Trichosporon através da
regiao ITS.

Empregou-se neste experimento os iniciadores ITS1 e ITS2 (fig. 21) com as
amostras padrdao CBS e obteve-se fragmentos de 550 pares de base para todas as
espécies (T. asahii, T. asteroides, T. coremiiforme T. inkin, T. mucoides e T.
ovoides), o que permitiu a caracterizagdo do género através da regido ITS. A reagao
foi realizada com todas as amostras analisadas para a caracterizagdo genotipica do
género. As figuras 22 e 23 permitem a observacao dos fragmentos de 550 pares de
base produzidos pelas amostras, com excegdo das amostras numeros T-01, T-28
(fig. 22) e T-54 (fig. 23), que foram excluidas dos experimentos posteriores por nao
se enquadrarem no perfil genotipico das demais amostras caracterizadas como
pertencentes ao género Trichosporon. Nao se obteve sucesso na extragdo do DNA
das amostras T-49 e T-52 (fig. 23), ndo sendo, portanto, incluidas no restante dos

experimentos.
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5.5. Identificagao genotipica do género Trichosporon das amostras

padrao CBS através da regiao ITS (Fig. 21).

550 bp

100 bp

Figura 21 — Gel em agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras CBS com iniciadores
ITS1 e ITS2. Canaleta 1, T. asahii (CBS 2479); canaleta 2, T. asteroides (CBS 3481); canaleta 3, T.
asahii var. coremiiforme(CBS 2482); canaleta 4, T. inkin (CBS 5585); canaleta 5, T. mucoides (CBS
7625); canaleta 6, T. ovoides (CBS 7556) e PM, padrdo de tamanho molecular (Pharmacia Biotech — 100
base-pair).
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5.5.1. Identificagcdo genotipica do género Trichosporon das amostras analisadas neste estudo, através da regido

ITS (Fig. 22).

Pt 1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 ¥ 15 16 17 18 19 PM

250 bp

100 bp

Figura 22 — Gel de agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras, com iniciadores ITS1 e ITS2. Canaleta 1, T-01; canaleta 2,T-02; canaleta
3, T-03; canaleta 4,T-07; canaleta 5,T-08; canaleta 6, T-13; canaleta 7,T-14; canaleta 8,T-15; canaleta 9,T-17; canaleta 10,T-20; canaleta 11,T-21; canaleta
12,T-22; canaleta 13,T-23; canaleta 14,T-25; canaleta 15,T-26; canaleta 16,T-27; canaleta 17,T-28; canaleta 18,T-29; canaleta 19,T-30; e PM, padrao de

tamanho molecular (Pharmacia Biotech — 100 base-pair).

64



5.5.1. Identificagdo genotipica do género Trichosporon das amostras analisadas neste estudo, através

da regido ITS (Fig. 23).

PM 1 2 3 4 5 6 78 9 101112 13 14 1516 17 15 19 20 PM

550 bp

100 bp

Figura 23 - Gel de agarose apresentando os perfis de amplificacdo das amostras, com iniciadores ITS1 e ITS2. Canaleta 1, T-31; canaleta 2,T-
34; canaleta 3, T-35; canaleta 4,T-36; canaleta 5,T-37; canaleta 6, T-40; canaleta 7,T-41; canaleta 8,T-42; canaleta 9,T-44; canaleta 10,T-47;
canaleta 11,T-48; canaleta 12,T-49; canaleta 13,T-52; canaleta 14,T-54; canaleta 15,T-55; canaleta 16,T-56; canaleta 17,T-57; canaleta 18,T-63;

canaleta 19,T-65; canaleta 20,T-115; e PM, padrdo de tamanho molecular (Pharmacia Biotech — 100 base-pair).
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5.6. Identificacao das espécies do género Trichosporon através de
RAPD com o iniciador OPA2 a 35°C.

O iniciador OPA2, em analise visual dos géis de agarose do RAPD realizado
com amostras padrdao CBS produziu 6 fragmentos com 250 a 1.000 pares de base
em T. asahii, 9 fragmentos com 300 a 1.400 pares de base em T. asteroides, 4
fragmentos com 100 a 1.000 pares de base em T. coremiiforme, 6 fragmentos com
100 a 1.400 pares de base em T. inkin. Trichosporon mucoides e T. ovoides
produziram 11 fragmentos variando de 150 a 1.400 pares de base. As amostras
caracterizadas como pertencentes ao género Trichosporon pela regido ITS foram
submetidas a analise genotipica das espécies pelo método do RAPD com o iniciador
OPA2.

Como as amostras analisadas sao de origens diferentes, os perfis foram
também diversos. Foi considerado grau de similaridade com as amostras padrao
CBS, com até 3 bandas de diferenga em numero ou tamanho de fragmentos
(POWER, 1996). As amostras que apresentaram numero e tamanho de bandas
proximas das espécies padrao CBS foram classificadas como similares com a
espécie afim e identificadas como tal.

Foram identificadas 26 amostras como T. asahii . Nove delas pelo perfil de
bandas obtido no gel de agarose da fig. 24 (T-40, T-41, T-44, T-57, T-63, T-47, T-21
[nas canaletas 2 a 9, respectivamente], T-48 e T-55 [nhas canaletas 11 e 12,
respectivamente]. A figura 25 permite a identificacdo de mais duas amostras de T.
asahii (T-03 e T-07; canaletas 4 e 7, respectivamente) através do perfil de bandas
obtido no gel de agarose, assim como a figura 27 identifica as amostras T-31, T-37,
T-56 e T-36 (canaletas 2, 3, 8 e 10, respectivamente). As amostras T. asahii de
nameros T-14, T-15, T-17, T-20, T-22 (canaletas 2 a 6, respectivamente), T-27, T-29
e T-30 (canaletas 9 a 11, respectivamente) foram identificadas através do perfil de
bandas do gel de agarose visualizados na figura 26. A figura 28 permite a
identificagdo como T. asahii, das amostras T-34 e T-35 (canaletas 3 e 4,
respectivamente), do mesmo modo a figura 29 identifica a amostra T-115.

As cinco amostras identificadas pelos perfis obtidos nos geis de agarose
como Trichosporon asteroides foram T-42 e T-02 (fig. 24, canaletas 10 e 13,
respectivamente), e T-25 e T-26 (fig. 26, canaletas 7 e 8, respectivamente) e T-23

identificada na figura 28 (canaleta 2).
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Como T. ovoides foram identificadas duas amostras, T-65 (fig. 28, canaleta 6)
e T-08 (fig. 25, canaleta 8). Trichosporon mucoides foi identificado na amostra T-13,

através do perfil de bandas obtido no gel de agarose da figura 29.
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5.6. ldentificagcdao genotipica das espécies do género Trichosporon através de RAPD com o
iniciador OPA2 a 35°C.

PR 1 2 3 4 5 & F & 9 10 11 12 13

1.600 bp

100 bp

Figura 24 — Gel de agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras pela técnica de RAPD com iniciador OPA2. Canaleta 1, T.
asahii (CBS 2479); canaleta 2,T-40; canaleta 3, T-41; canaleta 4,T-44; canaleta 5,T-57; canaleta 6, T-63; canaleta 7,T-115; canaleta 8,T-47;
canaleta 9,T-21; canaleta 10,T-42; canaleta 11,T-48; canaleta 12,T-55; canaleta 13,T-02; PM, padrdo de tamanho molecular (Pharmacia Biotech —

100 base-pair).
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PM 1 2 3 4

1.600 bp

100 bp

Figura 25- Gel de agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras pela técnica de RAPD com iniciador OPA2. Canaleta 1, T. asahii
(CBS 2479); canaleta 2, T. asteroides (CBS 3481); canaleta 3, T-02; canaleta 4, T-03; canaleta 5, T. mucoides (CBS 7625); canaleta 6, T.
ovoides (CBS 7556); canaleta 7,T-07; canaleta 8,T-08; canaleta 9, T. coremiiforme (CBS 2482); canaleta 10, T. inkin (CBS 5585) e PM, padrao de

tamanho molecular (Pharmacia Biotech — 100 base-pair).
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P 1 2 3 4 5 & T & 5 10 11

200 bp

100 bp

Figura 26- Gel de agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras pela técnica de RAPD com iniciador OPA2. Canaleta 1, T. asahii
(CBS 2479); canaleta 2, T-14; canaleta 3, T-15; canaleta 4, T-17; canaleta 5, T-20; canaleta 6,T-22; canaleta 7,T-25; canaleta 8,T-26; canaleta

9,T-27; canaleta 10,T-29; canaleta 11,T-30; e PM, padrao de tamanho molecular (Pharmacia Biotech — 100 base-pair).
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PN 1 2 3 4 =Y 6 T 8 9 10 Pi

100 bp

Figura 27- Gel de agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras pela técnica de RAPD com iniciador OPA2. Canaleta 1, T. asahii
(CBS 2479); canaleta 2, T-31; canaleta 3, T-37; canaleta 4, T-40; canaleta 5, T-44; canaleta 6,T-47; canaleta 7,T-48; canaleta 8,T-56; canaleta
9,T-57; canaleta 10,T-36; e PM, padrao de tamanho molecular (Pharmacia Biotech — 100 base-pair).
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PH 1 2 3 4 5 & PM

100 bp

Figura 28- Gel de agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras pela técnica de
RAPD com iniciador OPA2. Canaleta 1, T. asteroides (CBS 3481); canaleta 2, T-23; canaleta 3, T-34;
canaleta 4, T-35; canaleta 5, T-41; canaleta 6,T-65; e PM, padrao de tamanho molecular (Pharmacia

Biotech — 100 base-pair).
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P 1 2

100 bp

Figura 29- Gel de agarose apresentando os perfis de amplificagdo das amostras pela técnica de RAPD
com iniciador OPA2. Canaleta 1, T-115; canaleta 2, T-13; e PM, padrdo de tamanho molecular

(Pharmacia Biotech — 100 base-pair).
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5.7. Perfil de susceptibilidade das amostras padrao CBS

As tabelas 5A, 5B, 5C e 5D permitem a comparagédo entre os dois métodos
empregados em teste de susceptibilidade/resisténcia as quatro drogas antifungicas
(anfotericina B, 5 - flucitosina, fluconazol e itraconazol): NCCLS (método de
microdiluicdo em caldo) e E-test, utilizados para avaliagéo do perfil de susceptibilidade
das seis amostras CBS (CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES), e
confrontar estes dados com os disponiveis na literatura para estas mesmas amostras.

No teste de susceptibilidade a anfotericina B (tabela 5A), apenas T. inkin
apresentou resisténcia (64 pg/mL) através do NCCLS e E-test (32 ug/mL).

Quanto a 5 — flucitosina (tabela 5B), T. asahii, T. inkin e T. coremiiforme
apresentaram perfil de sensibilidade enquanto T. mucoides, T. asteroides e T. ovoides,
perfil de resisténcia.

Trichosporon coremiiforme mostrou-se sensivel ao fluconazol (tabela 5C) através
do NCCLS (1,0 pg/mL), mas resistente pelo E-test (>256 ug/mL) enquanto outras trés
amostras CBS (T. asteroides, T. mucoides e T. ovoides) apresentaram o mesmo perfil
de sensibilidade em ambos os métodos. Trichosporon inkin (>256 ug/mL pelo E-test e
>64 ug/mL pelo NCCLS) e T. asahii (32 ug/mL em ambos os testes) apresentaram
resisténcia pelos dois métodos.

Perfil de resisténcia ao itraconazol (tabela 5D) foi observado em todas as
amostras neste experimento em ambos os métodos empregados.

No teste de susceptibilidade a anfotericina B (tabela 5A), apenas T. inkin
apresentou resisténcia (64 pg/mL) através do NCCLS e E-test (32 ug/mL), as demais
amostras CBS, embora variassem a CIM de acordo com o grupo de estudo,
concordaram no resultado quanto a sensibilidade a este agente antifungico.

Quanto a 5 — flucitosina (tabela 5B), T. inkin concordou quanto ao resultado de
sensibilidade obtido por Gueho et al. (1994b) assim como T. mucoides e T. ovoides
(resistente) embora divergissem quanto as CIMs. Apenas Trichosporon asahii
apresentou sensibilidade pelo NCCLS e pelo E-test neste estudo havendo, portanto,
divergéncia de Wolf et al. (2001) e Gueho et al. (1994b), que obtiveram perfil de

resisténcia com a amostra. Trichosporon coremiiforme apresentou resisténcia a esta
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droga mas néo foi testado pelos dois autores, 0 mesmo se deu com T. asteroides (perfil
de resisténcia neste estudo) que ndo apresentou crescimento no experimento realizado
por Gueho et al. (1994b).

Trichosporon coremiiforme mostrou-se sensivel ao fluconazol (tabela 5C) através
do NCCLS (1,0 ug/mL), mas resistente pelo E-test (>256 pug/mL) enquanto outras trés
amostras CBS (T. asteroides, T. mucoides e T. ovoides) apresentaram o mesmo perfil
de sensibilidade em ambos os métodos, concordando com os resultados obtidos por
Gueho et al. (1994b). Trichosporon inkin se mostrou resistente (>256 ug/mL pelo E-test
e >64 pug/mL pelo NCCLS) pelos dois métodos, divergindo de Gueho et al. (1994).
Trichosporon asahii convergiu apenas com o perfil de susceptibilidade obtido por Wolf
et al. (2001), apresentando resisténcia pelos dois métodos testados.

Perfil de resisténcia ao itraconazol (tabela 5D) foi observado em todas as
amostras neste experimento em ambos os métodos empregados. Estes resultados
divergiram daqueles obtidos por Gueho et al. (1994b) mas concordaram com os de Wolf
et al. (2001) quanto a T. asahii através do E-test.

A tabela 6 mostra a variacdo das CIMs para as amostras CBS do género
Trichosporon frente a terbinafina, que varia de 0,03 ug/mL (T. asahii) a 8,0 ug/mL (T.
inkin). Trichosoporon ovoides e T. coremiiforme apresentaram CIM de 2,0 ug/mL.

O perfil de susceptibilidade frente ao voriconazol (tabela 7) com as amostras
CBS revela uma variagao das CIMs de 0,25 ug/mL (T. mucoides e T. ovoides) a 4,0
ug/mL (T. inkin). Segundo os valores recomendados pelo NCCLS M27 - A2, a
sensibilidade ocorre em valores menores ou iguais a 1,0 ug/mL, portanto T. inkin

apresentou resisténcia ao voriconazol.
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Tabela 5 A — Susceptibilidade in vitro a anfotericina B de amostras de Trichosporon spp. da colegdo CBS pelos métodos
NCCLS e E-test (leitura de 48 horas).

CIM (ng/mL)
Espécies T. asahii T. asteroides T. coremiiforme T. inkin T. mucoides T. ovoides
CBS 2479 CBS 3481 CBS 2482 CBS 5585 CBS 7625 CBS 7556
CBS
NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test
0,25" 0,25 1,0 0,125 0,5' 0,38’ 64" 32! 0,125' 0,38" 0,125'" 0,25
0,010° - 0,010? - - - 0,010? - 0,38? - 0,078? -

0,25° 0,125° - - - - - ; - . i a

= Teste ndo realizado

'Resultado dos testes realizados neste experimento com amostras CBS através do NCCLS e E-test.

’GUEHO et al. (1994) = Teste realizado pelo método de microdiluicdo em placa, recomendado pelo NCCLS; leitura das CIMs feita por sistema
automatizado.

*WOLF et al. (2001) = Teste realizado pelo método de microdiluicdo em placa, recomendado pelo NCCLS; leitura das CIMs feita por sistema
visual.

CBS = CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES
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Tabela 5 B - Susceptibilidade in vitro a 5-flucitosina de amostras de Trichosporon spp. da cole¢cao CBS pelos métodos

NCCLS e E-test (leitura de 48 horas).

CIM (ng/mL)
Espécies T. asahii T. asteroides T. coremiiforme T. inkin T. mucoides T. ovoides
CBS 2479 CBS 3481 CBS 2482 CBS 5585 CBS 7625 CBS 7556

NCCLS E-test NCCLS E-test
20" 8,0 32" >32'
>50? - S/C? -
128°  >32° - -

NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test
0,5 0,75 2,0 0,006’ 64’ >32" 32' >32"
- - 12,52 - 502 - 502 -

S/C = Sem crescimento

'Resultado dos testes realizados neste experimento com amostras CBS através do NCCLS e E-test.

’GUEHO et al. (1994) = Teste realizado pelo método de microdiluicdo em placa, recomendado pelo NCCLS; leitura das CIMs feita por sistema

automatizado.

*WOLF et al. (2001) = Teste realizado pelo método de microdiluigio em placa, recomendado pelo NCCLS; leitura das CIMs feita por sistema

visual.

CBS = CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES
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Tabela 5 C - Susceptibilidade in vitro ao Fluconazol de amostras de Trichosporon spp. da colegdo CBS pelos métodos
NCCLS e E-test (leitura de 48 horas).

CIM (ng/mL)
Espécies T. asahii T. asteroides T. coremiiforme T. inkin T. mucoides T. ovoides
CBS 2479 CBS 3481 CBS 2482 CBS 5585 CBS 7625 CBS 7556

NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test
32’ 32" 0,5 0,75’ 1,0 >256" >64' >256' 0,5' 8,0’ 2,0' 0,38

0,0152 - 0,382 - - - 1,562 - 6,252 - 6,252 -
16° 32° - - - - - - - - - -

"Resultado dos testes realizados neste experimento com amostras CBS através do NCCLS e E-test.

’GUEHO et al. (1994) = Teste realizado pelo método de microdiluicdo em placa, recomendado pelo NCCLS; leitura das CIMs feita por sistema
automatizado.

*WOLF et al. (2001) = Teste realizado pelo método de microdiluicdo em placa, recomendado pelo NCCLS; leitura das CIMs feita por sistema
visual.

CBS = CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES
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Tabela 5 D - Susceptibilidade in vitro ao Itraconazol de amostras de Trichosporon spp. da colegao CBS pelos métodos
NCCLS e E-test (leitura de 48 horas).

CIM (ng/mL)
Espécies T. asahii T. asteroides T. coremiiforme T. inkin T. mucoides T. ovoides
CBS 2479 CBS 3481 CBS 2482 CBS 5585 CBS 7625 CBS 7556

NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test NCCLS E-test

2,0 1,0 0,5 0,75 2,0 0,75 >64" >32" 2.0’ 0,75 2.0’ 0,38’
0,0192 - 0,0102 - - - 0,0192 - 0,0192 - 0,0192
ND? 1,03 - - - - - - - - - -

ND = Nao Detectado

'Resultado dos testes realizados neste experimento com amostras CBS através do NCCLS e E-test.

’GUEHO et al. (1994) = Teste realizado pelo método de microdiluicdo em placa, recomendado pelo NCCLS; leitura das CIMs feita por sistema
automatizado.

*WOLF et al. (2001) = Teste realizado pelo método de microdiluigio em placa, recomendado pelo NCCLS; leitura das CIMs feita por sistema
visual.

CBS = CENTRAALBUREAU VOOR SCHIMMELCULTURES
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Tabela 6 - Susceptibilidade in vitro a terbinafina de amostras de Trichosporon spp. da colegao CBS pelo método NCCLS

(leitura de 48 horas).

CIM (png/mL)
Espécies T. asahii T. asteroides T. coremiiforme T. inkin T. mucoides T. ovoides
CBS 2479 CBS 3481 CBS 2482 CBS 5585 CBS 7625 CBS 7556
NCCLS NCCLS NCCLS NCCLS NCCLS NCCLS
0,03’ 1,0 2,0 8,0 0,250 2,0

Candida albicans
CIM 1,4 pg/mL?

*Média geométrica obtida em estudo realizado com varios fungos patogénicos (Ndo ha dados disponiveis na literatura

leveduras do género Trichosporon
'Resultado dos testes realizados neste experimento com amostras CBS através do NCCLS e E-test.
Ryder (1999)

especificamente com
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Tabela 7 - Susceptibilidade in vitro ao voriconazol* de amostras de Trichosporon spp. da colegdo CBS pelo método
NCCLS (leitura de 48 horas).

CIM (ng/mL)

Espécies T. asahii T. asteroides T. coremiiforme T. inkin T. mucoides T. ovoides
CBS 2479 CBS 3481 CBS 2482 CBS 5585 CBS 7625 CBS 7556
NCCLS NCCLS NCCLS NCCLS NCCLS NCCLS
0,5' 0,5' 1,0 4,0" 0,250 0,25
Trichosporon spp.

Variagao da CIM 24 horas Variagcao da CIM 48 horas
<0,015 - 0,06? 0,03 — 0,062
Fungos em geral
Variagéo da CIM Inibicdo das amostras
0,03 -16° <1,0°

*Nao ha dados disponiveis na literatura com referéncia as espécies do género Trichosporon.
'Resultado dos testes realizados neste experimento com amostras CBS através do NCCLS e E-test.
2Uzun et al. (2000)

*NCCLS M27-A2
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5.8. Perfil de susceptibilidade das amostras analisadas segundo o
género

A tabela 8 apresenta as CIMs obtidas e revela o perfil de elevada resisténcia do
género Trichosporon a anfotericina B (CIMgy 64ug/mL em 24 e 48 horas) e ao
itraconazol (CIMgy 8ug/mL/24 horas e 16ug/mL/48 horas) de alta sensibilidade ao
fluconazol (CIMgy 8ug/mL em 24 e 48 horas) e baixa resisténcia a 5-flucitosina (apenas
CIMgo/48 horas com 32 ug/mL). A tabela 8 apresenta as CIMs obtidas e revela o perfil
de elevada resisténcia do género Trichosporon a anfotericina B e ao itraconazol, de alta
sensibilidade ao fluconazol e baixa resisténcia a 5-flucitosina (apenas CIMgy/48 horas
com 32 ug/mL). Uzun et al. (2000) analisando a susceptibilidade in vitro de oito
amostras de Trichosporon encontraram sensibilidade a anfotericina (CIMso 24/48 horas
de 0,5/1,0 ug/mL e CIMgyy 24/48 de 1,0/1,0 ug/mL) divergindo dos resultados deste
estudo mas concordando quanto ao fluconazol onde estes autores obtiveram
sensibilidade com CIMs, 24/48 horas de 2,0/4,0 ug/mL e CIMgy 24/48 horas de 4,0/4,0
ug/mL e, com relacdo ao itraconazol, SDD com CIMsy 24/48 horas 0,5/0,5 ug/mL e
resisténcia com CIMgy 24/48 horas 1,0 pg/mL.

5.9. Perfil de susceptibilidade das amostras analisadas segundo as

espécies de Trichosporon

Resisténcia ao itraconazol foi observada em todas as espécies (tabela 9D) assim
como sensibilidade ao fluconazol (tabela 9C). Apenas T. mucoides foi sensivel a
anfotericina B (tabela 9A), a terbinafina (tabela 9E) e ao voriconazol (tabela 9F), sendo
as demais espécies resistentes a essas drogas. Sensibilidade a 5-flucitosina (tabela 9B)
foi observada apenas em T. asahii e T. ovoides. Trichosporon asahii e T. asteroides
apresentaram CIM >1,4 ug/mL (CIMgy/48 horas de 8,0ug/mL para as duas espécies)
frente a terbinafina (tabela 9E).

A tabela 10A mostra que T. asahii apresentou as maiores variagoes de CIM para
anfotericina B e 5-flucitosina e T. mucoides as menores. Trichosporon asahii também

apresentou as maiores variagées da CIM para fluconazol e itraconazol (tabela 10B), nas
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quais as menores variagdes foram de T. mucoides e T. ovoides, respectivamente. E
para voriconazol e terbinafina (tabela 10C), as maiores variagbes da CIM foram obtidas
por T. asahii e as menores por T. mucoides.

A distribuicdo do perfil de susceptibilidade/resisténcia in vitro das leveduras do
género Trichosporon frente a anfotericina B (tabela 11A) mostra que 19 dentre as 26
amostras de T. asahii apresentaram resisténcia; apenas duas amostras de T.
asteroides apresentaram resisténcia para 5-flucitosina (tabela 11B) e duas amostras de
T. asahii para fluconazol (tabela 11C) e todas as espécies para itraconazol (tabela
11D). Quinze amostras (T. ovoides, T. mucoides, T. asteroides e T. asabhii)
apresentaram CIM entre 1 e 2 ug/mL para terbinafina (tabela 11E) e seis amostras de
T. asahii com CIM de 8 ug/mL. Dezoito amostras (T. ovoides, T. asteroides e T. asahii)
apresentaram CIM entre 1 e 2 ug/mL para voriconazol (tabela 11F) e duas amostras de
T. asahii com CIM de 4 pug/mL.

De acordo com a tabela 12A, 76% dos isolados sdo T. asahii, seguido de T.
asteroides (15%), T. ovoides (6%), e por fim T. mucoides (3%). Setenta porcento das
amostras foram resistentes a anfotericina B, dentre elas T. asahii com 73%, T.
asteroides com 80% e T. ovoides com 50%. Oitenta e cinco porcento foram sensiveis a
5-flucitosina, distribuidas entre T. asahii (92%), T. asteroides (60%) e T. ovoides
(100%). Noventa e quatro porcento das amostras testadas foram sensiveis ao
fluconazol enquanto 100% de resisténcia foi observado com relagao ao itraconazol. A
sensibilidade ao voriconazol foi observada em 85% de T. asahii, 60% de T. asteroides,
100% de T. mucoides e 50% de T. ovoides (tabela 12B). As amostras que
apresentaram leitura dubia (fig. 30; amostra F, pogco 8) foram submetidas a

macrodiluicdo em caldo.
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Tabela 8 — Susceptibilidade in vitro das amostras de leveduras do género Trichosporon

frente aos seis antifungicos testados pelo NCCLS (2002).

CIM (ng/mL) total

Antifungicos

24 horas 48 horas
CIMso (ng/mL)  CIM g0 (ng/mL) CIMso (ug/mL)  CIM g0 (ng/mL)
Anfotericina B 2,0 64,0 4,0 64,0
5-Flucitosina 2,0 8,0 4,0 32,0
Fluconazol 2,0 8,0 2,0 8,0
Itraconazol 2,0 8,0 4,0 16,0
Terbinafina 0,5 4,0 2,0 8,0
Voriconazol 0,5 1,0 1,0 2,0

CIM 5o = valor de CIM da droga capaz de inibir 50% das amostras

CIMg, = valor de CIM da droga capaz de inibir 90% das amostras

Tabela 9A - Susceptibilidade in vitro de espécies do género Trichosporon frente a

anfotericina B.

CIM (png/mL)
Espécies
(n total = 34) 24 horas 48 horas
CIMso (ng/mL)  CIM g0 (ng/mL) CIMso (ug/mL)  CIM g0 (ng/mL)

T. asahii (26) 2,0 64,0 4,0 64,0

T. asteroides (05) 0,5 2,0 2,0 64,0

T. mucoides (01) 1,0 1,0 1,0 1,0

T. ovoides (02) 0,125 0,5 0,125 2,0

CIM 54 = valor de CIM da droga capaz de inibir 50% das amostras

CIMgq = valor de CIM da droga capaz de inibir 90% das amostras
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Tabela 9B - Susceptibilidade in vitro de espécies do género Trichosporon frente a 5-

flucitosina.
CIM (ng/mL)

Espécie
(n total = 34) 24 horas 48 horas

CIMso (ng/mL)  CIM g0 (ng/mL) CIMso (ug/mL)  CIM g0 (ng/mL)
T. asahii (26) 2,0 8,0 4,0 16,0
T. asteroides (05) 2,0 64,0 8,0 >64,0
T. mucoides (01) >64,0 >64,0 >64,0 >64,0
T. ovoides (02) 1,0 8,0 2,0 8,0

Tabela 9C - Susceptibilidade in vitro de espécies do género Trichosporon frente ao

fluconazol.
Espécies CIM (ug/mL)
(n total = 34)
24 horas 48 horas

CIMso (ng/mL)  CIM g0 (ng/mL) CIMso (ug/mL)  CIM g0 (ng/mL)
T. asahii (26) 2,0 8,0 4,0 8,0
T. asteroides (05) 1,0 2,0 2,0 8,0
T. mucoides (01) 0,5 0,5 2,0 2,0
T. ovoides (02) 0,5 4,0 0,5 8,0
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Tabela 9D - Susceptibilidade in vitro de espécies do género Trichosporon frente ao

itraconazol.
CIM (ng/mL)

Espécies
(n total = 34) 24 horas 48 horas

CIMso (ng/mL)  CIM g0 (ng/mL) CIMso (ug/mL)  CIM g0 (ng/mL)
T. asahii (26) 2,0 8,0 4,0 16,0
T. asteroides (05) 2,0 4,0 8,0 16,0
T. mucoides (01) 0,5 0,5 4,0 4,0
T. ovoides (02) 0,5 2,0 2,0 2,0

Tabela 9E - Susceptibilidade in vitro de espécies do género Trichosporon frente a

terbinafina.
CIM (ng/mL)

Espécies
(n total = 34) 24 horas 48 horas

CIMso (ng/mL)  CIM g0 (ng/mL) CIMso (ug/mL)  CIM g0 (ng/mL)
T. asahii (26) 0,5 4,0 2,0 8,0
T. asteroides (05) 1,0 4,0 4,0 8,0
T. mucoides (01) 0,5 0,5 1,0 1,0
T. ovoides (02) 0,03 1,0 0,25 2,0
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Tabela 9F - Susceptibilidade in vitro de espécies do género Trichosporon frente ao

voriconazol.
CIM (ng/mL)

Espécies
(n total = 34) 24 horas 48 horas

CIMso (ng/mL)  CIM g0 (ng/mL) CIMso (ug/mL)  CIM g0 (ng/mL)
T. asahii (26) 0,5 1,0 1,0 2,0
T. asteroides (05) 0,5 1,0 1,0 2,0
T. mucoides (01) 0,25 0,25 0,5 0,5
T. ovoides (02) 0,03 2,0 0,5 2,0

Tabela 10A - Distribuicdo dos valores de variacdao das CIMs de anfotericina B e 5-

flucitosina de espécies do género Trichosporon.

Variagcao das CIMs (ug/mL)

Espécies Anfotericina B 5-Flucitosina
(n total = 34)
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
T. asahii (26) 0,062-64,0 0,062-64,0 0,25-32,0 0,25 - >64,0
T. asteroides (05) 0,5 - 2,0 1,0-4,0 0,25-64,0 4,0 ->64,0
T. mucoides (01) 1,0 - 1,0 1,0-1,0 >64,0 - >64,0 >64,0->64,0
T. ovoides (02) 0,125 - 0,5 0,125-2,0 1,0-8,0 20-8,0
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Tabela 10B - Distribuicdo dos valores de variagado das CIMs de fluconazol e itraconazol

de leveduras do género Trichosporon.

Variacao das CIMs (ug/mL)

Espécies Fluconazol Itraconazol
+(n total = 34)
24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
T. asahii (26) 0,5-8,0 0,5-16,0 0,5-32,0 0,5-64,0
T. asteroides (05) 0,5-2,0 1,0-8,0 2,0-40 2,0-16,0
T. mucoides (01) 0,5-05 2,0-2,0 0,5-05 40-4,0
T. ovoides (02) 0,5-4,0 0,5-8,0 0,5-2,0 20-2,0

Tabela 10C - Distribuicdo dos valores de variagcdo das CIMs de terbinafina e

voriconazol de leveduras do género Trichosporon.

Variagcao das CIMs (ug/mL)

Espécies
(n total = 34)
T. asahii (26)

T. asteroides (05)
T. mucoides (01)
T. ovoides (02)

Terbinafina Voriconazol

24 horas 48 horas 24 horas 48 horas
0,031-4,0 0,031-8,0 0,031-1,0 0,031-4,0
0,25-4,0 20-80 0,062-10 05-20
0,5-0,5 1,0-10 0,25-0,25 05-0,5
0,031-10 0,25-2,0 0,03-2,0 0,5-2,0
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Fig. 30 — Microdiluicdo em caldo pelo método NCCLS. Leitura dubia no pogo 7

da amostra D.
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Tabela 11A - Susceptibilidade/resisténcia in vitro de leveduras do género Trichosporon, a anfotericina B, determinado

pelo método de microdiluicdo em caldo padronizado pelo NCCLS (leitura de 48 horas).

Espécies (n = 34) Numero de isolados inibidos por anfotericina B nas concentragdes (ug/mL)

0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64

T. asahii (n =26)

T. asteroides (n = 05)

1 1
1 RN
1 —
1 1
1 —
N
N
N
1 1
1 w
1 1
- O

T. mucoides (n=01)
T. ovoides (n=02)
Total (n=34)
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Tabela 11B - Susceptibilidade /resisténcia in vitro de leveduras do género Trichosporon, a 5-flucitosina, determinado pelo

meétodo de microdiluigdo em caldo padronizado pelo NCCLS (leitura de 48 horas).

Espécies (n = 34) Numero de isolados inibidos por S-flucitosina nas concentragdes (ug/mL)

0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64 128 256
T. asabhii (n =26) - 2 3 2 3 5 3 6 1 - 1 -
T. asteroides (n = 05) - - - - - - 1 - 1
T. mucoides (n=01) - - - - - -- - - - - - 1
T. ovoides (n=02) - - - - - - - - - -
Total (n=234) - 2 3 2 4 7 5 6 2 - 1 2
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Tabela 11C - Susceptibilidade /resisténcia in vitro de leveduras do género Trichosporon, ao fluconazol, determinado pelo

meétodo de microdiluigdo em caldo padronizado pelo NCCLS (leitura de 48 horas).

Espécies (n = 34) Numero de isolados inibidos por fluconazol nas concentragdes (ug/mL)

0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
T. asahii (n = 26) - - - - 3 6 7 2 - -
T. asteroides (n =05) - - - - - - 1 - - -
T. mucoides (n=01) - - - - - - - - - - -
T. ovoides (n=02) - - - - - - - 1 - - -
Total (n=234) - - - - 4 6 7 6 9 2 - -
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Tabela 11D - Susceptibilidade /resisténcia in vitro de leveduras do género Trichosporon, ao itraconazol, determinado pelo

meétodo de microdiluigdo em caldo padronizado pelo NCCLS (leitura de 48 horas).

Espécies (n = 34)

Numero de isolados inibidos por itraconazol nas concentragdes (ug/mL)

T. asahii

(n =26)

T. asteroides (n = 05)

T. mucoides (n=01)

T. ovoides
Total

(n=02)
(n=34)

0,03 006 0125 025 0,5 2 8 16 32 64
- - - - 2 7 2 - 2
- - - - - 1 - -
- - - - - ) - - - -
- - - - 2 10 12 3 - 2
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Tabela 11E - Susceptibilidade /resisténcia in vitro de leveduras do género Trichosporon, a terbinafina, determinado pelo

meétodo de microdiluigdo em caldo padronizado pelo NCCLS (leitura de 48 horas).

Espécies (n = 34)

Numero de isolados inibidos por terbinafina nas concentragdes (ug/mL)

T. asahii

(n =26)

T. asteroides (n = 05)

T. mucoides (n=01)

T. ovoides
Total

(n=02)
(n=34)

0,03

0,06

0,125

0,25

0,5

16

32

64

12
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Tabela 11F - Susceptibilidade /resisténcia in vitro de leveduras do género Trichosporon, ao voriconazol, determinado pelo

meétodo de microdiluigdo em caldo padronizado pelo NCCLS (leitura de 48 horas).

Espécies (n = 34) Numero de isolados inibidos por voriconazol nas concentragdes (ug/mL)

0,03 0,06 0,125 0,25 0,5 1 2 4 8 16 32 64
T. asabhii (n =26) 4 - - - 6 12 2 - - - -
T. asteroides (n =05) - - - - 2 1 - - - - -
T. mucoides (n=01) - - - - 1 - - - - - - -
T. ovoides (n=02) - - - - 1 - - - - - -

Total (n=234) 4 - - - 10 13 5 2 - - - -
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Tabela 12A - Distribuicdo de leveduras do género Trichosporon sensiveis (S) e resistentes (R) a anfotericina B, 5-

flucitosina, fluconazol e itraconazol segundo o NCCLS M27 — A2.

Espécies n (%) Anfotericina B 5-Flucitosina Fluconazol Itraconazol
S R S R S R S R

n (%) n (%)|n (%) n (%) n (%) n (%) |n (%) n (%)
T. asahii 26 (76) |7 (27) 19 (73) (24 (92) 2 (8) 24 (92) 2 (8) |0 (0) 26 (100)
T. asteroides 05 (15) |1 (20) (80) (3 (60) 2 (40) 5 (100) 0 (0) |10 (0) 5 (100)
T. mucoides 01 (3) |1 (100) 0 (0) 10 (0) 1 (100) 1 (100) 0 (0) |0 (0) (100)
T. ovoides 02 ()1 (50) 1 (50) |2 (100) 0 (0) 2 (100) 0 (0) |0 (0) 2 (100)
Total 34 (100) |10 (30) 24 (70) |29 (85) 5 (15) 32 (94) 2 (6) |0 (0) 34 (100)

* Susceptibilidade dose-dependente

~ National Committe for Clinical Laboratory Standards
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Tabela 12B - Distribuicdo de leveduras do género Trichosporon sensiveis (S) e resistentes (R) ao voriconazol segundo o
NCCLS M27 — A2.

Espécies n (%) Voriconazol
S R

n (%) n (%)
T. asabhii 26 (76) 22 (85) 4 (15)
T. asteroides 5 (15) 3 (60) 2 (40)
T. mucoides 1 (3) 1 (100) 0 (0)
T. ovoides 2 (6) 1 (50) 1 (50)
Total 34 (100) 27 (80) 7 (20)
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5.10. Perfil de susceptibilidade das espécies do género Trichosporon

segundo o sitio de isolamento/material clinico

A tabela 13A permite observar sensibilidade a anfotericina B apenas em uma
amostra de origem de ambiente (T. ovoides) e uma isolada de micose superficial (T.
mucoides). As demais amostras apresentaram resisténcia a este antifungico.

Resisténcia a 5-flucitosina (tabela 13B) foi observada em amostras isoladas de
micose superficial (T. mucoides), cutanea (T. asteroides) e sistémica (T. asteroides).
Enquanto a resisténcia ao fluconazol (tabela 13C), foi detectada apenas em amostra
proveniente de micose subcutanea (7. asahii), resisténcia ao itraconazol esteve
presente em amostras isoladas de todos os sitios (tabela 13D). A sensibilidade ao
voriconazol (tabela 13F) esteve presente em amostras isoladas de micose superficial
(T. mucoides), cutanea (T. asahii), subcutanea (T. asteroides) e ambiente (T. ovoides).
As ClIMs referentes a terbinafina (tabela 13E) foram menores em amostras de ambiente
(T. ovoides) e micose superficial (T. mucoides) e maiores em micoses sistémicas (T.

asahii e T. asteroides), cutanea (T. asahii) e subcutanea (7. asahii).

5.11. Comparacao das CIMs obtidas pelo método de NCCLS com as
obtidas pelo E-test

As amostras que apresentaram resisténcia a anfotericina B, itraconazol e 5-
flucitosina através do método NCCLS foram submetidas ao E-test (fig. 31). Dez
amostras de Trichosporon foram submetidas a comparagao pelos dois métodos frente a
anfotericina B (tabela 14). Destas dez amostras, somente Trichosporon ovoides (uma)
divergiu do NCCLS quanto ao resultado, apresentou resisténcia pelo método do NCCLS
(2 ug/mL) e sensibilidade pelo do E-test (0,75 ug/mL). Apenas duas (T. mucoides e T.
asahii) dentre as seis amostras submetidas a 5-flucitosina concordaram quanto ao
resultado e das 12 amostras testadas ao itraconazol, duas divergiram, sendo todas T.

asahii, apresentando sensibilidade pelo E-test, porém resisténcia pelo NCCLS.
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Tabela 13A - Susceptibilidade in vitro pelo método de NCCLS de Trichosporon spp. de
acordo com o sitio de isolamento/material clinico, em relagdo a anfotericina B (leitura de
48 horas).

CIM (ng/mL)

Espécies/ sitio T. asahii T. asteroides T. mucoides T. ovoides

de isolamento

CIMs, CIMgy CIMs; CIMgy CIMsg CIiMgy CIMso ClIMgg

Superficial 4,0 16 - - 1,0 1,0 - -
Cuténea 64 64 2,0 2,0 - - 2,0 2,0
Sub-cutanea 64 64 4,0 4,0 - - - -
Sistémica 2,0 64 2,0 64 - - - -
Ambiente - - - - - - 0,125 0,125

Desconhecido 16 64 - - - - - -

Tabela 13B - Susceptibilidade in vitro pelo método de NCCLS de Trichosporon spp. de
acordo com o sitio de isolamento/material clinico, em relagdo a 5-flucitosina (leitura de
48 horas).

CIM (png/mL)

Espécies / sitio T. asahii T. asteroides T. mucoides T. ovoides

de isolamento

CIMs, CIMgy CIMsy, CIMgy CIMsg CIMgy CIMso ClIMgg

Superficial 8,0 16 - - >64 >64 - -
Cuténea 4,0 16 >64 >64 - - 8,0 8,0
Sub-cutanea 2,0 2,0 4,0 4,0 - - - -
Sistémica 4,0 16 8,0 32 - - - -
Ambiente - - - - - - 2,0 2,0

Desconhecido 2,0 >64 - - - - - -
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Tabela 13C - Susceptibilidade in vitro pelo método de NCCLS de Trichosporon spp. de
acordo com o de isolamento /material clinico, em relagdo ao fluconazol (leitura de 48

horas).

CIM (ng/mL)

Espécies / sitio T. asahii T. asteroides T. mucoides T. ovoides

de isolamento

CIMs, CIMgy CIMs; CIMgy CIMsg CIiMgy CIMso ClIMgg

Superficial 4,0 16,0 - - 2,0 2,0 - -
Cutanea 4,0 8,0 8,0 8,0 - - 8,0 8,0
Sub-cutanea 8,0 64 8,0 8,0 - - - -
Sistémica 4,0 8,0 0,5 4,0 - - - -
Ambiente - - - - - - 0,5 0,5

Desconhecido 4,0 8,0 - - - - - -

Tabela 13D - Susceptibilidade in vitro pelo método de NCCLS de Trichosporon spp. de
acordo com o de isolamento/material clinico, em relagdao ao itraconazol (leitura de 48

horas).

CIM (ng/mL)

Espécies / sitio T. asahii T. asteroides T. mucoides T. ovoides

de isolamento

CIMs, CIMgy CIMs, CIMgy CIMsg CIMgy CIMsy  ClMg

Superficial 4,0 8,0 - - 4,0 4,0 - -
Cutanea 16 64 2,0 2,0 - - 2,0 2,0
Sub-cuténea 8,0 64 8,0 8,0 - - - -
Sistémica 2,0 8,0 8,0 16 - - - -
Ambiente - - - - - - 2.0 2.0

Desconhecido 2,0 16 - - - - - -
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Tabela 13E - Susceptibilidade in vitro de pelo método de NCCLS de Trichosporon spp.
de acordo com o de isolamento /material clinico, em relagéo a terbinafina (leitura de 48

horas).

CIM (ng/mL)

Espécies / sitio T. asahii T. asteroides T. mucoides T. ovoides

de isolamento

CIMs, CIMgy CIMs; CIMgy CIMsg CIiMgy CIMso ClIMgg

Superficial 1,0 4,0 - - 1,0 1,0 - -
Cuténea 2,0 8,0 4,0 4,0 - - 2,0 2,0
Sub-cutanea 2,0 8,0 2,0 2,0 - - - -
Sistémica 2,0 8,0 4,0 8,0 - - - -
Ambiente - - - - - - 0,25 0,25

Desconhecido 2,0 8,0 - - - - - -

Tabela 13F - Susceptibilidade in vitro de pelo método de NCCLS de Trichosporon spp.
de acordo com o de isolamento/material clinico, em relagdo ao voriconazol (leitura de
48 horas).

CIM (ng/mL)

Espécies/ sitio T. asahii T. asteroides T. mucoides T. ovoides

de isolamento

CIMs, CIMgy CIMs, CIMgy CIMsg CIMgy CIMsy  ClMg

Superficial 0,5 4,0 - - 0,5 0,5 - -
Cuténea 0,03 1,0 2,0 2,0 - - 2,0 2,0
Sub-cutanea 1,0 4,0 0,5 0,5 - - - -
Sistémica 0,5 2,0 1,0 2,0 - - - -
Ambiente - - - - - - 0,5 0,5

Desconhecido 1,0 1,0 - - - - - -
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Tabela 14 - Comparacao das CIMs obtidas de amostras de Trichosporon spp. pelo
método de NCCLS com as do E-test (leitura de 48 horas).

CIM (ng/mL)

ANFOTERICINA B 5-FLUCITOSINA ITRACONAZOL
NCCLS E-TEST NCCLS E-TEST NCCLS E-TEST

Céd. Espécie T. asahii
T-22 R (4,0) | R(3,0) R (4,0) R (1,0)
T-29 R (4,0) | R(2,0) R (2,0) R (2,0)
T-30 R (>64) | R (>32) R(16) | R (0,75)
T-31 R(>64) | R(>32) R (125) | R(>32) R (2,0) | S (0,0475)
T-34 1(16) | R(>32)
T-35 R (4,0) | R(0,75)
T-36 R(16) |R(>32) 1(16) | R(>32) R (8,0) R (2,0)
T-37 R (64) R (12) R (8,0) | S (0,0475)
T-47 R@®4) |R(>32) 1(16) | R(>32) R (8,0) R (2,0)
T-48 R (64) R((12) R (32) (8,00 R(8,0) R (4,0)
T-55 R (8,0) R (2,0)
T-115 R (>64) | R(>32) R(>64)| R (>32)
Céd. Espécie T. mucoides
T-13 R (>250) | R (>32)
Cad. Espécie T. ovoides
T-65 R (2,0) |S(0,75) R (2,0) R (1,0)

Cad. = Cdédigo
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Fig. 31 — Perfil de susceptibilidade ao itraconazol e anfotericina B, em agar

Sabouraud dextrose, pelo método E-test.
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6 - DISCUSSAO

Trichosporon € uma levedura basidiomiceto que apresenta alto grau de
relacdo filogenética com Cryptococcus. O género Trichosporon é facilmente
distinguivel, pela preponderancia da hifa que se divide em células retangulares
(artroconideos) enquanto o género Cryptococcus se caracteriza morfologicamente
pela presenca de imensa capsula e auséncia de hifas. Porém, ambos produzem a
enzima urease. O género Geotrichum produz propagulos similares (artroconideos)
mas difere pela auséncia da enzima urease e inabilidade em assimilar um grande
numero de compostos de carbono. Trichosporonoides € um género que também
apresenta similaridade morfolégica com o género Trichosporon, produz a enzima
urease mas difere ao fermentar a glicose (GUEHO et al. 1994a; GUEHO et al.,
1994b; DE HOOG & GUARRO, 1995). Dentre as 65 amostras analisadas neste
estudo, 39 foram confirmadas como pertencentes ao género Trichosporon através
das provas de fermentacdo da glicose e presenga da enzima urease (figura 1;
tabela 1) caracterizando o género estudado, tal como o realizado por Guého & De
Hoog (KURTZMAN & FELL, 1998). Os resultados obtidos confirmam a precisao
destas provas bioquimicas para caracterizagao deste género.

Segundo Guého et al. (1992), amostras de Trichosporon spp. tém sido
isoladas dos mais diversos sitios de origem ambiental (solo, agua e ar), alimentar
(repolho, carne congelada e leite estragado) e humano (fezes, sangue, unhas,
pele, urina e pélo). Colonizacédo por Trichosporon spp. € descrita por Don et al.
(1995) sendo o fungo isolado de mucosa oral e regido cutanea em grupo controle
e de pacientes HIV positivos na mesma proporcao. Os sitios de isolamento desta
levedura em pacientes humanos sao diversificados, porém, de acordo com os
dados apresentados por Sandford et al. (1980), ha maior nUmero de casos de
isolamento em urina do que em outros sitios. Sandford et al. (1980) descrevem
que, dentre as sete amostras de Trichosporon spp. isoladas em cultura de controle
de pacientes hospitalizados, seis foram isoladas de urina e apenas uma do trato
respiratorio. Esses resultados sdo compativeis com os obtidos neste estudo no

qual o sitio de maior frequéncia de obten¢do de amostras do género Trichosporon
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foi urina (35,9%) seguido de mucosa oral (12,8%) e sangue (10,26%). Unha e
escama de pele obtiveram 7,70% cada, e os demais sitios (pélo, lavado
broncoalveolar, interdigitos e ambiente) apresentaram a menor taxa percentual de
isolamento (2,56%). Seis amostras (15,4%) eram provenientes de sitio
desconhecido (tabela 2; figura 2).

A tabela 3 permite fazer a correlagcdo entre as diferentes provas
empregadas pelo método classico de identificacdo. Trés amostras analisadas
(7,7%) nao apresentaram nenhuma correlacdo entre os testes realizados,
dezenove (48,7%) apresentaram similaridade apenas entre dois métodos e
somente dezessete (43,6%) entre os trés. Estes dados sao reforgados pelo
trabalho de Middelhoven et al. (2003), que concluiram que devido a grande
similaridade fisiolégica entre varias espécies do género é dificil a identificacao pelo
método classico, sendo a habilidade de crescimento a 37°C uma alternativa para
limitar o niumero de espécies aquelas causadoras de infecgdes em humanos. A
capacidade de muitas espécies do género assimilarem uma ampla diversidade de
compostos de carbono dificulta a identificagdo com base em testes rotineiros
limitando o numero de espécies possiveis de serem identificadas através do
método classico (GUEHO et al.,1994b). Capacidade esta que foi confirmada neste
estudo pela dificuldade em identificar até espécie as amostras analisadas,
necessitando para tal, da correlagdo das caracteristicas macromorfologicas e
micromorfolégicas das mesmas. A analise micromorfolégica e até mesmo a
macromorfologia da colbénia gigante se mostraram com maior poder discriminatério
que as provas bioquimicas, para as quais T. asahii e T. asteroides se mostraram
com o mesmo perfil. Morfologicamente apenas as espécies T. inkiin (fig. 7B) e T.
ovoides (fig. 8B), chamaram a atencdo por apresentarem em comum a estrutura
apressorio. Embora ambas espécies desenvolvam esta estrutura, a mesma difere
estruturalmente entre as duas espécies e também quanto a localizagao.
Trichosporon inkin apresenta bifurcagdes disformes em suas extremidades, na
porcao terminal, enquanto T. ovoides forma apressoério com aspecto semelhante a
‘couve-flor” ou roseta em posicdo intercalar. Portanto, sdo as duas Unicas

espécies que podem ser identificadas fenotipicamente através da morfologia. A
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caracterizagdo morfolégica destas duas espécies € evidenciada por De Hoog &
Guarro (1995) concordando com nosso estudo.

Segundo Sambrook et al. (1989), na reagcdo de PCR, o anelamento é mais
eficiente em baixas temperaturas (37°C) mas o poder discriminatorio é
significativamente diminuido e ocorre melhor a 50°C. Os melhores iniciadores sao
oligonucleotideos acima de 16 pares de base, pelo fato de formarem hibridos
estaveis na temperatura de polimerizagdo (72°C) e requererem alta temperatura
para anelamento (50°C). De acordo com Power (1996) e Sader et al. (1995), o
RAPD €& um meétodo de tipagem que emprega iniciadores de pequeno tamanho,
sem sequéncia especifica e que realiza hibridizagdo ao acaso ao iniciar a
polimerizacdo do DNA. Os iniciadores empregados neste trabalho foram
oligonucleotideos de 10 pares de base com temperatura de anelamento maxima
de 35°C (dados fornecidos pelo fabricante, INVITROGEN BRASIL CUSTOM
PRIMERS). Apés a reacao de RAPD com as amostras padrao CBS, as mesmas
foram corridas em gel de agarose, com duas temperaturas diferentes (40°C e
35°C) com seis iniciadores. As reagdes a 40°C (figuras 9, 10, 11, 12, 13 e 14)
produziram menor numero de bandas do que a 35°C (figuras 15, 16, 17, 18, 19 e
20) para todas as espécies testadas com todos os iniciadores. Portanto, a
temperatura de 35°C revelou-se excelente para as reacbes com as amostras a
serem identificadas através do RAPD. Resultados excelentes tém sido obtidos
com o emprego de iniciadores maiores como aqueles com 15 pares de base, por
outros autores, como OPA15 empregado por Abliz et al. (2002) e M13 por Sugita
et al. (2001a); segundo este ultimo autor, as espécies deste género séao
filogeneticamente relacionadas, o que torna dificil a obtengcdo de um iniciador
espécie-especifico que tenha poder de discriminacdo satisfatorio entre as
espécies. Entretanto, obteve-se este resultado com OPA2 (tab. 4A; fig. 18), um
iniciador de 10 pares de base, apresentando compatibilidade com a literatura
(WOLF et al., 2001). O iniciador OPA2, em RAPD realizado com a amostra T.
asahii padrao CBS produziu 6 fragmentos com 250 a 1.000 pares de base sendo

este resultado compativel com o apresentado por Sugita et al. (2001), que
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empregou iniciador com 15 pares de base obtendo 5 fragmentos que variaram de
330 a 1.000 pares de base.

Os genes rRNA dos fungos s&o repetidos em cada codigo genético, como
18S (small-subunit ou pequena subunidade), 5.8S e 26S (large-subunit ou grande
subunidade). Duas outras regides existem em cada repeti¢cao: a regido do espacgo
de transcricdo interna (ITS) e a regido do espaco intergénico (IGS). O
comprimento dos genes 18S e 26S rDNA é essencialmente idéntico em todas as
espécies e o comprimento da regido ITS é dependente da espécie (KUSTIMUR et
al.,, 2002). O rDNA tem sido amplamente utilizado para a identificacdo de
microrganismos e a regidao ITS empregada para a identificacdo de fungos
patogénicos (SUGITA et al., 2002; MIDDELHOVEN, 2003; PADHYE et al., 2003).

Sugita et al. (1998b) utilizaram os iniciadores ITS1 e ITS4 e amplificaram T.
asteroides, T. coremiiforme e T. asahii com a variedades T. asahii var. faecale.
Empregou-se neste experimento os iniciadores ITS1 e ITS2 (fig. 21) com as
mesmas amostras padrdo CBS utilizadas pelo grupo de Sugita e obteve-se
fragmentos de 550 pares de base para todas as espécies (T. asahii, T. asteroides,
T. coremiiforme T. inkin, T. mucoides e T. ovoides), resultado concordante com
Sugita et al. (1998b) o que confirma que a caracterizacdo do género pode ser
realizada através da regido ITS. A caracterizagdo do género através da regiao ITS
foi testada com 39 amostras (figuras 22 e 23) analisadas neste estudo, sendo que
34 apresentaram o mesmo numero de pares de banda (550pb), os resultados
obtidos no presente trabalho foram concordantes com os apresentados na
literatura descrita anteriormente por Sugita et al. (1998b; 2002) e Ablitz et al.,
(2002).

Dentre as 34 amostras identificadas pelo RAPD com o emprego do OPA2, 26
foram identificadas como T. asahii (T-03, T-07, T-14, T-15, T-17, T-20, T-21, T-22,
T-27, T-29, T-30, T-31, T-34,T-35, T-36, T-37, T-40, T-41, T-44, T-47, T-48, T-55,
T-56, T-57, T-63, T-115) e cinco como Trichosporon asteroides (T-42, T-02, T-23,
T-25, T-26). Como T. ovoides foram identificadas duas amostras (T-65 e T-08) e

apenas uma foi identificada como T. mucoides (T-13).
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Como as amostras analisadas sao de origens diferentes, os perfis foram
também diversos. Embora o método de RAPD tenha relativamente baixo poder
discriminatorio e reprodutibilidade (SADER et al., 1995), apresenta vantagens
como rapidez, facilidade na execucdo e custo relativamente menor em
comparagao a outros métodos (POWER, 1996). Este método tem sido o de
escolha na identificagdo de Trichosporon spp. por varios autores (SUGITA et al.,
2001; ABLIZ et al.,2002) e possibilitou a identificacdo das amostras analisadas
neste estudo com eficacia.

As tabelas 5A, 5B, 5C e 5D permitem a comparacgao entre os dois métodos

empregados em teste de susceptibilidade as quatro drogas antifungicas
(anfotericina B, 5 - flucitosina, fluconazol e itraconazol): NCCLS (método de
microdiluicdo em caldo) e E-test, utilizados para avaliacdo do perfil de
susceptibilidade das seis amostras CBS (CENTRAALBUREAU VOOR
SCHIMMELCULTURES) e confrontar estes dados com os disponiveis na literatura
para estas mesmas amostras.
Uzun et al. (2000) analisando a susceptibilidade in vitro de oito amostras de
Trichosporon encontraram sensibilidade a anfotericina (CIMsy 24/48 horas de
0,5/1,0 ug/mL e CIMgyy 24/48 de 1,0/1,0 ug/mL) divergindo dos resultados deste
estudo mas concordando quanto ao fluconazol onde estes autores obtiveram
sensibilidade com CIMsy 24/48 horas de 2,0/4,0 ug/mL e CIMgy 24/48 horas de
4,0/4,0 ug/mL e, com relagéo ao itraconazol, SDD com CIMsy 24/48 horas 0,5/0,5
ug/mL e resisténcia com CIMgy 24/48 horas 1,0 png/mL.

Em estudo realizado por Guého et al. (1994b), com as mesmas amostras
CBS (T. asahii, T. asteroides, T. inkin, T. mucoides e T. ovoides), o resultado
obtido através do NCCLS demonstrou sensibilidade a anfotericina B, itraconazol e
fluconazol para todas as cinco amostras testadas por este grupo, divergindo dos
resultados apresentados neste experimento, tanto no perfil de susceptibilidade
quanto na CIM obtida. Os resultados obtidos neste experimento, com T. asabhii,
para fluconazol foram compativeis com os de Wolf et al. (2001) em ambos os
métodos (tabela 5C) categorizando a amostra como resistente, assim como

também foi convergente o resultado apresentado como resistente por este autor
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para itraconazol (E-test 1,0 ug/mL) e sensibilidade a anfotericina B (tab. 5A) (0,25
ug/mL pelo NCCLS e 0,125 ug/mL pelo E-test).

Quanto a 5 - flucitosina, Guého et al. (1994b) encontraram sensibilidade
(CIM 12,5 ug/mL) em T. inkin compativel com os dados obtidos neste estudo (CIM
2,0 pg/mL) embora haja grande variacdo da CIM entre os resultados; a
concordancia entre o perfil de susceptibilidade e CIM foi observada apenas para T.
mucoides e T. ovoides entre nosso experimento (tabela 5B) e este grupo. Guého
et al. (1994) obtiveram resisténcia (>50 ug/mL) em T. asahii, resultado este (128
ug/mL) compativel com Wolf et al. (2001) e discordante com o presente estudo
(2,0 ug/mL). Trichosporon asteroides e T. coremiiforme nao foram testados quanto
a sensibilidade a essa droga por Guého et al. (1994) e Wolf et al. (2001)
analisaram apenas T. asahii (foi comparada apenas a CBS 2479). As demais
amostras de T. asahii CBS analisadas por Wolf et al. (2001) apresentaram
resisténcia a anfotericina B, itraconazol, e 5 — flucitosina e quatro das outras seis
por investigadas por esses autores apresentaram resisténcia ao fluconazol.

Estas comparacoes possibilitam observar as diferengas das CIMs que cada
grupo obtém com as mesmas amostras e ressaltar a importancia da conduta
padronizada intralaboratério, uma vez que os resultados alcancados neste
experimento foram compativeis aos obtidos por Wolf et al. (2001) com duas
drogas (anfotericina B e fluconazol) pelo método do NCCLS em que a técnica da
leitura da CIM foi realizada através do sistema visual enquanto Guého et al.
(1994b) empregaram sistema automatizado apresentando, portanto, maior
divergéncia.

A tabela 6 mostra a variacdo das CIMs para as amostras CBS do género
Trichosporon frente a terbinafina, que varia de 0,03 ug/mL (T. asahii) a 8,0 ug/mL
(T. inkin). Trichosporon ovoides e T. coremiiforme apresentaram CIM de 2,0 ng/mL
frente a esta droga. A média geométrica para terbinafina relatada por Ryder (1999)
para Candida albicans é de 1,4 ug/mL. A concentracao inibitéria minima de 90%
das amostras CBS analisadas em leitura de quarenta e oito horas foi de 8,0

ug/mL, resultado préximo daquele obtido pelo autor com C. albicans isoladas de
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candidoses cutaneas (4,0 ug/mL) e inferiores aos alcangados por ele com C.
albicans isoladas de pacientes HIV positivos (>128 ug/mL).

O perfil de susceptibilidade frente ao voriconazol (tabela 7) com as
amostras CBS revela uma variagao das CIMs de 0,25 ug/mL (7. mucoides e T.
ovoides) a 4,0 ug/mL (T. inkin). Segundo os valores recomendados pelo NCCLS
M27 — A2, a sensibilidade ocorre em valores menores ou iguais a 1,0 ug/mL,
portanto T. inkin apresentou resisténcia ao voriconazol.

Os resultados apresentados na tabela 8 das amostras submetidas ao
voriconazol (CIMsg 24/48 horas de 0,5/1,0 ug/mL e CIMgy 24/48 horas de 1,0/2,0
ug/mL) quando comparados aos relatados por Uzun et al. (2000) na tabela 7
(variagéo de CIM 24 horas <0,015 - 0,06 ug/mL e CIM de 48 horas de 0,03 — 0,06
ug/mL) surpreendem por apresentarem valores mais de 30 vezes superiores.

Houve compatibilidade quanto a anfotericina B com os resultados obtidos
neste trabalho (tabela 8) com Hajjeh & Blumberg (1995), no relato de primeiro
caso de tricosporonose da corrente sanguinea da qual isolaram Trichosporon sp.
com CIM 24/48 horas de 0,56/9,24 ug/mL a essa droga. Os dados obtidos neste
experimento também foram compativeis com relagdo ao itraconazol com CIM
24/48 horas de 1,25 ug/mL e divergiram quanto ao fluconazol com CIM 24/48 de
80 ug/mL e 5-flucitosina com CIM 24/48 horas de < 0,09 ug/mL.

Susceptibilidade variavel a anfotericina B tem sido observada com amostras
deste género, entretanto o teste de susceptibilidade em isolados do género
Trichosporon, especialmente de pacientes imunocomprometidos, poderiam
resultar numa melhor conduta na terapia antifungica. Em experimento com animal
granulocitopénico inoculado com Trichosporon spp., o tratamento com anfotericina
B e anfotericina B associada a 5-flucitosina foram ineficazes. Por outro lado,
fluconazol revelou-se ativo indicando que azdlicos podem ser a opcao valida na
terapia desta infecgdo, comumente refrataria a tratamento (GUEHO et al., 1994b).

O primeiro T. asteroides isolado de fungemia foi de uma paciente com 75
anos de idade, com disfuncdo respiratéria e as amostras foram isoladas de urina,

sangue, cateter e liquido do tubo endotraqueal. O teste de susceptibilidade
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mostrou sensibilidade a todos os antifungicos, com CIM <0,0312 para a
anfotericina B, <0,125 para fluconazol, <0,0625 para itraconazol (KUSTIMUR et
al., 2002). Esses resultados concordam com os dados obtidos neste experimento
apenas quanto ao fluconazol (tabela 9C).

Com o objetivo de prevenir a colonizagao fungica e infecgédo invasiva em
criancas de baixo peso, Kaufman et al. (2001) conduziram um estudo prospectivo
empregando fluconazol como agente profilatico por 6 semanas. O grupo tratado
com fluconazol era constituido de 50 criangas sendo que nenhuma amostra de
Trichosporon foi isolada desses pacientes. Ja nas 50 criangas do grupo placebo,
duas amostras de T. mucoides foram isoladas, confirmando a efetividade deste
azoélico. A sensibilidade de T. mucoides ao fluconazol € comprovada pela
literatura, assim como ao voriconazol, o que reforga os resultados obtidos neste
estudo, que concordaram com os de Gékahmetoglu et al., (2000) e divergiram de
Nettles et al. (2003) quanto a anfotericina (tabelas 9A, 9F). Trichosporon mucoides
foi isolado da corrente sanguinea de trés neonatos prematuros e todas as
amostras foram sensiveis a anfotericina B (CIM 0,016 ug/mL) e ao fluconazol (CIM
12 png/mL). Dois neonatos foram tratados com anfotericina B e um com fluconazol,
ambos com sucesso (GOKAHMETOGLU et al., 2000). Nettles et al. (2003)
relataram um caso de infecgdo disseminada por T. mucoides em paciente
transplantado cardiaco e renal, cuja CIM para anfotericina B (2 ng/mL) demonstrou
resisténcia e sensibilidade aos azodlicos (8 ug/mL para fluconazol; 0,125 ug/mL
para itraconazol e 0,5 ug/mL para voriconazol).

O perfil de susceptibilidade das amostras de T. asahii isoladas por
Panagopulou et al. (2002) e Yang et al. (2003) foram discordantes daqueles
obtidos com as amostras deste estudo quanto ao resultado obtido frente a
anfotericina B, CIM 1,0 ug/mL e 0,25ug/mL, respectivamente e concordantes
quanto a 5-flucitosina, (CIM 8,0 ug/mL e 2ug/mL) e fluconazol, (CIM 1,0 ug/mL e
SDD 16 pg/mL). Yang et al. (2003) isolaram T. asahii de uma paciente de 20 anos
de idade com tricosporonose disseminada (amostra foi isolada de lesdes na derme
e no tecido subcutédneo e também no figado), apds tratamento inicial com

anfotericina B associada com 5-flucitosina e posteriormente com anfotericina B
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associada ao fluconazol. A paciente se recuperou mostrando a eficacia da
segunda combinacg&o. Panagopulou et al. (2002) isolaram T. asahii em corrente
sanguinea de neonato de baixo peso, com colonizagao da faringe e perineo. Nos
dois grupos, o perfil de susceptibilidade auxiliou na escolha do tratamento
antifungico, sendo empregado com sucesso anfotericina B, em ambos os casos.
Esta observagao é validada pelo caso clinico descrito por Chakrabarti et al. (2001)
que relataram um caso de linfadenite por T. asahii em individuo com sindrome de
Job (eosinofilia com IgE elevada) cuja amostra apresentou resultado concordante
com os obtidos com essa espécie neste estudo, apresentando resisténcia a
anfotericina B (CIM 4ug/mL) e ao itraconazol (CIM 0,25ug/mL) e sensibilidade ao
fluconazol (CIM 16 pg/mL) e 5-flucitosina (CIM 8 pg/mL). O paciente foi tratado
com itraconazol por 28 dias, sem mudanga do quadro quando entao foi ministrado
anfotericina B por 4 semanas, com regressao dos linfonodos para menos que 1/5
do tamanho original e diminuigdo da contagem de eosindfilos. Apdés um intervalo
de quatro semanas, o paciente retornou com aumento progressivo dos linfonodos
e terapia com anfotericina B associada com 5-flucitosina foi iniciada sem mudanca
do quadro sendo que o paciente foi a 6bito. Este relato ressalta a importancia de
haver um apoio laboratorial em tempo habil para auxiliar na terapia antifungica,
tanto na escolha da droga quanto na concentracdo a ser administrada logo no
inicio do tratamento. Trichosporon asahii é a espécie mais frequente em infeccdes
em humanos, principalmente na ocorréncia de infeccbes graves e a rapida
identificacdo da espécie, com realizacdo do teste de susceptibilidade, assim como
a comunicagao urgente entre o microbiologista e o infectologista, propiciam o
inicio do tratamento de maneira apropriada (PANAGOPOULOU et al., 2002).

A tabela 13A permite observar sensibilidade a anfotericina B apenas em
uma amostra de ambiente (T. ovoides) e uma foi isolada de micose superficial (T.
mucoides). As demais amostras foram resistentes a este antifungico. Embora néao
se possa afirmar correspondéncia destes resultados com os de Walsh et al.
(FRIDKIN & JARVIS, 1996), no qual isolados sanguineos foram mais resistentes a
anfotericina B que os isolados de pele, chama a atengdo a inexisténcia de

sensibilidade em isolados de micoses cutdneas, subcutanea e sistémicas.
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Segundo Anaissie (1992), tricosporonose e fusariose sdo sempre fatais em
neutropenias graves e persistentes. Trichosporon spp. relativamente resistentes a
anfotericina B tém sido relatados. De 25 pacientes neutropénicos graves com
tricosporonose disseminada, 21 morreram devido a infeccdo. O sucesso do
tratamento com fluconazol em 5 pacientes com cancer, incluindo um com
tricosporonose disseminada, encoraja o uso de azolicos.

Em casos de infeccdo disseminada por Trichosporon spp. terapia
prolongada pode ser necessaria e fluconazol é provavelmente mais efetivo que a
anfotericina B, quando administrada para tratamento, mas o uso de ambos
agentes em associacao para infecgdes graves tem sido considerado (PERFECT &
SCHELL, 1996).

Lussier et al. (2000) descreveram tricosporonuria em 11 pacientes
transplantados renais no Hospital Maisonneuve — Rosemont, Université de
Montréal, Quebec, Canada. O isolamento de Trichosporon spp. foi repetido em
sete destes pacientes. Seis pacientes foram tratados com drogas antibacterianas
e dois desenvolveram infec¢do invasiva do trato urinario por este agente, que
apresentou sensibilidade a anfotericina B (CIM 1,0 e 0,5 ug/mL), 5-flucitosina (8,0
e 0,06 pug/mL), itraconazol (0,5 e 0,016 ug/mL) e fluconazol (4 e 2 ug/mL). Um dos
pacientes teve faléncia renal e precisou retirar o 6rgdo. Ambos os pacientes
fizeram terapia com fluconazol, com sucesso.

A comparacgao das ClIMs obtidas de amostras de Trichosporon spp. pelo
método de NCCLS com as do E-test, embora néo divergissem totalmente quanto
ao resultado (sensivel ou resistente) apresentaram diluigdes maiores para 5-
flucitosina e itraconazol, porém com CIMs mais proximas entre os dois métodos,
para anfotericina B. Estes resultados concordaram com os apresentados por
Arikam & Hascelik (2002) cujo trabalho desenvolvido com anfotericina B,
itraconazol e fluconazol apresentou também variacdo de mais ou menos uma
diluicdo. Wolf et al. (2001) obtendo resultados concordantes com os de Arikam &
Hascelik (2002) e os deste estudo ressaltam a excelente relagédo entre estes dois
métodos e indica o E-test como um método aceitavel para determinagao das
CIMs.
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Tricosporonose aparece sendo uma doenga de dificil tratamento e
associada com dados de alta morbidade e mortalidade. Embora a susceptibilidade
in vitro nem sempre seja correlacionada com a resposta in vivo, a revisdo na
literatura denota o contrario, quando a opcéo da terapia € baseada no perfil de
susceptibilidade da amostra isolada (PANAGOPULQOU et al., 2002; YANG et al.,
2003).

A falha clinica com os agentes antifungicos disponiveis para tricosporonose
sistémica nao € rara. Estes dados sdo obtidos do perfil de susceptibilidade “in
vitro” de isolados clinicos de Trichosporon. Porém, padronizagcao de métodos de
susceptibilidade e de pontos de corte de CIM nao foram ainda determinados
(ARIKAN & HASCELIK, 2002).
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7. CONCLUSOES

1 - O método classico mostrou-se eficaz na caracterizagdo do género
Trichosporon e na identificagdo das principais espécies deste género, exceto na

diferenciacao entre T. asahii e T. asteroides.

2 — A observagéo das caracteristicas morfolégicas (macro e micro) empregadas
no método classico mostraram-se mais eficazes que as provas bioquimicas na
identificacdo das espécies de Trichosporon. As caracteristicas micromorfologicas

de T. ovoides e T. inkin sdo inconfundiveis tornando sua identificagdo evidente.

3 - A caracterizagdo por amplificagdo da regido ITS foi util para identificagdo
presuntiva das espécies oportunistas do género Trichosporon, com sensibilidade

superior a realizada através do método classico.

4 — O iniciador OPA 2 possibilitou a identificacdo das espécies de Trichosporon

das amostras analisadas através da comparagdo com as amostras padrao CBS.

5 — O RAPD auxiliou o método classico, na identificacdo das espécies de

Trichosporon.

6 - Ocorreu predominio de T. asahii, 26 dentre 34 amostras identificadas, sobre as

outras espécies: T. asteroides (05), T. mucoides (01) e T. ovoides (02).

7 - Houve alta frequéncia de amostras de Trichosporon isoladas em urina (35,9%),

e baixa frequéncia de amostras isoladas de pélos (2,56%).
8 — A avaliagado do género Trichosporon frente aos antifungicos testados revelou,

como um todo, o padrao de sensibilidade ao fluconazol, resisténcia ao itraconazol

e a anfotericina B, e baixa resisténcia a 5-flucitosina.
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9 - A avaliagdo das espécies do género Trichosporon frente aos antifungicos
testados revela em todas as espécies o perfil de resisténcia ao itraconazol e
sensibilidade ao fluconazol, apenas T. mucoides foi sensivel a anfotericina B e ao

voriconazol.

10 — A maior variagdo da CIM para terbinafina foi observada em T. asteroides e a

menor, em T. ovoides.

11 — A comparacgao entre os métodos NCCLS e E-test realizada com as amostras
analisadas que apresentaram resisténcia através do NCCLS, revelou alta
similaridade nos resultados entre os métodos quanto a anfotericina B, e grande
divergéncia quanto ao itraconazol e 5-flucitosina.
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9. ANEXOS

Meios e reagentes utilizados

1. Meios para isolamento das leveduras
1.1. Solugao Salina 0,85% esterilizada
NG e e e e e e e e e e 0,85¢g
AQUA desStilada ........cooueeeeeeeeeeee e 100,0mL
Em um baldo volumétrico de 100mL, foi adicionado o cloreto de sodio a
agua destilada, agitado até completa dissolugdo, completado o volume para
100mL, distribuido 2mL em cada tubo de ensaio que foi vedado com algodao

hidréfobo e autoclavado a 121°C por 15 minutos.

1.2. Agar Sabouraud-dextrose com cloranfenicol.

Peplona....... 10,09
D) (0 1T TR 20,09
CloranfeNICOL........eeeieeeee e e 0,30g
e = | PP U PP 15,09
Agua destilada............c.ceireeeeee e, 1000mL

Em baldo de 2000mL, os componentes sélidos foram adicionados a agua
destilada e aquecidos até completa dissolugao, juntando-se depois o cloranfenicol.
Apos homogeneizagao, esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e
distribuido em placas de Petri estéreis para cultivo das amostras. Para
armazenamento das leveduras, foi distribuido em tubos de ensaio, esterilizado em

autoclave a 121°C por 15 minutos e deixado solidificar em posi¢ao inclinada.

2. Meio para a manutengao das leveduras

2.1. Caldo de cultura YEPD
Extrato de levedura...........cooeeiiiie e 5,09
DEXITOSE ..ottt —————— 10,09
Bactopeptona........cooo o 10,0g



Agua destilada..........ooeieeeeeeeeeeeee e 500,0mL
Todos os componentes foram dissolvidos em agua destilada, distribuidos

em tubos de ensaio e autoclavados a 121°C por 15 minutos.

3. Meios para identificagao
3.1. Agar-Extrato de Malte

EXrato de Malte........covniieieeeeee e 20,0g
N T R 20,09
GlICOSE. ..ttt —————— 15,0 g
PeplONa. ... 1,09
Agua destilada..........oceoueeeeieee e 1.000,0mL

Em baldo de 2000mL, os componentes soélidos foram adicionados a agua
destilada e aquecidos até completa dissolugéo, juntando-se depois o cloranfenicol.
Apos homogeneizagao, esterilizado em autoclave a 121°C por 15 minutos e

distribuido em placas de Petri para cultivo das amostras.

3.2. Meio para prova de fermentacao de carboidratos (Zimograma)

PePIONa.. ... 2,59
EXtrato de 18VeAUIaA...........oeeiieee e 2,5¢
Agua destilada..............oeovovieeeeeeee e, 1000mL

Os componentes foram dissolvidos em agua destilada. Para 1000mL do
meio basal foram adicionados, separadamente, 3g de glicose. Foram distribuidos
5mL do meio, em tubos de ensaio rosqueados frouxamente, contendo tubos de
Durham invertidos, e esterilizados em autoclave a 121°C por 15 minutos. Apds a
autoclavacao as tampas de rosca dos tubos vedaram os mesmos firmemente.

Foram mantidos sob refrigeracao entre 4 e 8°C.

3.3. Meio para prova de assimilagao de fontes de carbono (Auxanograma)
Sulfato de amONIA ........ooeeiii e 5,0g
Fosfato monobasico de potassio............ceeeieiiiiiiiii i 1,09
Sulfato de magnésio heptahidratado...............cccuvviiiiiiiis 0,59



O &gar foi adicionado a aproximadamente 800mL de agua destilada e a
mistura aquecida até completa dissolugdo. A seguir, foram adicionados os demais
componentes, previamente dissolvidos na agua restante. Apdés homogeneizagao,
volumes de 18mL do meio foram distribuidos em tubos, e esterilizados em

autoclave a 121°C por 15 minutos.

3.4. Meio para prova de assimilagao de fontes de nitrogénio (Auxanograma)

DX OSE e 20,09
Fosfato monobasico de potassio...........ceeeeeeiiiiiiiiiiiiieie e, 1,09
Sulfato de magnésio heptahidratado...............cccuvviiiiiiiiie 0,59
o= | SR 20,09
AQUAa destilada.........cooveeeeee e, 1000mL

O &gar foi adicionado a aproximadamente 800mL de agua destilada e a
mistura aquecida até completa dissolugéo. A seguir, foram adicionados os demais
componentes, previamente dissolvidos na agua restante. Apds homogeneizagao,
volumes de 18mL do meio foram distribuidos em tubos, e esterilizados em

autoclave a 121°C por 15 minutos.

3.5. Agar Uréia de Christensen (Christensen, 1946)

Solugao A:

DEXITOSE et 1,09
PeploNa. ... 1,0g
(04 [0 =Y (0 1o [TE=T0 Lo [ o TR 5,09
Fosfato de potassio diidrogenado......ccccccccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeceeeeeen 2,0g
AT e 15,09
Parpura de bromocCreSol...........ccouviiiiiiiiiiiiceee e 24mg
Agua destilada..............coevoueuieeeeeee e 900mL

Dissolvidos os reagentes, o pH foi calibrado para 6,8 e em seguida a
solucgéo foi esterilizada em autoclave a 121°C por 15 minutos.



Solugao B:

Agua destilada..............cooveveueeeeeeeee e e, 100 mL

Apos a dissolugao da uréia, o pH foi calibrado para 6,8 e a solugao filtrada
em filtro “Millipore”. Ao atingir a temperatura entre 50-55°C, a solugédo A teve a
solucao B vertida sobre si, e apos a homogeneizagao de ambas as solugdes, o
meio foi distribuido assepticamente (4mL) em tubos de ensaio e posteriormente

inclinados para solidificagdo. Em seguida foram armazenados sob refrigeragao.

4. Meio para o teste de susceptibilidade
4.1. RPMI (American Biorganic, Niagara Falls, N.Y.).

O RPMI-1640 com L-glutamina, sem bicarbonato de sédio e vedado com
34,53g de MOPS, foi adquirido comercialmente sob a forma de p6 e preparado em
agua destilada esterilizada, na concentracao de 45,4g/L. Vinte (20) g/L de glicose
foram adicionadas ao meio. Apds a calibragdo do pH a 7,0, o meio foi esterilizado
por filtragcao, em filtro biolégico (MILLIPORE Industria e Comércio Ltda, S&o Paulo,
S.P.) de 0,22 micrébmetro, conservado em refrigerador a 4°C e utilizado até trés

semanas apos seu preparo.

4.6.4.2. Agar RPMI (American Biorganic, Niagara Falls, N.Y.).

Solugao A:

RPMI et e e e e e e e e e e e e raaeas 22,79
D) (0 =T 10,0g
MO P S . e a e e e e e e e e e 17,265¢g
AQUA dESHIAAA. ..o 250mL

Ap0s a calibracdo do pH a 7,0, o meio foi esterilizado por filtragao, em filtro
biolégico (MILLIPORE Industria e Comércio Ltda, Sdo Paulo, S.P.) de 0,22
micrémetro.

Solugao B:



Os componentes foram dissolvidos em agua destilada e autoclavados a
121°C por 15 minutos.
ApOs esperar a solugdo B diminuir a temperatura foi vertida sobre a solugao A
rapidamente, homogeneizando vigorosamente. O meio foi distribuido com rapidez

em placas de Petri, e apds solidificagdo, mantido sob refrigeracao.

5. Solugoes e meios utilizados para “randomly amplified polimorphic DNA”
5.1. TE de baixa molaridade

EDTA 0,5M PH 7,5, e 1,0mL
TRIS 1M PH 7,5 e 5,0mL
Agua destilada..........c.cooueeieeeee e, 500,0mL

Foram homogeneizados os componentes da formula e armazenados a

temperatura ambiente.

5.2. Tampao TE

Tris-HClI 2M PH 7,4.. ..o e 0,5mL
EDTA O,5M PH 8,0, e e 20,0uL
Agua destilada..........c.oovoiiee e, 99,48mL

A solucao foi autoclavada e estocada a temperatura ambiente.

5.3. Tampao TBE estoque (5 vezes concentrado)

B 74 0 41T o 1= 1T T 54,09
ACIAO BOTICO. oot e e e eee e 27,59
EDTA 0,5M PH 8,0 10,0mL
Agua destilada............coouevieeieeeeeeee e 1000mL

Foram dissolvidos o trizma base e o acido bérico em agua destilada e

adicionado o EDTA. Foi estocado a temperatura ambiente.

5.4. Sodium dodecyl sulfate (SDS) 10% (w/v)

Agua destilada 0.5.P.....ceveeeeeee e, 1000mL



Foram dissolvidas 100g de SDS em 800mL de agua, aquecendo-se a
solugdo a 50 ou 68°C. O pH foi ajustado para 7,0 com HCI concentrado e o

volume final completado para 1000mL. Foi estocado a temperatura ambiente.

5.5. NaOH 10M

Agua destilada q.S.p.....oveveeeeeeeeeeeee e s 100,0mL
O NaOH foi dissolvido em agua sob agitagéo e estocado em frasco plastico

a temperatura ambiente.

5.6. Acetato de sodio 3M
Acetato de SOAIO.SHo0.... ..o 40,89
Agua destilada 0.S.P......ecveeeeee et 100,0mL
O acetato de sdédio foi dissolvido em 80mL de agua e ajustado o pH para
4,5 com &acido acético glacial. Foi adicionada agua para um volume final de

100mL, e a suspensao foi autoclavada e estocada a temperatura ambiente.

5.7. Solucao de dNTP mix (1,25mM estoque)

AATP (PHARMACIA) .o e e e e e e e 6,3ulL
ACTP (PHARMACIA). ..ottt 6,3l
AGTP (PHARMACIA). ...t 6,3uL
dT TP(PHARMACIA). ...ttt 6,3ulL
AQUA deStilada. ... 475,01l

Os nucleotideos foram pipetados na ordem descrita, homogeneizados

gentilmente, e a solugdo mantida a 20°C.

5.8. Buffer (Tampao) de corrida

Azul de bromofenol...........ccoooeiiiiiiiiiie e 0,069
D 1= g o T =1 T R 0,069
Ficol 15% (TYPE 400).......cccoiiiieeee et eae e 3,759

AQUA deStIA0A. ... 25,0 mL



Apds homogeneizacéao foi estocado a 20°C e a solugédo de uso mantida sob
4-8°C.

5.9. Tris - HCI 2M

TrIZMA DASE ..eiiiiieee e aeaaa 242,29

Agua destilada 0.5......cveoveeeeeie e, 1000mL

O trizma base foi dissolvido em 700 mL de agua destilada e ajustado o pH
para 7,4 adicionando-se + 140mL de HCI concentrado. O volume foi completado
para 1000mL com agua destilada e autoclavado. Foi estocado a temperatura

ambiente.

5.10. Tris - HCI 1M

TrZMA DASE....e i aeaaa 121,19

Agua destilada 0.S.P...c.eeeeeeeeeee e, 1000mL

O trizma base foi dissolvido em 800mL de agua destilada, a solugao esfriada
a temperatura ambiente e aferido o pH para 7,4 adicionando HCIl. O volume foi
completado para 1000mL e esterilizado em autoclave. Foi estocado a temperatura

ambiente.

5.11. CaCl, 2,5M
CaCla.BH20 . e 13,59
AQUA dEStIATA. ... 20,0mL
A solugao foi esterilizada em filtro 0,22 micrdbmetros, estocada em aliquotas

de 1mL em tubos de microcentrifugagédo a "20°C.

5.12. CaCl; 1M
LOF= (07 Y] = DO TR 54,09
AQUA deStilada...........ooveeeeie e 200,0mL
A solucéo foi esterilizada em filtro 0,22 micrometros, estocada em aliquotas

de 1mL em tubos de microcentrifugagéo a "20°C.



5.13. EDTA 0,5M pH 8,0
EDTA.2ZH20 ... ettt a e 186,19
Agua destilada 4.5.D.....cvovieeeieeeeee e 1000mL
O EDTA foi adicionado em 800mL, agitado vigorosamente em agitador
magneético, o pH ajustado para 8,0 com NaOH (~ 20g de pastilha de NaOH).

Dispensado em aliquotas e esterilizado por autoclavagao.

5.14. Brometo de Etidium 10mg/mL
Brometo de etidiUm......coeoeeiiee e 0,29
AQUA dESHIATA. ... 19,8mL

Estocado entre 4-8°C e em frasco escuro.

5.15. Tampao citrato - sorbitol

Citrato de SOAIO 0,1 M. ... 14,55 g
Y015 o1 (o) IO It 1Y, TR 911¢g
Agua destilada .S.P...veveeeeieeeeeee e, 500,0 mL

Esterilizado por autoclavacdo e mantido entre 4-8°C .

5.16. Preparo da Glucanase (Zimoliase) (Novo Nordisk do Brasil, R.S).
Glucanase 2.000U/TML ...oooiiiiiiiiiii e 149,0 mg
Tampao citrato-sorbitol............coo i 1.000L

Preparada no momento do uso.

5.17. Tampao protoplasto (p/ 1mL)

B-mercaptoetanol ..o 10,0l
Tris- HCITM  pH 7,4 e 100,0uL
EDTA  10MM. . e e e 20,0pL
Glucanase 200U/MO01L ..ueeeeiiiieiieeeeeeeee e, 100,0uL

Agua bidestilada @Steril...............ccooviveeeeeeeeeeee e 770,01l



O tampao foi preparado na hora do uso.

5.18. Tampao de lise

[N F= 10 o g 0]\ 20,0uL
SDS 100 100,0L
Agua bidestilada SEril........ccooueieiiie s 880,0uL

O tampao foi preparado na hora do uso.

6. Equipamentos empregados nos experimentos

Equipamento Fabricante
Estufa Fanem
Termocilcador M.J. Research
Centrifuga refrigerada Eppendorff
Centrifuga Bio Research

Cuba Biorad
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ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the antifungal susceptibility profile of Trichosporon species

isolated from different sources employing the Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) method

and E-test method. Thirty-four isolates of Trichosporon spp. and six CBS reference samples were tested

for their susceptibility to Amphotericin B, 5-flucytosine, Fluconazole, Itraconazole, Voriconazole and

Terbinafine. All species showed high Minimun Inhibitory Concentrations (MIC) for Itraconazole and

susceptibility to Fluconazole, The comparison among the results obtained by the CLSI method and E-test

revealed larger discrepancies among 5-flucytosine and Itraconazole. The present work provides

epidemiological data that could influence therapeutic choices. Furthermore, the comparison between

different methodologies could help to analyze results obtained by different laboratories.

Key Words: Trichosporon spp., antifungal drugs, CLSI, E-test

INTRODUCTION

Systemic fungal infections occur with increasing
frequency in hospitalized patients. Although Candida species
account for the majority of fungal systemic diseases, the
number of yeasts that can cause infection continues to increase.
In recent years, several reports of trichosporonosis have
appeared (3, 6, 11, 16) Trichosporon infections are associated
with a wide spectrum of clinical manifestations, ranging from
superficial cutaneous involvement in immunocompetent
individuals to severe systemic disease in immunocompromised
patients (19).

Trichosporonosis is mainly caused by six species: T.

asahii and T. mucoides are causative agents of deep-seated
infection, 7. cutaneum and T. asteroides cause superficial
infections, and 7. ovoides and T. inkin are involved in white
piedra of the head and genital area, respectively (4, 17).
Kustimur et al. (6) reported the first case of disseminated
infection due to T. asteroides in an intensive care patient.).
Carvalho et al. (2) reported a systemic infection involving T.
cutaneum in a child with Wilm’s tumour and Neves et al. (9)
isolated T. pulullans from the oral cavity of an HIV positive
patient.

The increase in the incidence and morbidity of fungal
infections has caused interest in the development of new

appropriate therapeutics (13). The CLSI method (8) for

*Corresponding Author. Mailing address: Instituto de Pesquisa e Desenvolvimento da Universidade do Vale do Paraiba, Sdo José¢ dos Campos-SP, Brasil. Av.
Shishima Hifumi, 2911 Zip Code: 12244-000 — Bairro Urbanova , Sao José dos Campos — SP.; Tel.: 55-12-3947-1168.; E-mail: julianalyon@univap.br
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antifungal susceptibility testing includes the genera Candida
and Cryptococcus, but not Trichosporon spp. According to
Arikan and Hascelik (1), it is unknown whether there is any
species-related variation in the antifungal susceptibility profile
of Trichosporon isolates. Additionally, the concordance
between the methodologies used to delineate antifungal
susceptibility profiles has not been extensively accessed for
Trichosporn spp.

The present study was undertaken to determine the in vitro
antifungal susceptibility profile of different species of
Trichosporon isolates by using the CLSI reference method and
E-test. The epidemiological data obtained could be helpful in
the development of therapeutic strategies. Besides, the
comparison between different methodologies is important to

analyze results obtained by different laboratories.

MATERIAL AND METHODS

Isolates

Thirty-four isolates belonging to the collection of the
laboratory of Mycology of the department of Microbiology of
the Federal University of Minas Gerais were tested. The
isolates were obtained from different sources: urine (12),
oropharynx (8), blood (4), nail (3) skin (3), hair (1),
bronchoalveolar lavage (1), fingers (1) and environment (1).
The isolates were previously identified using morphological,
physiological and biochemical proofs according with Kurtzman
and Fell (4). The tests employed for identification were
macroscopic appearance of the giant colony, microscopic
features, susceptibility to cycloheximide, growth temperature,
diazonium Blue color reaction, urease production and
carbohydrate and nitrogen assimilation profiles. Six CBS
reference (CENTRAALBUREAU VOOR
SCHIMMELCULTURES, Baarn, The Netherlands)
included in susceptibility testing: 7. asahii (CBS — 2479), T.
coremiiforme (CBS -2482), T. asteroides (CBS - 3481), T.
inkin (CBS - 5585), T. mucoides (CBS - 7625) and T. ovoides

samples

were

(CBS — 7556). All the strains were maintained at 4° C on
Sabouraud Dextrose Agar (SDA, Difco, Detroit, MI, USA)
with 300 pg/ml of chloramphenicol and BHI broth (Brain
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Heart Infusion, Difco), until susceptibility tests were carried
out. Transfers were done at 3-month intervals. The isolates

were stored for three months.

Antifungal susceptibility testing

CLSI method-
according to the M27-A2 document of the CLSI (8).
Amphotericin B (Sigma Chemical Co., St. Louis, USA), 5-
(Hoffman La Roche, Bale,

Susceptibility testing was performed

flucytosine Switzerland),
Fluconazole (Pfizer Sao Paulo, Brazil), Itraconazole (Janssen
Pharmaceutica, Sao Paulo, Brazil), Voriconazole (Pfizer, Sao
Paulo, Brazil), and Terbinafine (Novartis Biociéncias S.A., Sao
Paulo, Brazil) were obtained as reagent grade powders from
their respective manufacturers. Dilutions were made in RPMI
1640 medium (Sigma, St Louis, Mo, USA) buffered to pH 7
with 0,165M (3[N-morpholino] propanesulfonic acid) buffer
(Sigma). The inoculum was prepared in a concentration of 1-5

X 1()6 cells/ml. The final concentration of the inoculums was

1.0 x 10 to 1.5 x 10° cell/ml. The final concentration of the
antifungal agents was 0.03 to 16 pg/ml for Itraconazole, 0.12 to
64.0 pg/ml for Amphotericin B, Voriconazole, Terbinafine,
and Fluconazole and 0.25 to 128.0 g/ml for 5-flucytosin. Trays
were incubated at 35°C and MIC (Minimum Inhibitory
Concentration) endpoints were read after 48h of incubation.
Drug free and yeast controls were included.

Following incubation, the MICs of Fluconazole,
Terbinafine, Voriconazole and Itraconazole were read as the
lowest concentration at which prominent decrease in turbidity
relative to the growth control was observed (decrease of 80%
in turbidity). For Amphotericin B and 5-flucytosine, MIC was
considered as the complete inhibition of growth. Quality
control was ensured by testing the CLSI recommended strain
C. parapsilosis ATCC 22019. The isolate was considered to be
susceptible if the MIC value was 2-8ug/ml for Fluconazole, <
0,125pg/ml for Itraconazole, 8-16pg/ml for 5-flucytosine, and
<lpg/ml for Amphotericin B, as suggested by Wolf et al (19)
and <lug/ml for Voriconazole, as suggested by Pfaller et a
(10). The isolate was considered to be susceptible if the MIC

value for Terbinafine was < 1.4 pg/ml, as considered for
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Candida albicans by Ryder et al (13).

E-test

All the samples were tested by E-test for susceptibility
profile. The test was performed according to the manufacturer’s
Briefly, the

inoculum concentration was adjusted to a 0.5 McFarland

instructions (AB Biodisk, Solna, Sweden).
standard for Candida species (1-5 x 10° cell/ml). Then, 0.5 ml
of this suspension was inoculated onto plates containing RPMI
1640 agar (1.5%) with 2% glucose using a cotton swab. After a

period of 15 minutes, the E-test strips
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were applied. The antifungal drugs Amphotericin B,
Itraconazole, Fluconazole and 5-flucytosine were tested. The

plates were incubated at 35° C and read after 24 and 48 hours.

RESULTS

MICs of Voriconazole, Terbinafine, Amphotericin B, 5 -

Fluconazole and Itraconazole for six CBS

in Table 1.

flucytosine,

Trichosporon strains are represented

spp.
Amphotericin B, 5 - flucytosine, Fluconazole and Itraconazole

were tested by both, CLSI and E-test methods.

Table 1. Minumun inhibitory concentration ( g/ ml) for CBS (Centraalbureau Voor Schimmelcultures) strains obtained by CLSI

and E-test methodologies

AMB 5-FC FLU ITR TER VOR
T. asahii (CBS 2479)
CLSI 0.25 2 32 2 0.03 0.5
E-test 0.25 8 32 1 - -
T. asteroides (CBS 3481)
CLSI 1 32 0.5 0,5 1 0.5
E-test 0.125 32 0.75 0.75 - -
T. coremiiforme (CBS 2482)
CLSI 0.5 0.5 1 2 2 1
E-test 0.38 0.75 256 0.75
T. inkin (CBS 5585)
CLSI 64 2 64 64 8 4
E-test 32 0.006 256 32 - -
T. mucoides (CBS 7625)
CLSI 0.12 64 0.5 2 0.25 0.25
E-test 0.38 32 8 0.75 - -
T. ovoides (CBS 7556)
CLSI 0.125 2 2 2 2 0.25
E-test 0.25 0.38 0.38 0.38 - -

- = Test not performed

AMB= Amphotericin B; 5-FC= 5 flucytosine; FLU = Fluconazole; ITR = Itraconazole; TER= Terbinafine; VOR= Voriconazole.

Results shown in table 2 regarding MICs( and MICyg (MIC
for 50 % and 90 % of the strains tested respectively) reveal that 7.
mucoides was susceptible to Amphotericin B (1/ lpg/ ml),
Terbinafine (0.5/ 1ug/ ml), and Voriconazole (0.25/ 0.5 pg/ml),
while the other species were resistant to these drugs (8, 11, 16) All

species showed resistance to Itraconazole and susceptibility

to Fluconazole, according to the parameters suggested by Wolf
et al (16). T. ovoides showed susceptibility to Fluconazole and
5-flucytoosine only.

The samples of Trichosporon spp. were submitted to
comparison between the two methods (CLSI and E-test). Only

one sample (7. ovoides) showed resistance to Amphotericin B
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by the CLSI method (2 pg/ ml) and susceptibility to this drug
by E-test (0,75 pg/ ml). When the samples were compared for

S-flucytosine, two (7. mucoides, MICsg, 99 > 250 / > 32 pg/ ml

and 7. asahii, MICsq, 9o 16/ >32 pg/ ml) showed resistance in

Antifungal susceptibility profile of Trichosporon isolates

both methods. Regarding Itraconazole, two isolates showed
susceptibility by the E-test and resistance by CLSI method. The
parameters for resistance and susceptibility are those proposed
by Wolf et al (16) and Pfaller et al (8).

Table 2. In vitro antifungal susceptibility profile of 34 isolates of Trichosporon spp

MIC range MICs (24/48h) MICy (24/48h)
Species (n) 24 hours 48 hours
T. asahii (26)
Amphotericin B 0.06 - 64 0.06 - 64 2/4 64/ 64
5-flucytosine 0.25-32 0.25 - 64 2/ 4 8/ 16
Fluconazole 05-8 0.5-16 2/ 4 8/8
Itraconazole 0.5-32 0.5-64 2/ 4 8/ 16
Terbinafine 0.03-4 0.03 -8 0.5/2 4/8
Voriconazole 0.03-4 0.03-4 0.5/1 1/2
T. asteroides (5)
Amphotericin B 05-2 1-4 0.5/2 2/ 64
5-flucytosine 0.25- 64 - 64 2/ 8 64/ 64
Fluconazole 05-2 1-8 1/2 2/ 8
Itraconazole 2-4 2-16 2/8 4/ 16
Terbinafine 0.25-4 2-8 1/4 4/ 8
Voriconazole 0.062 - 1 0.5-2 0.5/1 1/2

MIC: Minimum Inhibitory Concentration
MICgp. Minimum Inhibitory concentration for 90% of the isolates
MICsp. Minimum Inhibitory concentration for 50% of the isolates

T. ovoides and T. mucoides were not included in this table due to the small number of isolates tested

DISCUSSION

The comparison of the susceptibility profile of CBS
reference samples with the data available in the literature
reveals that the results obtained for 7. asahii (CBS 2479) in the
present work were concordant with those obtained by Wolf ef
al. (19) for Amphotericin B and Fluconazole. When we
compared the results obtained in the present work by the CLSI
method of (2pg/ml), with those obtained by Ghého et al. (4),
(0,019ug/ ml) the discrepancy among MICs obtained for
Itraconazole against 7. mucoides and T. ovoides reached 100
folds the dilution. The comparisons allowed the observation of
the differences in MIC values obtained for different groups,
even considering reference samples. These differences
emphasize the importance of the standardized intra-laboratory
conduct, since results obtained in our experiment were

compatible with those obtained by Wolf ef al. (19) that also

used a visual system of evaluation, while Guého et al. (4) used
an automatic system.

The presented data reveal a profile of high resistance of
the genus Trichosporon to Amphotericin B and Itraconazole,
high susceptibility to Fluconazole and moderate resistance to 5-
flucytosine. Rodriguez-Tudela et al. (12) reported that the
majority of the T. asahii, T. faecali and T. coremiiforme
exhibited resistance to Amphotericin B in vitro. Li et al. (7)
reported resistance to Amphotericin B among 7. asahii, T.
cutaneum and T. inkii strains. Differently, Uzun et al. (18).
analyzing the in vitro susceptibility of eight samples of
Trichosporon spp. reported that those samples were susceptible
to Amphotericin B, but susceptible to Fluconazole. Silva, et al.,
(15) also evaluate the antifungal susceptibility profile of 7.
asahii clinical isolates. The isolates had reduced susceptibility
in vitro to all drugs, showing 4-6 times higher MICs to

itraconazole and 3-4 times to 5-flucytosine compared of MICs
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breakpoint values. In this study, Fluconazole exhibited the best
activity in vitro against the majority of the isolates (90%), with
MIC of 16 g/ml and only one isolate with 32 g/ml. Three
isolates have MIC value for Amphotericin B above 2 g/ml.

Variable susceptibility to Amphotericin B has been
observed with samples of the genus Trichosporon, especially
among isolates obtained from immunocompromised patients.
This observation could result in a better conduct for antifungal
therapy. On the other hand, Fluconazole was effective
indicating that the azolic can be the valid option in the therapy
of this infection, commonly difficult to treat.

Resistance to Itraconazole was observed in all of the
Trichosporon as well

species, as susceptibility to the

Fluconazole. Only 7. mucoides was susceptible to
Amphotericin B, Terbinafine and Voriconazole, being the other
species resistant to these drugs. The results obtained in this
work with Voriconazole, when compared to those obtained by
Uzun et al. (17) were surprisingly more than 30 times higher.
On the other hand, Serena et al. (14) used a guinea pig model of
systemic trichosporonosis to demonstrate a better efficacy of
Voriconazole in comparison with Amphotericin B.

Regarding the comparison between the CLSI method and
the E-test, the greater divergence from those reported in
previous works were obtained for 5-flucytosine, while data
obtained for Amphotericin B were considerably in agreement
with other researchers. Although the number of samples
analyzed is small, the correlation between the two methods for
Amphotericin B is significant (1, 4, 19).

Trichosporon species has been increasingly involved in
systemic infections and, despite this fact, there are relatively
few studies about its antifungal susceptibility profile. Although
these data do not correlate the susceptibility "in vitro/in vivo",
the present work provides epidemiological data that could
influence therapeutic choices. Furthermore, the comparison
between different methodologies could help to analyze results

obtained by different laboratories.
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