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Resumo

As leveduras do género Trichosporon surgem como patégenos emergentes com altas taxas
de morbidade e mortalidade em uma populacdo de imunocomprometidos em crescente
expansdo. O aumento expressivo de relatos de casos de tricosporonose invasiva e a
identificacdo controversa desse género implicam em um déficit epidemiolégico que por sua vez,
dificulta a compreensdo da historia natural dessas infecgbes. Isso conduz a atrasos no
diagndstico e, conseqglientemente, na terapia antifingica apropriada. A presente investigacédo
teve como objetivos avaliar os aspectos epidemioldgicos relacionados a colonizacao e infeccao
humana por leveduras do género Trichosporon através de metodologias fenotipicas e
genotipicas e sua correlagdo com fatores de viruléncia in vitro. Avaliamos 112 isolados de pele
de individuos sadios e 26 isolados de urina (22) e cateter (4) identificados pelo método
fenotipico. Dos isolados colonizantes (112) as seguintes espécies foram identificadas: T.
cutaneum (29,46%), T. asteroides (20,53%), T. ovoides (15,17%), T. inkin (10,71%), T.
mucoides (8,92%) e T. asahii (6,25%). Dentre os isolados de urina e cateter as espécies
identificadas foram T. asabhii, a espécie mais isolada (n = 23; 76,66%), seguido por T. inkin (n =
5; 16,66%) e T. asteroides (n = 2; 6,6%). Na identificacdo genotipica das leveduras do género
Trichosporon utilizamos as regides ITS e IGS do DNA ribossémico. Apos a andlise filogenética
constatamos que a regido que melhor discrimina as espécies é a IGS, assim o padrao ouro
para nossa investigacdo foi baseado nessa regido. Nos isolados de urina e cateter a espécie T.
asahii foi predominante, sendo identificada em 22 isolados (84,6%), seguida por dois isolados
de T. inkin (7,69%). T. coremiiforme e T. debeurmannium foram isolados em uma amostra cada
(3,84%). Quando comparamos os dados obtidos pela identificacdo molecular e fenotipica
observamos que apenas em 30% dos isolados (21/70), a identificacdo fenotipica foi capaz de
identificar corretamente os isolados de Trichosporon spp. Como ferramenta epidemiologica
analisamos o polimorfismo das sequéncias de T. asahii, segundo a classificacdo em gendétipos.
A andlise bayesiana classificou o isolado 062 pertencente ao genoétipo 3, o isolado 002
pertencente ao gendtipo 4 e nenhum isolado pertencente aos genétipos 5, 6 e 7. Da mesma
forma ndo podemos afirmar com qual gendtipo, 1 ou 2, o restante dos isolados mais se
assemelha devido a grande politomia e a baixa probabilidade a posteriori dos ramos. Avaliamos
como fatores de viruléncia a producdo de exoenzimas (Proteinase, Fosfolipase e DNAse) e
indice de adesio desses isolados, sendo possivel observar que existe dois padrdes distintos:
isolados colonizantes com baixa producdo de exoenzimas e pouco aderentes e isolados de
urina e cateter com producgéo pronunciada de exoenzimas e com indice de aderéncia elevados.



Abstract

Yeasts of the genus Trichosporon appear as emerging pathogens with high rates
of morbidity and mortality in immunocompromised patients and is becoming
increasingly widespread. The significant increase of invasive tricosporonose and the
controversial identification of this kind imply an epidemiological deficit which in turn
complicates the understanding of the natural history of these infections, leading to
delays in diagnosis and, consequently, appropriate antifungal therapy. The present
study aimed to evaluate the epidemiological aspects related to human colonization and
infection by  Trichosporon spp. through phenotypic and genotypic methods and its
correlation with virulence factors in vitro.
We evaluated 112 isolates from skin of healthy individuals and 26 isolates from urine
(22) and catheter (4) identified by the phenotypic method. Among the colonizing isolates
(112) the following species were identified: T. cutaneum (29.46%), T. asteroides
(20.53%), T. ovoides (15.17%), T. inkin (10.71%), T. mucoid (8.92%) and T. asahii
(6.25%). Among the isolates from urine and catheter the species identified were T.
asahii the most species isolated (n = 23; 76.66%), followed by T. inkin (n = 5; 16.66%)
and T. asteroides (n = 2, 6.6%). For the genotypic identification of yeasts Trichosporon,
the ITS and IGS regions of ribosomal DNAwere used. After phylogenetic analysis, the
region that better discriminates the species is IGS, and the gold standard for our
investigation was based in that region. In isolates from urine and catheter the T. asahii
was the predominant species, being identified in 22 isolates (84.6%), followed by two
T. inkin (7.69%). T. coremiiforme and T. debeurmannium were isolated in one sample
each (3.84%). When comparing the data obtained by molecular and phenotypic
identifications it was observed that only in 30% of the isolates (21/70), the phenotypic
identification was able to correctly identify isolates of Trichosporon spp. The
polymorphism of the sequences of T. asahii, was analyzed according to the
classification of genotypes. Bayesian analysis classified the 062 isolate belonging to
genotype 3, the isolated 002 belonging to genotype 4 and no isolate belonging to
genotypes 5, 6 and 7. Likewise we cannot say with which genotype 1 or 2, the
remainder of the isolates most closely because of the large polytomous and low
posterior probability of the branches. Evaluated as virulence factors of production of
exoenzymes (proteinase, phospholipase and DNase) and index of adhesion of these
isolates and it was observed that there are two distinct patterns: isolates colonizing low-
exoenzymes and loosely adhering, and isolated from urine and catheter pronounced
production of exoenzymes and high rate of adherence.
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1-Introdugdo

1. INTRODUCAO

1.1. Infec¢cbes fungicas

As infec¢cBes fungicas vém crescendo como causa importante de morbidade e
mortalidade em muitos paises (Manuel & Kibbler, 1998; Chagas et al., 2008). O
espectro das micoses oportunisticas em pacientes imunodeprimidos, como com
cancer esta mudando rapidamente, ndo somente com o aumento na frequéncia
das infec¢Oes fungicas nesta populagdo, mas a sua ocorréncia durante o curso da
guimioterapia e o reconhecimento de novos fungos como potenciais patégenos
(Anaisse et al., 1992).

As micoses invasivas sao problemas importantes para as unidades
hospitalares, pois requerem a distincdo dos fatores relacionados ao hospedeiro ou
ambientais, que predispdem o paciente as infeccbes oportunisticas (Lamagni et
al., 2001). As infeccdes fangicas adquiridas em ambientes hospitalares podem ser
originadas da microbiota enddégena nos casos de infeccfes por leveduras ou sao
transmitidas por profissionais da saude, fébmites ou por via aérea por meio de

propagulos fungicos (Walsh et al., 1990).

A incidéncia de infec¢des fungicas hosocomiais aumentou nos ultimos 20 anos
por inimeras razdes relacionadas a emergéncia de novas doencas, ao aumento
na utlizacdo de tratamentos imunossupressores, a processos invasivos e o
aumento da sobrevida de pacientes altamente susceptiveis (Pittet & Wenzel, 1995;
Beck-Sague & Jarvis, 1993; Cohen ML, 2000).

As infeccdes fungicas em pacientes com transplantes de oOrgaos solidos

representam o principal desafio destes pacientes, estando intrinsecamente
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associadas com a morbidade e mortalidade destes individuos (Patterson, JE,
1999).

Patégenos classicos como Candida spp. constituem a quarta causa mais
comum de infeccdo nosocomial. Aspergillus spp. € o principal agente que causa
morte por infeccdo pulmonar em pacientes transplantados de células
hematopoiéticas; Criptococose por Cryptococcus neoformans var. neoformans é a
principal causa de mortalidade atribuida as infec¢des fungicas em pacientes
infectados com virus da imunodeficiéncia adquirida humana (HIV) (Walsh et al.,
1990,1992).

Nesse cenario, alguns fungos, especialmente os do género Trichosporon
surgem como patdgenos emergentes com altas taxas de morbidade e mortalidade
em uma populacdo de imunocomprometidos em expansao (Walsh et al., 2004).
Com o aumento expressivo de relatos de casos de tricosporonose invasiva, 0
género Trichosporon tem sido frequentemente considerado como a segunda

causa de infec¢des disseminadas ocasionadas por leveduras.

1.2. O género Trichosporon

O género Trichosporon Behrend é composto por leveduras anamorficas
(Basidiomycota, Hymenomyces, Trichosporonales) ndo sendo conhecida a fase
sexuada. Contudo, a classificacdo como Basidiomycete é aceita devido a
caracteres como composicdo de carboidratos da parede celular (xilose) e relacado
Guanina-Citocina (57-60%). Outra caracteristica do género Trichosporon que
corrobora com esta classificacdo € a presenca de septos doliporos (Guého et al.,
1993).



1-Introdugdo

Leveduras do género Trichosporon sdo microrganismos ubiquos, isto €,
apresentam distribuicdo ampla na natureza, com predominancia nos climas
tropicais e temperados. O isolamento destas espécies ocorre com maior
freqiéncia em materiais ambientais principalmente no solo e madeiras em
decomposicdo. Contudo, podem fazer parte da microbiota permanente do trato
gastrointestinal ou colonizantes transitérias da pele e do trato respiratério de
humanos (Lussier et al., 2000; Walsh et al., 2004; Chagas et al., 2008).

Estruturas caracteristicas da micromorfologia do género Trichosporon sdo os
blastoconidios, medindo 2x4um e micélio hialino verdadeiro e presenca de
pseudo-hifas, ambos desarticulados pela presenca de artroconidios (Middelhoven
et al., 2004). Porém, as identificacbes de algumas espécies estao relacionadas a
presenca de outras estruturas micromorfolégicas como célula apressoria,

macroconidios ou conidiagdo meristematica (De Hoog et al., 2000).

As colbnias de Trichosporon, em agar Sabouraud dextrose, apresentam-se
com crescimento moderado, de 2 a 7 dias, com coloracdo variando de branco a
creme, com aspecto cerebriforme, pregueado e rugoso. As espécies deste género
sdo capazes de assimilar diferentes fontes de carboidratos, além de degradar a

uréia.

1.3. Perspectiva histérica do género Trichosporon spp.

A primeira descricdo que deu origem ao género Trichosporon foi feita por
Rabenhorst em 1867, quando cultivou um organismo dos cabelos de uma peruca,
denominando-o Pleurococcus beigelii (Rabenhorst, 1867). Em 1890, Behrend
obteve cultivo de um fungo proveniente de paciente com Piedra branca e

classificou-o como Trichosporon ovoides (Behrend, 1890).
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Ha inumeros trabalhos que relatam a identificacdo de outras espécies de
Trichosporon, porém, em 1902 Vuillemin definiu que todas as espécies propostas
ndo passavam de variacdes de uma mesma espécie que recebeu o nome de
Trichosporon beigelii (Vuillemin 1902 apud Guého 1992, De Hoog et al., 1992).

Em 1910, Beurmann cultivou um fungo de lesdes de pele e denominando-o
Oidium cutaneum (Beurmann & Gougerot, 1910) que, posteriormente foi
renomeado para T. cutaneum (Ota, 1926). Por muito tempo, a taxonomia do
género ficou restrita aos dois nomes considerados sinbnimos e muitos
micologistas aceitaram que o género Trichosporon se tratava de uma Unica
espécie e determinaram que o nome mais apropriado fosse T. beigelii (Kown-
chung, 1992).

A nomenclatura e classificacdo do género Trichosporon foi de certa forma
negligenciada por décadas e somente foi revisada e recebeu maior consideracao
dos taxonomistas apods o trabalho realizado por Guého et al. (1992) que por meio
de técnicas moleculares ofereceu uma nova perspectiva ao taxon, uma vez que 0s
caracteres macro, micromorfologicos e fisioldgicos utilizados apresentavam
resultados subjetivos e de pouca reproducdo devido a heterogeneidade dos

isolados.

Pesquisadores franceses, em estudos sobre a sequéncia do DNAr subunidade
26-S e reassociacfes de DNA, identificaram 19 taxons distintos para o género
Trichosporon sendo 13 deles considerados predominantemente saprébios (T.
aquatile, T. bassicae, T. cerebriforme, T. dulcitum, T. faecale, T. gracile, T. jiroveci,
T. laibachi, T. loubieri, T. moniliforme, T. montevideense, T. pullulans e T.
sporotricoides) e seis espécies comuns em doenca humana: T. asahii, T.
asteroides, T. cutaneum, T. inkin, T. mucoides e T. ovoides (Guého et al., 1992,
1994).
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O género ainda sofreu uma nova classificacdo com os trabalhos de Sugita e
colaboradores (1994, 1995), quando fizeram uma revisdo das espécies,
determinando 17 espécies e 5 variedades para o género Trichosporon.
Posteriormente, Sugita et al., (2002) propuseram 25 espécies para 0 género
Trichosporon, dentre as quais 8 espécies teriam relevancia para a clinica médica,
incluindo duas espécies emergentes em infec¢bes invasivas: T. pullulans e T.

loubieri.

1.4. Colonizagéo por leveduras do género Trichosporon

A colonizacdo de areas corporais por microrganismos depende da capacidade
destes em resistir e superar 0s mecanismos de resisténcia do hospedeiro. As
diferencas estruturais e funcionais de pele de diferentes areas do corpo
influenciam na quantidade e os tipos de microrganismos da microbiota normal de

uma area especifica (Sidrim & Rocha, 2004).

A colonizacéo da superficie corpOrea dos seres vivos pela microbiota fungica &
um evento dinamico, ou seja, periodicamente, sofre mudancas qualitativas e/ou
guantitativas. Essas mudancas decorrem, em grande parte, de fatores ambientais,
como, localizacdo geogréfica, sanidade e condicbes climaticas (tempo,
temperatura e de exposicdo a luz ultravioleta) (Aradjo et al., 2003). Diversos
géneros fungicos constituem a microbiota superficial do homem, com
predominancia das formas leveduriformes, principalmente em individuos
neutropénicos (Nucci et al., 1995). Os fungos leveduriformes mais comumente
isolados sdo: Candida spp. (Oliveira et al., 2006), Rhodotorula spp. (Lunardi et al.,
2006; Riedel et al., 2007), Malassezia spp. (Batra et al., 2005; Tarazooie et al.,
2004; Oliveira et al., 2006) e Trichosporon spp. (Herbrecht et al., 1993; Guého et
al., 1994).
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Trichosporon spp. é considerado como microbiota transitéria normal da pele
humana, especialmente na regidao perianal. A prevaléncia de Trichosporon na
pele da regido perigenital foi determinada em 322 voluntarios assintométicos e a
taxa de colonizacéo evidenciada foi de 12,4% (Fischman et al., 1980; Ellner et al.,
1991).

Alguns autores relatam diferencas marcantes na colonizagéo por Trichosporon
segundo a idade, sexo e condi¢cao social dos pacientes. Stenderup et al. (1986)
isolou Trichosporon da regido anal em 45 (13%) de 343 homens homossexuais.
Nenhum dos pacientes do grupo controle foi positivo para cultura destas
leveduras. Essa elevada colonizacdo em homens homossexuais foi evidenciada
em outro estudo escandinavo (Torssander et al., 1985) sendo descrita por muito
tempo como fator importante para a colonizacdo de Trichosporon nessa

populacéo.

Fungos do género Trichosporon spp. podem ser isolados de ambiente
hospitalar. Infeccbes do trato urinario por Trichosporon foram descritas em
pacientes portadores de cateter Foley (Stone et al., 1989), sendo que varios
pacientes apresentaram cultura da urina positiva para esse fungo. Investigacfes

revelaram que o sistema de drenagem do cateter urinario estava contaminado.

Leveduras do género Trichosporon spp. foram isoladas de roupas intimas
(Ellner et al., 1990), fortalecendo a idéia de que o microclima estabelecido,
principalmente na regido crural, favoreca a colonizacdo humana (Cox and Perfect,
1999). Acredita-se que nado ocorra transmissdo destas leveduras de homem a
homem, revelando assim, a importancia da interacdo entre o estado de portador e

fatores predisponentes ao estabelecimento da doenca.

Makela e colaboradores (2003) relataram a ocorréncia de 18 cepas de T. inkin

isoladas de secrecdo vaginal, concluindo que T. inkin €é encontrado
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ocasionalmente em culturas vulvovaginais e usualmente como n&o patogénico.
Essa colonizacdo transitéria tende a ocorrer em maior predominancia em
mulheres afro-descendentes com algum tipo de perturbacdo na microbiota vaginal

(vaginose bacteriana e tricomoniase) e aumento do pH.

As infecgOes invasivas por Trichosporon spp. sao geralmente precedidas da
colonizacdo do trato respiratério ou gastrointestinal, sendo comum nestes
pacientes a presenca de cateter venoso em posicao central (Walsh et al., 1990;
1992, 2004; Lussier et al., 2000).

1.5. Infec¢cdes por Trichosporon spp.

1.5.1. Infeccdes Superficiais

O género Trichosporon foi criado com a espécie T. beigelii para acomodar o
agente da micose superficial Piedra branca (Guého et al. 1992). Essa infeccéo é
benigna, assintomatica que acomete o pelo, formando nédulos claros dispostos
irregularmente, compostos por elementos fungicos compactados, facilmente
destacados do pélo e ndo ocorre a invasao dos foliculos, mas os pélos podem,

eventualmente, se tornar quebradicos (Guého et al. 1992).

Os ndédulos podem ser observados a olho nu nos pélos da area genital, couro
cabeludo, barba e bigode (Avram et al., 1987; Benson et al., 1983; Kalter et al.,
1986). Fatores socioecondmicos, higiénicos, sexo e habitos sexuais sao
determinantes na prevaléncia da Piedra branca (Stenderup et al., 1986; Ellner et
al., 1993; Trérizol-ferly et al., 1994).
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Piedra branca é prevalente nas regifes de clima temperado e tropical, porém
existem casos descritos nha Escandinava (Stenderup et al., 1986). As leveduras do
género Trichosporon sdo bem adaptadas para crescerem nas camadas lipidicas
mais externas do eixo pilar, sendo o Unico género capaz de produzir estes ndédulos
caracteristicos. As principais espécies de Trichosporon encontradas na Piedra
branca sdo predominantemente T. inkin (em pélos pubianos) e T. ovoides (em
cabelos) (Rippon, 1988). Intertrigo € um sinal muito observado no sul da india,
onde as regides genitocrural e perianal sdo acometidas, sendo T. inkin a espécie
mais relacionada a esse tipo de infeccdo (Herbrecht et al., 1993). Pulvirenti e
colaboradores (2006) descreveram uma infeccdo cutanea superficial com dois
anos de evolugdo em um adolescente imunocompetente, causada por T. asahii,
evidenciando o carater patogénico dessa espécie de Trichosporon. Outras
infeccbes superficiais também podem ser causadas por Trichosporon spp.
incluindo onicomicoses e otomicoses (Reirsol, 1955; Fusaro and Miller 1984;
Martins et al., 2007). T. asahii tem sido descrito como agente causador de quadros
de pneumonia alérgica no Japao (Takayoshi et al., 1995; Nishiura et al., 1997; Yoo
et al., 1997, Groll & Walsh, 2001).

1.5.2. Infec¢cdes invasivas por Trichosporon spp.

O género Trichosporon tem sido relatado como a segunda causa mais comum
de infeccbes por leveduras apdés o género Candida em pacientes com doencas
hematoldgicas malignas, casos onde a mortalidade € da ordem de 80%, mesmo
com o tratamento com anfotericina B (Flemming et al., 2002; Walsh et al., 2004). O
primeiro caso de infec¢cdo disseminada por Trichosporon (tricosporonose) foi
descrito por Watson & Kallichurun (1970) e era proveniente de uma mulher de 39
anos de idade que apresentava cancer no pulmdo com metastase cerebral, cuja

cultura revelou T. beigelii.
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A tricosporonose é uma doenca fungica do tipo invasiva acometendo,
principalmente, individuos imunocomprometidos. As infec¢des invasivas por
Trichosporon spp. sdo geralmente precedidas da colonizacao do trato respiratorio
ou gastrointestinal (Walsh et al., 2004) e estao relacionadas, particularmente, as
enfermidades hematolégicas malignas, como linfomas e leucemias. Pacientes
submetidos a transplantes de 6rgéos, principalmente de medula 6ssea, por seu
estado de profunda depressdo imunoldgica, estdo sujeitos as infec¢cdes por
Trichosporon spp. (Tashiro et al., 1995; Kremery et al., 1999). Outros fatores de
risco para estabelecimento da infeccdo sdo: AIDS, longos periodos com a
presencga de cateter venoso na posicdo central, uso cronico de corticosteroides e
cirurgias de valvulas cardiacas (Barchiesi et al., 1993; Walsh et al., 1993; Spanik
et al., 1995).

Existem duas apresentacdes clinicas de tricosporonose: localizada e
disseminada; a primeira forma € caracterizada por infec¢cdes confinadas a um
anico 6rgédo ou sistema e na segunda apresentacao existe a invasao de 2 ou mais
orgaos e perpetuacdo hematogénica. As regides mais freqientemente atingidas
sdo as valvulas cardiacas, peritbnio, feridas cirurgicas e sistema nervoso central
(SNC) (Cox & Perfect, 1999).

Haupt e colaboradores (1983) estudaram 353 pacientes neutropénicos em
decorréncia da quimioterapia para tumores hematoldgicos ou transplantes de
medula 6ssea. Essa investigacdo evidenciou que 13 (3,7%) deste pacientes
desenvolveram culturas positivas para Trichosporon spp. nas amostras de pele,
fezes e urina. Dois desses pacientes desenvolveram infec¢des disseminadas por

apos se tornarem neutropénicos.

Herbrech e colaboradores (1993) ressaltam em seus estudos que 73% dos

pacientes apresentavam neoplasias como doencas de base, principalmente,
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leucemia aguda e, consequentemente, neutropenia induzida pelo tratamento

quimioterapico.

Ha inumeros estudos sobre infec¢des invasivas por Trichosporon spp.
(Kataoka-Nishimura et al. 1998; Kim et al., 2001, Meyer et al., 2002, Yang et al.,
2002, Rodrigues et al., 2006), apresentando diferentes quadros clinicos, sendo
neutropenia intensa fator comum. Contrariando essa constante, ha casos de
endocardites consideradas infecgcdes disseminadas, ndo apresentando neoplasias
ou neutropenia como doenca de base (Madhavan et al., 1976; Marier et al., 1978;
Mogahed et al., 1981; Reyes et al., 1985; Reinhar et al., 1988; Martinez-Lacaza et
al., 1991; Keavy et al., 1991).

As manifestacbes clinicas mais frequentes da tricosporonose séo febre,
comprometimento pulmonar e lesdes cutdneas. A infeccdo pulmonar por
Trichosporon pode estar associada a outros patégenos fungicos como Aspergillus
(Saul et al., 1981; Hoy et al., 1986; Walsh et al., 1986) e Candida (Hoy et al., 1986;
Kimura et al., 1989). O figado € freqientemente acometido na tricosporonose,
assim como em outras infec¢bes fangicas, sendo que hematuria, proteindria,
insuficiéncia renal podem ser observadas (Walsh, 1989). Outros relatos de
tricosporonose invasiva foram publicados por Kirmani et al., (1980), Henwick
et al., (1992), Kataoka-Nishimura et al., (1998); Kim et al., (2001), Meyer et al.,
(2002), Yang et al., (2002), Rodrigues et al., (2006). Segundo estes autores a
maioria dos pacientes com este tipo de infeccdo apresentava neutropenia

intensa.

Segundo esse cenario, a espécie mais associada a este tipo de infeccéo
invasiva é T. asahii, seguido por T. mucoides e T. inkin (Fleming et al., 2002;
Madariaga et al., 2003). Recentemente, evidéncias clinicas e microbiologicas

confirmaram as espécies T. loubieri e T. pulullans como patégenos humanos e
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demonstraram a sua capacidade em causar infec¢des invasivas (Marty et al.,
2003; Lestini and Church, 2006).

Segundo Tashiro et al., (1994) as infec¢bes ocasionadas por Trichosporon
podem apresentar um diagndstico dificil, o que reflete subestimacdo da real
incidéncia desta doenca. Na autopsia de 203 pacientes com doencas malignas, a
pesquisa, por imunohistoquimica e cortes histoldgicos, evidenciou a infeccéo por
Trichosporon em 7,7% dos casos. Essa infeccdo é associada com alta taxa
mortalidade e progndéstico ruim. Neutropenia ocasionada por quimioterapia
citotoxica € o principal fator de risco para a infec¢do profunda por Trichosporon
spp. (Ando et al., 1990,1991).

1.5.3. Infec¢cdes por Trichosporon no Brasil

As infeccdes por Trichosporon spp. no Brasil, especialmente os estudos de
casos de Piedra branca, tém sido relatadas desde 1930, quando Fonseca Filho,
(1930) publicou trabalho estabelecendo comparacdes entre as Piedras

identificadas na Europa, Asia e nas Américas.

Segundo Magalhées et al., (2008) o Brasil é o pais que apresenta 0 maior
numero de casos publicados de Piedra branca genital (Brito & Costa 1966,
Londero et al., 1966, Carneiro et al., 1971, Carneiro et al., 1973, Fishman et al.,
1980, Zaror et al., 1989, Almeida et al., 1990). Os casos brasileiros de Piedra
branca provenientes de pelos do couro cabeludo sdo originarios dos Estados da
Paraiba, de Sdo Paulo e do Rio de Janeiro (Carneiro et al., 1971, 1973; Gondim-
Goncalves et al., 1991; Rodriguez Tudela et al., 2000, Pontes et al., 2002%; Nora et
al.,, 2002; Diniz & Souza Filho, 2005; Roselino et al.,, 2008). Existem casos
descritos de Piedra branca em outras regifes anatémicas, em diversos estados do

Brasil, como Pard, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Paraiba e

11
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Espirito Santo (Brito & Costa, 1966, Londero et al., 1966, Fischman et al., 1980,
Zaror et al., 1989, Roselino et al., 2008, Gondim-Goncalves et al., 1991, Nora et
al., 2002, Pontes et al., 2002a, Pontes et al., 2002a , b, Diniz & Souza Filho, 2005).

Martins e colaboradores (2007) relataram a ocorréncia de onicomicoses
causadas por Trichosporon spp. no Estado de S&o Paulo. Apesar do elevado
namero de estudos publicados a identificacdo da espécie de Trichosporon
presente nessas infeccdes ndo é realizada na maioria das vezes (Pontes; et al.,
20022 b).

Entretanto, trabalhos mais recentes apresentam maior preocupacdo com a
identificacdo dos isolados, independentes de serem provenientes de origem
superficial ou profunda. Roselino et al., (2008) estudaram 5 isolados oriundos do
couro cabeludo e identificaram como T. cutaneum. Magalhdes et al., (2008)
estudaram 10 isolados clinicos de Piedra branca genital e do couro cabeludo e
identificaram T. ovoides como a espécie predominante (7 isolados), seguida por T.

inkin (2 isolados) e um isolado néo foi possivel de ser identificado.

Febré e colaboradores (1999) caracterizaram dois isolados de Trichosporon
oriundos de urina de pacientes internados em centro de tratamento intensivo (CTI)
fazendo uso de sonda vesical. Os isolados foram identificados como T. inkin e T.
ovoides, ambos resistentes a anfotericina B. Neves et al., (2002) isolaram uma

cepa de cavidade oral que foi identificada como T. pullulans.

Em contraste com o grande namero de casos superficiais de infecgbes por
Trichosporon spp., 0s episédios de doenca invasiva sdo mais raros ou tém sido
pouco diagnosticados ou estudados. Rodrigues et al., (2006) realizaram estudo
retrospectivo de 1999 a 2005 em um hospital do Rio Grande do Sul e descreveram

22 casos clinicos de tricosporonoses por T. asabhii, isolados de 30 amostras

12



1-Introdugdo

clinicas (23 de urina, 3 de sangue, 2 de liquido de ascite, 1 de liquido de didlise e
1 de liquido pleural).

Moretti-Branchini et al., (2001) descreveram dois casos de tricosporonose
invasiva em pacientes transplantados de medula éssea no Hospital das Clinicas
da Universidade de Campinas (Unicamp), Estado de Sao Paulo. Um dos pacientes
apresentou cultura de ponta de cateter e swab anal positivos para T. inkin. O
segundo paciente desenvolveu neutropenia intensa devido a quimioterapia,
apresentando em seguida hemocultura positiva em que o isolado foi erroneamente
identificado como Candida spp. Posteriormente, verificou-se que se tratava de T.

asahii var. asabhii.

Chagas-Neto et al., (2008) analisaram infeccbes de corrente sanguineas
causadas por Trichosporon spp. por meio de sequénciamento da regido 1GS1
dessas leveduras e encontraram T. asahii como espécie prevalente, seguida por

T. asteroides, T. coremiiforme e T. dermatis.

Recentemente, Ribeiro et al., (2008) realizou a identificagcdo molecular de 21
isolados brasileiros de Trichosporon spp. provenientes de urina (n=3), unhas
(n=8), sangue (n=3), pele (n=4), mucosa vaginal (n=2) e couro cabeludo (n=1).
Destes isolados foram descritas 6 espécies de Trichosporon: T. asahii foi
predominante (43%), seguido por T. faecale (24%) e T. inkin (14%). Dos isolados
de origem profunda, T. asahii foi isolado em 83% dos espécimes clinicos,

enquanto espécies nao-T. ashaii corresponderam a 17%.

1.6. Terapia associada ao género Trichosporon.

A terapia antifungica para as infec¢cdes causadas por leveduras do género
Trichosporon € controversa. Anaisse et al., (1992) demonstraram que essas

leveduras sao resistentes a anfotericina B. Além disso, a atuacdo fungicida da
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droga ndo tem sido observada em pacientes granulocitopénicos (Walsh et al.,
1990).

Testando a suscetibilidade de 39 isolados de Trichosporon contra 0s seguintes
antifangicos: anfotericina B, fluconazol, itraconazol, voriconazol, posaconazol e
ravuconazol, Paphitou e colaboradores (2002) demonstraram que os MICs
(Concentracdo Inibitéria Minima) para o polieno testado foram relativamente
elevados quando comparados aqueles apresentados pelos azodlicos, sugerindo

uma superioridade em relacéo a anfotericina B.

Falhas terapéuticas foram relatadas utilizando fluconazol, anfotericina B e
combinagdes de ambas as drogas. Da mesma forma, ha relatos de isolados de T.
asahii naturalmente resistentes a anfotericina B, fluconazol, itraconazol e 5-
fluorocitosina (Paphitou et al., 2002; Makimura et al., 2004). Além disso, as
equinocandinas apresentam pouca atividade contra Trichosporon spp. sendo
pouco recomendadas terapeuticamente (Walsh, et al.,, 2004). Os autores
concluiram que os azois demonstraram maior eficiéncia do que a anfotericina B e
gue essa droga €& contra-indicada como uUnico principio para tratamento da

tricosporonose (Paphitou et al., 2002).

Estudos sugerem que o perfil de sensibilidade apresenta variacdes segundo a
espécie de Trichosporon (Garcia-Martos et al.,, 2001). Trichosporon cutaneum,
uma espécie freqlentemente associada as infeccbes superficiais demonstrou
suscetibilidade aos antifungicos: anfotericina B, fluconazol, itraconazol,
cetoconazol e 5-fluorocitosina. Por outro lado, outra espécie, T. mucoides, mais
associada a processos invasivos, mostrou ser resistente a anfotericina B (Garcia-
Martos et al., 2001).

Outros pesquisadores trazem a informacdo de que isolados envolvidos com

fungemias, como T. asahii, ja comecaram a demonstram resisténcia as
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formulagbes mais modernas como anfotericina B lipossomal e aos triazdlicos,

como voriconazol, testadas in vivo (Bassetti et al., 2004).

Apesar do aumento expressivo dos casos de tricosporonose localizada e
disseminada, bem como, os relatos de infeccdo refrataria a terapéutica
convencional, estudos sobre a sensibilidade in vitro de Trichosporon spp. ainda
sdo raros, ocasionando uma quantidade limitada de informagdo a respeito do

tratamento de escolha para essas infeccoes.

1.7. Diagnostico e Identificacéo.

O aumento das infec¢bes oportunisticas, com prognostico ruim, em pacientes
imunodeprimidos hospitalizados, implicou em aprimoramento e desenvolvimento
de técnicas diagnosticas que apresentassem maior especificidade, sensibilidade e
rapidez nos resultados, substituindo ou complementando as técnicas de
identificacdo das espécies de Trichosporon, incluindo desde a caracterizacéo
morfoldgica e bioquimica até o]

uso de ferramentas moleculares.

1.7.1. Identificacéo fenotipica do género Trichosporon.

Os métodos fenotipicos sdo amplamente utilizados em laboratorios de rotina
na micologia médica e baseiam-se em caracteristicas fisiologicas, como
assimilacdo de diferentes fontes de carboidratos, degradacdo da uréia e
caracteres morfolégicos (artroconidios, blastoconidios, hifas e pseudo-hifas).
Contudo, diversos autores tém relatado a interpretacdo dos resultados obtidos
como subjetiva e varidvel, demonstrando uma acuracia limitada desses testes
(Gueho et al., 1992; Sugita et al., 1994, 1995; Walsh et al., 2004, Chagas et al.,
2008).
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Segundo Herbrech e colaboradores (1993), as culturas de sangue
provenientes de pacientes com tricosporonose constituem um bom método de
isolamento de Trichosporon, sendo positivas em 79% dos casos revisados. Por
outro lado, as culturas de escarro e lavado bronco alveolar foram positivas em
menos da metade dos pacientes e as bidpsias de pele foram positivas em 18%
dos casos.

O teste de latex para antigeno de Cryptococcus neoformans pode ser positivo
em pacientes com tricosporonose disseminada (Campbell et al., 1985; McManus
et al., 1985; Walsh et al., 1990; Melcher et al., 1991). McManus and Jones (1985)
descreveram um caso de tricosporonose em paciente transplantado de medula
O0ssea que apresentou teste de aglutinagdo com latex falso positivo para
Cryptococcus neoformans. Estudos comprovaram a estreita relacdo entre os
géneros Cryptococcus e Trichosporon (Guého et al., 1993). Estes dois fungos tém
antigenos em comum, por isso é possivel a ocorréncia de reagédo cruzada durante
a realizacao da prova de antigeno polissacarideo criptocécico em pacientes com

tricosporonose (Mcmanus & Jones, 1985; Melcher et al., 1991).

Bidpsia de lesédo cutanea pode ser uma ferramenta util para o diagnostico de
tricosporonose, pois 77% de pacientes com lesdes cutaneas demonstraram a
infeccdo por Trichosporon em exames histolégicos ou micolégicos, porém a
manifestacdo dessas lesdes pode ocorrer de forma tardia, adiando o tratamento
(Herbrech et al., 1993).

Neste contexto, deve-se somar as inconsisténcias de resultados ao déficit de

acuracia e especificidade dos métodos de identificacdo comerciais, sejam eles

automatizados ou nao.
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Os sistemas comerciais de identificacdo de leveduras mais utilizados na rotina
laboratorial podem ser divididos em: Automatizados (Vitek System® (BioMérieux
Vitek, Hazelwood, EUA); Baxter MicroScan® (Baxter MicroScan, West Sacrament,
EUA) e ndo automatizados (APl 20C AUX (BioMérieux — Vitek, Inc., Hazelwood,
Mo. ; ID 32C (BioMérieux — Marcy I'Etoile — Franca); RaplD Yeast Plus System
(Innovative Diagnostic System, Norcross, Ga., EUA). A utilizacdo destes métodos
apresenta limitagbes como a necessidade de provas adicionais (urease e
sensibilidade a cicloheximida), realizacdes de provas de micromorfologia, base de
banco de dados limitadas (ainda apresentam identificagdo pelo taxon extinto = T.
beigelii) e ainda identificagbes inconsistentes e incongruéncias foram relatadas.

1.7.2. Identificac&o genotipica do género Trichosporon.

Para resolver esse quadro obscuro na identificacdo dessas leveduras surgiram
métodos moleculares como boa alternativa aos métodos classicos (fenotipicos),
uma vez que apresentam alta reprodutibilidade e objetividade na interpretacdo dos
resultados (Pfaller et al.,1995).

As ferramentas moleculares tém revolucionado especialmente a taxonomia e a
epidemiologia das leveduras do género Trichosporon. A técnica da PCR tem sido
a mais promissora, associada ao sequenciamento de regides conservadas do
genoma, representadas por genes ribossomais (Sugita et al., 1997, 1998). Estes
genes tém regides muito conservadas, alternadas por regibes variaveis, ideais
para comparacdes intra-especificas e interespecificas. Além disso, apresentam
multiplas cépias no genoma, ndo codificam proteinas, apresentam cdépias em
“tandem”, podem ser tratadas como um gene unico e estdo presente em todos os
organismos, compartilhando assim uma mesma origem evolutiva (Guarro et al.,
1999).
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Sugita e colaboradores (1998) realizaram a construgcdo de uma &arvore
filogenética para as espécies deste género, construida a partir da comparacao das
sequéncias de nucleotideos da subunidade menor (small subunit - SSU) e da
subunidade maior (large subunit - LSU) do rDNA (DNA ribossomal). Seguindo uma
sequéncia de trabalhos publicados sobre a taxonomia de Trichosporon spp.,
Sugita et al., (1999) sequenciaram os espacadores transcritos internos (internal
transcriber spacer - ITS1 e ITS2) de Trichosporon spp. e propuseram 17 espécies
e cinco variedades dentro do género Trichosporon, concluindo que as seis
espécies clinicamente relevantes poderiam ser identificadas por suas sequéncias
de ITS.

Sugita et al., (2002) determinaram a sequUéncia da regido espacadora
intergénica (intergenic spacer - IGS1) que esta localizada entre os genes 26S e 5S
do rDNA em 25 espécies de Trichosporon. A seqiiéncia da regido IGS1 variou em
comprimento de 195 pares de base (pb) a 704 pb. A andlise comparativa das
sequéncias de nucleotideos sugeriu que estas variacbes eram maiores na regiao
IGS1 que as das regides de ITS. A utilizacdo desta regido do rDNA para
sequenciamento tem grande potencial como ferramenta diagnostica e

epidemioldgica nas tricosporonoses, além de estudos sobre filogenia.

Outro estudo utilizando a regido IGS1 foi realizado por Rodriguez-Tudela et al.,
(2005) onde conseguiram identificar em nivel de espécie todos os isolados de
Trichosporon spp. Entretanto, quando tentaram identificar até a espécie esses
mesmos isolados por métodos fenotipicos, ndo houve equivaléncia com o0s

resultados obtidos com a identificacdo por sequénciamento da regido IGS1.
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1.8. Fatores de viruléncia

A patogenicidade ou viruléncia de um microrganismo € definido como sua
capacidade de determinar doenca, que é mediada por multiplos fatores. Apesar de
certos aspectos da viruléncia serem determinados geneticamente, eles s&o
expressos pelos microrganismos apenas quando existem condigcbes ambientais
favoraveis, tais como teor nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatura
(Alvares et al., 2007). Essas condi¢des sdo especificas para cada microrganismo
e para cada isolado de determinado agente. Podem variar de hospedeiro para
hospedeiro e mesmo entre os diferentes tecidos de um mesmo hospedeiro
(Ghannoum & Radwan, 1990).

Hogan e colaboradores (1996) definem fator de viruléncia em fungos de
importancia médica como qualquer fator que um fungo possua que seja capaz de
aumentar sua viruléncia em um determinado hospedeiro, destacando como fatores
relevantes a habilidade da cepa crescer a temperatura de 37°C e no pH fisiolégico,
assim como a capacidade de mudar sua morfologia, dependendo do estado de

parasitismo, como ocorre nos fungos dimorficos.

As principais propriedades ligadas as células fungicas que lhes conferem a
capacidade de produzir doenca incluem adeséo a substratos inertes e biologicos,
desenvolvimento da forma filamentosa, variabilidade fenotipica (switching),
variabilidade genotipica, producéo de toxinas e enzimas extracelulares hidroliticas,
variabilidade antigénica, imunomodulacdo dos mecanismos de defesa do
hospedeiro que constituem os fatores mais importantes para o desencadeamento
de infec¢bes (Lacaz et al., 2002; Ghannoum and Radwan, 1990). Nenhum deles
parece ser responsavel individualmente pela patogenicidade, mas ha uma
combinacdo de diferentes fatores que atuam em determinadas fases da
infeccdo (Biasoli et al., 2002; Odds, 1998).
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A aderéncia permanente entre 0 microrganismo invasor e o tecido do
hospedeiro compde o0 evento inicial na patogénese das doencas infecciosas e
requer o estabelecimento de ligacbes especificas entre estruturas
complementares existentes na superficie do patdégeno e da célula epitelial
(Ghannoum and Radwan, 1990). Entretanto, alguns microrganismos nao
invasivos permanecem aderidos a superficie hospedeira, enquanto outros utilizam
essa adesdo como a primeira etapa para a invasao tecidual. Nao foi encontrado

nenhum estudo de aderéncia realizado com leveduras do género Trichosporon.

Outro fator amplamente estudado e bem determinado para a patogénese
fungica € a producdo de exoenzimas. Segundo Wain et al., (1964), as infeccbes
causadas por Candida spp. estéo relacionadas diretamente com a producéao de
exoenzimas, especialmente proteinases e fosfolipases e, atualmente, elas tém
sido consideradas um dos mais importantes fatores de viruléncia em C. albicans
(Ghannoum, 2000; Schaller et al. 2003). No género Trichosporon apenas o
trabalho de Dag & Cerikgioglu (2006) cita fatores de viruléncia. Eles estudaram a
producédo de proteinases acidas, fosfolipases e esterases, producdo de biofiime e
as propriedades hidrofébicas de 48 isolados de T. asahii de origem clinica e

saprofita encontrando atividade enzimatica apenas nos ensaios de esterases.

A analise da atividade enzimatica extracelular apresenta extensa colaboracao
para o esclarecimento de muitos aspectos relacionados com a ecologia e a
patogenicidade dos fungos. Esses aspectos foram muito bem estudados no
género Candida, levedura considerada a mais importante em infeccdes
superficiais e invasivas em seres humanos. A pesquisa da atividade de
exoenzimas foi estudada em Basidiomycetes como os do género Malassezia e
Trichosporon (Naglik et al., 2004; Ichikawa et al., 2004). Apesar das varias
pesquisas sobre o papel de fatores de viruléncia na patogenicidade de

Trichosporon spp., pouco foi esclarecido, requerendo novas investigacées.
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2. Justificativa

2. JUSTIFICATIVA

Segundo o cenario exposto observamos que o género Trichosporon apresenta
uma gama muito extensa de infec¢gdes humanas que podem ser refratarias as
principais drogas disponiveis comercialmente, tornando-se evidente que ha
poucas informacdes disponiveis sobre as caracteristicas das infec¢des por este
patdgeno, principalmente nos hospitais brasileiros. Ha, entdo, a necessidade da
realizacdo de estudos que permitam a caracterizacao do perfil epidemiolégico da
infecgdo por Trichosporon identificando as espécies mais prevalentes, bem como
suas relacdes entre fatores associados a viruléncia das espécies que ocorrem em

Nnosso meio.

Dessa maneira, 0 presente estudo propfe a identificar quais as espécies do
género Trichosporon prevalentes em nosso meio, comparando as técnicas de
identificacdo molecular e fenotipica e as possiveis correlacbes entre fatores de
viruléncias dos isolados obtidos de colonizacéo de pele de individuos normais e de

infeccbes de urina e cateter de individuos internados em UTIs.
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3. OBJETIVOS

3.1. Investigar a frequéncia de isolamento das leveduras do género
Trichosporon que compde a microbiota da pele da regido inguino-crural de
voluntarios sadios do sexo masculino, relacionando-os quanto a idade, etnia,

grau de escolaridade e estado civil .

3.2. Identificar as espécies dos isolados de Trichosporon spp. obtidas da
pele (superficial), urina e cateter (profundos) através de métodos classicos
(fenotipicos) e moleculares ( genotipicos).

3.3. Avaliar a os perfis dos fatores de viruléncia estudados (enzimas
extracelulares e ensaio de adesdo) nos isolados de origem superficial e

profundos.

3.4. Realizar a andlise filogenética dos isolados de Trichosporon spp. de

origem superficial e profunda.

3.5. Analisar o polimorfismo das sequéncias da regido IGS-1 de T. asabhii

e classificar os isolados dessa espécie quanto aos seus bidtipos.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Origem dos isolados de Trichosporon “superficiais” e “profundos”.

4.1.1. Isolamento de Trichosporon spp. de origem superficial pela
técnica do quadrado de tapete (Mariat & Tapia, 1966).

No periodo de Abril/2006 a Margo/2008 foram coletados materiais de
1004 individuos do sexo masculino que compareceram para consultas nos
ambulatorios de dermatologia da UNIFESP e do Hospital Helidpolis, Sado Paulo.
Utilizamos como critério de inclusdo: individuos do sexo masculino e néo
apresentar lesdes de pele na regido de coleta. O material biologico foi coletado
por friccdo de um quadrado de tapete esterilizado (3x3 cm) na regiao escrotal e
perianal. Posteriormente, os carpetes foram pressionados diretamente em placa
de Petri, contendo agar Sabouraud dextrose (caseina 20g/L, dextrose 40 g/l,
agar bacteriolégico 15g/L e cloranfenicol 0,05g/L- Difco®, Becton, Dickinson and
Company, EUA), a 25°C e observado o crescimento de fungos (Mariat and
Tapia, 1966).

4.1.2. Cepas padrao de Trichosporon spp.

Ao estudo foram adicionadas cepas padrdo, representativas de 5
espécies de relevancia clinica do género Trichosporon: Trichosporon asabhii
(CBS 2530), Trichosporon asteroides (CBS 2481), Trichosporon inkin (CBS
5585), Trichosporon mucoides (CBS 7625) e Trichosporon ovoides (CBS 7556)
com a finalidade de comparacdo para os estudos de identificacdo classica
(bioguimica e morfolégica) e moleculares de identificacdo de espécies. A origem

e 0s sitios de isolamento dessas cepas estdo descritos na tabela 1.
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Tabela 1. Cepas padrao utilizadas como referéncia, segundo origem,

local de isolamento e espécie.

N° da Colegéao Origem Sitio Espécie
CBS 2530 Brasil abscesso Trichosporon asahii var. asahii
CBS 2481 Suica Pele Trichosporon asteroides
CBS 5585 - Pele Trichosporon inkin
CBS 7625 Bélgica Meningite Trichosporon mucoides
CBS 7556 - Piedra branca Trichosporon ovoides

* Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)

4.1.3. Isolamento de Trichosporon spp. de origem profunda.

Para os isolados “profundos” foram selecionados isolados de cultura de
urina e de cateter de pacientes internados em unidades de terapia intensiva

(UTI) dos hospitais acima citados.

4.2. Teste para verificagcdo da pureza das amostras.

A obtencdo de culturas puras e isoladas € um passo fundamental na
identificacdo de leveduras. Para descartar uma possivel contaminacdo por
outros géneros de leveduras, especificamente Candida spp., todas as amostras
foram incubadas em meio cromogénico seletivo CHROMagar Candida® (Difco®,
Becton, Dickinson Company, EUA) para certificacdo da pureza do cultivo. Apdés
48h de incubacdo a 35°C foram selecionadas as colbnias apresentando a
mesma coloracdo, sendo posteriormente cultivadas novamente por 48h de
incubacdo a 35°C, em &gar Sabouraud dextrose (Difco), para posterior

identificacao.
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4.3. Identificagcdo fenotipica e fisiologica dos isolados de
Trichosporon spp., segundo Guarro & De Hoog, 2000.

A identificacdo do género Trichosporon foi baseada em aspectos micro e
macromorfoldgicos da colénia e na producéo de urease em meio de agar uréia

de Christensen.

A identificacdo em nivel de espécie foi baseada em resultados de testes
bioquimicos de assimilacdo de carboidratos (Wickerham, 1951). Para a
interpretagéo do perfil bioquimico das culturas utilizamos as fontes de carbono
descrito na tabela 2, que foi elaborada segundo recomendac¢des de Guarro & De
Hoog, (2000).

Tabela 2. Chave de identificacdo das espécies de relevancia clinica do género
Trichosporon, segundo parametros bioguimicos e morfologicos (Guarro & De
Hoog, 2000,).

la Crescimento com melibiose como fonte de carbono.................... 2
1b Sem crescimento com melibiose como fonte de carbono............. 3
2a Tolerante a cicloheximida..........ccccvviriiiiiee i T. mucoides
2b Nao tolerante a cicloheXimida..........ccccovveiiiieiienin e T. cutaneum
3a Crescimento com myo—inositol e sem crescimento com L-arabinose
.................................................................................... T. inkin
3b Sem crescimento com myo—inositol e crescimento com L-arabinose
...................................................................................... 4
4a Colbnia com crescimento muito lento e formacao de células
MENSIEMALICAS. ....eeeeeeiee et T. asteroides
4b Colbnia e microscopia com outras caracteristicas..............ccccuuues 5
5a Presenca de célula apressoria nas culturas em laminas.............. T. ovoides
5b Auséncia de célula apresséria nas culturas em laminas............... 6
6a Artroconidios em forma de barril ; auséncia de células
MEMSTEMALICAS. ..eeiiieeiieescteie e e e e e T. asahii
6b Artroconidio alongado ou células meristematicas..............cc.uc...... T. asteroides
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4.3.1 Avaliacdo de caracteristicas morfoldgicas

4.3.1.1. Estudo macromorfolégico

O estudo macromorfolégico foi realizado através da obtencéo de colbnias
gigantes em agar Sabouraud dextrose (Difco®) a 30°C, periodo de 3 a 5 dias.
Analisamos o0s aspectos de relevo, cor e textura, segundo caractéres
macromorfolégicos marcantes desse género de leveduras, como aspecto
cerebriforme e estrias radiais de suas coldnias, relevantes para identificacao
do género Trichosporon.

4.3.1.2. Estudo micromorfolégico

A partir dos cultivos de Trichosporon spp. foram feitos microcultivos em
lamina, segundo Lacaz e colaboradores (2002). Com auxilio de alca de platina a
col6nia de levedura suspeita de Trichosporon spp. foi semeada em trés estrias
paralelas em placa de Petri contendo o meio agar fuba suplementado com 1%
de Tween 80 (fuba 40g, Tween 80 - LabSinth 10mL, agua destilada g.s.p. 1.000
mL) com a finalidade de estimular a formacdo do miceélio reprodutivo. As estrias
foram cobertas com laminula estéril e em seguida as placas foram incubadas a
30°C, durante 48-72 h.

Apés a incubacado, as placas foram observadas ao microscopio Optico
(100X e 400X) pesquisando-se por estruturas de reproducdo assexuada:
blastoconidios, hifas hialinas, artroconidios e presenca de célula apressoria
(Lacaz et al., 2002; Sidrim & Rocha, 2004).
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4.3.1.3. Caracterizacao bioquimica dos isolados (Guarro et al., 2000)

4.3.1.3.1. Prova de hidrélise da uréia

Todas as amostras foram submetidas ao teste de produgéo de urease em
meio &gar uréia de Christensen (Christensen, 1946) (Meio base = fosfato de
potassio monobasico 2g; cloreto de sddio 5g; vermelho de fenol 12mg; glicose
1g; peptona 1g; &gar bacteriol6gico 20g - Difco®, EUA e agua destilada — g.s.p.
1000 mL, acrescido de dois mL de solucéo de uréia = 2,2 g- g.s.p. 11 mL). A
hidrélise da uréia foi observada através da mudanca da coloracdo do agar, do
amarelo para réseo intenso, indicado pelo vermelho de fenol (indicador de pH)
devido a alcalinizacédo do meio de cultura (Lacaz, et al., 2002; Sidrim & Rocha,
2004). Cepas de referéncia (CBS 2530) e de Geotrichum spp. foram utilizadas

como controles positivo e negativo, respectivamente.

4.3.1.3.2. Assimilacao de carboidratos (auxanograma) (Lodder
& Kreger-Van-Rij, 1970).

Neste teste fisioldégico avalia-se a capacidade do microrganismo utilizar
variadas fontes de carbono como fonte de energia. Foi utilizado o meio de
cultura denominado - meio C (sulfato de aménio 5 g; fosfato de potassio
monobasico 1 g; sulfato de magnésio 0,5 g; agar bacteriologico 20 g - Difco®,
EUA e agua destilada — g.s.p. 1000 mL) destituido de qualquer fonte de carbono.
Neste meio base adicionou-se uma suspensado da levedura a ser testada, com
turbidez previamente ajustada a escala n° 0,5 de McFarland. Apos a
solidificacdo do meio, pequenas aliquotas de diferentes acglcares (dextrose, L-
arabinose, sorbitol, melibiose, Myo-inositol) foram adicionadas em pontos
distintos da placa. Para controle positivo do teste utilizou-se dextrose. As placas
de Petri foram incubadas a 30°C e as leituras foram realizadas a cada 24 horas,

por um periodo de até uma semana.
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A leitura foi feita pela presenca de halo de turbidez resultante do
crescimento e indica prova de assimilagdo positiva para a cada substrato
adicionado (Lacaz et al., 2002; Sidrim & Rocha, 2004). Os resultados foram
analisados e comparados. (Ver a tabela 02 preconizada por De Hoog & Guarro,
2001).

4.3.1.3.3. Testes de sensibilidade a temperatura e a

cicloheximida.

Testes adicionais foram realizados com todas as amostras, como a
capacidade de crescimento na temperatura de 37°C e a sensibilidade dos
isolados a presenca de cicloheximida na concentracao 0,1% presente no meio
de agar Sabouraud dextrose (Difco®).

4.4. |dentificacéo de leveduras do género Trichosporon por técnicas

moleculares.

Para realizacdo destes ensaios foram selecionados isolados
representativos dos dois grupos, sendo, 39 de origem superficial (colonizacao) e
26 isolados profundos, sendo 22 originarios de infeccao urinaria e 04 isolados de
cateteres, e cinco cepas de referéncia (CBS) totalizando 70 amostras. Todas as
amostras foram previamente identificadas por métodos bioquimicos e
identificadas por métodos moleculares para confirmacdo da identificacdo de

espécie e analise filogenética.
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44.1. Extragdo do DNA gendmico de amostras de
Trichosporon spp.

Todos os isolados selecionados foram semeados em estrias em placas
de Petri para obtengdo de unidade formadora de coldnia (UFC). Apenas uma
unidade formadora de colénia (UFC) de cada levedura foi semeada em placa de
agar Sabouraud dextrose e incubada a 30° C, durante 48 horas.

Em seguida, os isolados foram cultivados em 100 mL de meio caldo YPD
a 30°C, sob agitacéo constante de 50 rpm, por 24 horas, para a obtencéo de um
pré-inéculo. Deste pré-indculo, 100ul foram transferidos para 2 mL de caldo
YPD, incubado por 12 horas sob agitacdo orbital constante de 70 rpm,
constituindo um segundo pré-indculo com a finalidade de obter a maior
guantidade possivel de células leveduriformes jovens e, consequentemente,

mais faceis de romper a parede celular.

Na extracdo de DNA genbmico de Trichosporon spp. utilizamos o
protocolo de isolamento rapido e em pequena escala descrito por Wash e
colaboradores (1994), com algumas alteracdes. Para esse procedimento foram
transferidos 1,3 mL do pré-indculo n°2, para um tubo cénico de 1,5 mL
(Eppendorf, Hamburgo, Alemanha) e centrifugados a 6.000 rpm, por 3 minutos.
Posteriormente, as células foram lavadas em 1 mL de agua milli-Q esterilizada
por duas vezes sob as mesmas condi¢cdes de centrifugacdo descritas. ApOs
nova centrifugacdo, o sobrenadante foi removido e as células homogeneizadas
em 200 pL de tampéo protoplasto (100 uL deTris-HCI 100mM pH 7,5; 20uL de
EDTA 10mM; 2uL de Zymolyase 0,2mg/mL; 10uL de p Mercaptoetanol 10 pg/mL
e 870 uL de agua MiliQ) e incubadas por 2 horas a 37°C, agitando-se os tubos a

cada 30 minutos.
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Decorrido o tempo de incubacdo, as amostras foram homogeneizadas e
adicionados 200uL de solugéo de lise (20 uL NaOH 10N; 880 uL a&gua MiliQ; 100
uL de SDS 10%; Proteinase K a 20mg/mL) e incubadas por 20 minutos a 65°C.
Em seguida foram resfriadas rapidamente no gelo. Para precipitar as proteinas e
os restos celulares foram adicionados 200uL de acetato de potassio 5M, pH 5,4
e incubados por 15 minutos no gelo. A suspensao foi centrifugada em
velocidade de 15000 rpm por 3 minutos e o sobrenadante transferido para outro

tubo de microcentrifugacao (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha).

Ao sobrenadante foram adicionados 0,6 mL de isopropanol (Merck®), ou
seja, para cada 500uL de centrifugado obtido eram adicionados 300uL de
isopropanol e misturados gentilmente por inversdo e incubados a temperatura
ambiente, por 12 horas. Apoés a centrifugacdo por 5 minutos a velocidade de
15000 rpm o sobrenadante foi descartado e adicionado 1mL de etanol (Merck®)
a 70% ao precipitado, homogeneizado e misturado por inversao, incubado a
temperatura ambiente, por 10 minutos e novamente centrifugado por 10 minutos
a velocidade de 15000 rpm. A lavagem com etanol a 70% foi repetido e o

precipitado seco por 10 minutos foi submetido ao tratamento com RNAse.

4.4.2. Tratamento do DNA com RNAse

Para a purificacdo do DNA foi adicionado 98uL de agua milli-Q
esterilizada, 1 pL de Tris-HCI 1 M pH 7,5 e 1uL de RNAse a 10 mg/mL (MPbio,
Qbiogene, EUA) e colocados em banho-maria a 37° C por 1 hora. O DNA foi
precipitado com a adicdo de 10uL de acetato de sdédio 3M e 220uL de etanol

absoluto gelado.

A suspensao foi homogeneizada e incubada por 10 minutos em gelo e
centrifugada a 15.000 rpm, por 15 minutos, a 4° C. Apos, sobrenadante foi
desprezado e adicionados 500uL de etanol 80% para retirar o excesso de sal.

Em seguida, foi centrifugado novamente, como acima, o etanol evaporado e o
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precipitado seco por 10 minutos. A dissolucdo completa do precipitado foi

realizada em 50uL de milli-Q esterilizada.

4.4.3. Quantificacdo do DNA por espectrofotometria

Cinco (5) uL de DNA foram adicionados a 995 uL de 4gua bidestilada e
realizada leitura em espectrofotometro nos comprimentos de onda de 260 e
280 nm para verificar a razdo (260/280) entre os valores obtidos. Segundo
Sambrook e colaboradores (1989), a absorbancia igual a 1,0 contém
concentragcédo aproximada de 50ug/mL de DNA de dupla fita. A absorbancia
em 280nm de comprimento de onda também foi medida para verificar a
presenca de proteinas e calcular a pureza do DNA. A raz&o entre as leituras
DO260/DO2g0 permitiu uma estimativa da pureza do DNA e essa razdo deve se
manter entre 1,8 a 2,0. A razdo abaixo de 1,6 indica grande quantidade de
proteinas e contaminantes e na sua ocorréncia a extracdo deve ser realizada
novamente. Algumas amostras foram ainda quantificadas por visualizagcdo em
gel de agarose corado com brometo de etidio onde foram usados marcadores
“‘Low” e “High DNA Mass Ladder” (Gibco, BRL).

4.4.4. Regides amplificadas e oligonucleotideos para

identificacdo molecular

A escolha dos oligonucleotideos utilizados baseia-se na sua descricdo na
literatura, sua reprodutibilidade e, principalmente, sua capacidade de
identificacdo final em nivel de espécie dos isolados de Trichosporon. Duas
regides do DNA ribossomal (DNAr) tém recebido amplo destaque na taxonomia
do género Trichosporon e foram selecionadas para identificacdo dos nossos
isolados: regido do Espacador Interno Transcrito (ITS - “Internal transcribed
Spacer”) (Sugita et al., 1995; 1997; 1999) e regido Espacadora Intergénica 1
(IGS-1 - “Intergenic Spacer”) (Sugita et al., 2002; Rodriguez-Tudela et al., 2005).
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Os oligonucleotideos pITS-F (GTC GTA ACA AGG TTA ACCTGC GG) e
pITS-R (TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC) especificos para as regides ITS-1 e
ITS-2 do género Trichosporon preconizados por Sugita e colaboradores (1999)
foram utilizados por sua capacidade de identificar, por sequenciamento direto do
produto de PCR, 17 espécies e 5 variedades do género Trichosporon e

possibilitar a montagem de arvores filogenéticas dessas espécies.

O segundo par de oligonucleotideos 26SF-(IGS1-26SS) (5° -ATC CTT
TGC AGA CGA CTT GA- 3’) e 5SR -(IGS2-58S) (5-AGC TTG ACT TCG CAG
ATC GG-3), preconizados por Sugita e colaboradores (2002) sédo especificos
para o género Trichosporon, amplificam a regido IGS1 do rDNA e foram

utilizados para confirmar a identificacdo da espécie.

18S 5.88 26S 58 18S

~(— (1) (——)—(3)——(—) -
kK rooA

ITS1 ITS2 IGS1 1GS2

Figura 1. Representacdo esquematica do locus do DNA ribossomal de
Trichosporon spp. Os retangulos pretos indicam regides transcritas funcionais e
a regido dos espacadores internos transcritos (ITS) e a regido dos espacadores
intergénicos (IGS) sao evidenciados pelas setas. Adaptada de Sugita e
colaboradores (2002).
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4.4.4.1. Oligonucleotideos internos para regido IGS-1

Para as reacfes de sequénciamento da regido IGS-1 foram desenhados
mais dois pares de oligonucleotideos com localizacdo de anelamento de
aproximadamente 200 pares de bases mais internos aos oligonucleotideos
descritos no item 4.4.4, visando melhorar a qualidade dos sequenciamentos,

especificamente na regido central das sequéncias.

O primeiro par de oligonucleotideos foi desenhado utilizando-se o
programa Primer3plus (Compbio/UNIFESP) com a sequéncia: pIGS-F (AAG
CTA CAA AGT TGG AAG GAT G) e pIGS-R (AGC TCT CAACTC TGA CTT
CAC AT) especificos para as regides IGS-1 do género Trichosporon. O segundo
par de oligonucleotideos foi desenhado pelo Prof. Dr. Marcelo Briones, tendo
como base a sequéncia anterior, com algumas alteragcbes para aumentar a
estabilidade do oligonucleotidio plGS-MB-F (CAA AGC TAC AAA GTT GGA
AGG ATG) e plGS-MB-R (GAT GTG AAG TCA GAG TTG AGA GCG T).

4.4.4.2. Reacao da polimerase em cadeia (PCR)

Para obtermos a amplificacdo das regides descritas acima foram
realizadas reacdes de PCR utilizando tubos de microcentrifugacdo de 0,2 mL de
capacidade com os seguintes componentes: 25uL de PCR Master Mix 2X,
PROMEGA [Taq DNA polimerase 50u/mL - Invitrogen; deoxinucleotidios
(dATP,dGTP,dCTP,dTTP, 400iM cada); MgCl2 3mM] 1uL de cada
oligonucleotideo na concentracéo inicial de 100 pmol/uL; 2uL do DNA diluido a

40ng/uL, 22uL de dgua milli-Q esterilizada, totalizando um volume de 50pL.

As reacdes de amplificacao foram realizadas em termociclador (Amplitron

II, Thermoline) segundo seguintes programas: para os oligonucleotideos pITS-F
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e pITS-R foram utilizados os seguintes ciclos de PCR: ciclo de desnaturagéo
inicial de 94°C por 3 minutos, seguido de 30 ciclos a 94° C — 30 segundos
(desnaturagao); 57° C — 30 segundos (hibridizacdo); 72°C — 45 segundos
(extensao). Para o ciclo de extenséao final foi utilizada a temperatura de 72° C
por 10 minutos, conforme protocolo sugerido por Sugita e colaboradores (1999).

Para os oligonucleotidios foram utilizados os seguintes ciclos de PCR:
ciclo de desnaturacao inicial de 94°C por 3 minutos seguidos de 30 ciclos de 30
segundos cada a 94°C — 1 minuto (desnaturacdo); 57°C - 1 minuto
(hibridizagéo); 72°C - 1 minuto (extensao). Para o ciclo de extensé&o final, foi
utilizada a temperatura de 72°C por 10 minutos. Para ambas as reac¢des de PCR
utilizando os dois diferentes pares de oligonucleotideos, o termociclador foi
resfriado para 4°C até a retirada das amostras do aparelho. Os produtos de PCR

foram visualizados em géis de agarose com brometo de etidio, sob luz UV.

4.4.4.3. Eletroforese de DNA em gel de agarose

Para preparacdo do gel, a agarose (Ultra Pure Agarose-Invitrogen) foi
preparada na concentracdo de 1,0% (w/v) dissolvida em solugdo tampao Tris
borico EDTA (acido etilenodiamino tetra-acético) 0,5X (TBE — 90 mM Tris base;
90 mM acido borico; 2 mM EDTA bisoédico) e dissolvida por aquecimento.
Posteriormente ao resfriamento do meio a 60°C foram adicionados 3uL de
brometo de etidio (0,5ug/mL) — (USB Corporation, Cleveland, EUA), a cada 100
mL de agarose dissolvida em TBE. As amostras de DNA foram coradas com
2L de Orange G (0,01%) (Sigma Chemical - EUA). Para estimativa do tamanho
das bandas de DNA, marcadores de peso molecular (100 pb, INVITROGEN)
foram corridos paralelamente as amostras a serem testadas (2L de solucao
contendo peso molecular; 2uL de Orange G e 8uL de H,O miliQ). Foram
adicionadas 10uL da reacédo diluida a cada orificio do gel, sendo o mesmo

submetido a corrente elétrica de 80 volts, por 3 horas.
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4.4.4.4. Reacdo de sequenciamento de nucleotideos

Os produtos de PCR foram sequenciados pelo método de terminacdo de
cadeia por dideoxinucleotideo (Sanger et al., 1977) modificado para
sequenciamento, utilizando terminadores de cadeia dideoxinucleotideos
fluorescentes BigDye™ utilizando-se o sequenciador automatico ABI PRISM ABI
3100 Sequencer (Applied Biosystems®, Foster City, CA, USA).

A reacao de sequenciamento foi realizada em placas contendo 96 pocos
(Applied Biosystem, Foster City, CA, EUA). Os produtos de PCR foram diluidos
a 1:3, acrescentando-se 40 uL de agua MiliQ por reacdo. A cada poco foram
adicionados 6uL do produto de PCR de cada isolado testado, 1,6 pmoles/uL
acrescidos de 2uL de tampdo “Save Money” (2,5X), 2uL de BigDye™ v3 e o

volume foi completado para 10 L.

A reacéo foi realizada com desnaturacao inicial a 95° C por 4 minutos,
seguindo o programa: 96°C por 5 minutos, seguido por 25 ciclos de 96°C
(desnaturacao) por 10 segundos, 50°C por 10 segundos (hibridizac&o) e 60°C
por 4 minutos (extensdo). Para o ciclo de extensdo final foi utilizada a
temperatura de 72° C por 10 minutos. Os mesmos oligonucleotideos descritos

na reacdo de PCR foram utilizados para reacdo de sequenciamento.

4.4.4.5. Precipitacdo dos produtos de PCR

Essa etapa do sequenciamento tem por objetivo livrar o material a ser
sequenciado dos deoxinucleotideos néo incorporados e sais que restaram da
reacdo de sequenciamento que podem interferir de maneira prejudicial na

migracéao e leitura do material.

Ao término do programa descrito no item anterior foram adicionados a

reacdo de sequenciamento 8uL de agua MiliQ e 32 uL de etanol 100%, deixado
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precipitar por 15 minutos e a placa centrifugada por 45 minutos a 4000 rpm.
Decorrido o tempo de centrifugacdo a placa foi invertida e repetida a
centrifugagéo a 500 rpm, por 30 segundos. Posteriormente, adicionou-se 150uL
de etanol 70% e a placa foi novamente centrifugada por 15 minutos a 4000
rpm. A placa foi invertida e centrifugada novamente a 500 rpm por 30 segundos
e, por fim, seca por 1 minuto a 90°C no termociclador.

O precipitado foi ressuspenso em 10 uL de formamida HI-DI e
desnaturado por 5 minutos a 90°C, seguido de incubagéo em gelo por 5 minutos
e submetido a corrida eletroforética. A andlise cromatografica foi feita em
aparelho de sequenciamento ABI 3100 Sequencer (Applied Biosystems®, Foster
City, CA, USA) segundo normas do fabricante para uso do conjunto “BigDye
terminator” para sequenciadores por deteccao da fluorescéncia. Os dados de
sequenciamento sdo automaticamente coletados utilizando-se o programa Data
Collection v1.0.1 (Applied Biosystems) gerando cromatogramas para cada

sequéncia.
4.5. Andlise filogenética dos sequenciamentos

A inferéncia filogenética € um procedimento de estimativa, onde deve ser
escolhida a suposta melhor historia evolutiva com base em informacbes
incompletas, uma vez que geralmente analisamos apenas sequéncias

contemporaneas.

4.5.1. Montagem das sequéncias consenso (“contigs”)

Os cromatogramas obtidos das reacdes de sequenciamento com oS
oligonucleotideos iniciadores das regibes ITS e IGS foram processados pelo
programa Phred (Ewing et al., 1998a; Ewing et al.,, 1998b). Este programa

realiza a identificacdo das bases nucleotidicas levando em conta a intensidade
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do sinal, espacamento entre picos e 0 espectro de emisséo de cada fluoréforo e
gera um escore. Esse escore € utilizado pelo programa Phrap para montagem
das sequéncias consenso (“contigs”) com um escore associado. O programa
Phrap foi utilizado para montagem de sequéncias de DNA uma vez que ao invés
de determinar uma sequéncia consenso a partir das parciais ele constréi um
mosaico utilizando as regides de melhor qualidade de cada uma das fitas
sequenciadas. As montagens foram inspecionadas utilizando-se o Consed
(Gordon et al. 1998). O programa Consed permite visualizar e editar as

montagens das sequéncias consenso feitas pelo Phrap.

4.5.2 Alinhamento das sequéncias com o programa Clustal W.

Em posse das sequéncias necessarias a construcdo das arvores
filogenéticas foi realizado o alinhamento multiplo das sequéncias, utilizando para
tanto o programa Clustal W (Thompson et al., 1994, Higgins and Sharp, 1988).
Para a inferéncia das filogenias foram construidos 3 alinhamentos, um para a
regido IGS, outro para a ITS e um ultimo somente com as sequéncias de IGS
dos isolados identificados como T. asahii. As sequéncias utilizadas nos

alinhamentos que néo foram geradas neste trabalho estdo na tabela 03.

4.5.3. Métodos de Inferéncia filogenética.

Uma das etapas do processo de inferéncia filogenética é a definicao de
critérios para comparar filogenias alternativas na busca pela melhor arvore. Apés
a definicdo do modelo, o método € o fator que mais influencia a robustez das
filogenias. Os diferentes métodos fazem diferentes pressupostos sobre o

processo evolutivo.
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Relacbes filogenéticas entre taxa sdo usualmente representadas por uma
arvore filogenética. Tais arvores sdo normalmente computadas a partir de
meétodos como a parcimdnia, distancia, maxima verossimilhanca e método

bayesiano.

Esses métodos modelam a evolucdo de um gene baseado na premissa que
0 processo é dominado por dois tipos de eventos, mutacdo e especiacdo e
geram arvores bifurcadas. Ao analisarmos relagfes intra-especificas em que a
divergéncia é recente espera-se que 0s hapl6tipos ancestrais ainda estejam
presentes na populagdo. Como um unico haplétipo ancestral pode dar origem a
varios haplétipos descendentes, politomias reais podem ser encontradas.

Cenarios evolutivos que envolvem eventos reticulados como hibridizagéo,
transferéncia lateral e recombinacdo ndo sdo bem descritos por arvores
dicotbmicas e nesses casos redes filogenéticas devem ser utilizadas (revisado
por Huson e Bryant, 2006). Os métodos de genealogias em rede,
implementados pelo programa SplisTree (Huson, 1998), permitem a persisténcia

de nds ancestrais, politomias e reticulacdes originadas por homoplasias.

O método utilizado em nosso trabalho foi "split decomposition”, onde
gualquer tipo de dado pode ser particionado em conjunto de sequéncias, ou
splits. Pode-se construir uma rede combinando esses splits sucessivamente.
Cada split ira definir um ramo conectando as duas particbes delimitadas pelo
split. Esse método foi o escolhido, pois permite o uso de modelos de substituicdo
e pode ser avaliado pelo bootstrap. Outro método relevante para a analise das
relacbes intra e interespecificas € o método bayesiano implementado pelo

MrBayes (Huelsenbeck e Ronquist, 2001).
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Tabela 03. Sequéncias de ITS e IGS de Trichosporon e Cryptococcus que

nao foram obtidas pelo presente trabalho.

Espécie Regido do Numero de NUumero da
Ribossomal acesso no sequéncia no
GenBank alinhamento
T. inkin CBS5585 ITS AF444420 071
T. inkin CBS5585 IGS EU934804 071
T. asteroides CBS2481 ITS AF444416 072
T. asteroides CBS2481 IGS AB081515 072
T. debeurmannianum CBS1896 ITS AB035571 073
T. debeurmannianum CBS1896 IGS AB066411 073
T. dermatis CBS2043 ITS AY143557 074
T. dermatis CBS2043 IGS AB066412 074
T. coremiiforme CBS2482 ITS AF444434 075
T. coremiiforme CBS2482 IGS AB066406 075
T. ovoides CBS7556 ITS AF444439 076
T. asahii genotipo 1 IGS EU934801 078
T. asahii genotipo 2 IGS AB713831 079
T. asahii genétipo 3 IGS EU934803 080
T. asahii genétipo 4 IGS EU938046 081
T. asahii gendtipo 5 IGS AB071386 082
T. asahii genétipo 6 IGS AB180192 083
T. asahii genotipo 7 IGS AB180193 084
Crytococcus amylolentus CBS6039 ITS AF444306 077
C. neoformans CBS132 ITS AF444326 078
C. heveanensis CBS569 ITS AF444301 079
C. gatti CBS6956 IGS AJ300905 076
C. neoformans CBS132 IGS AJ300905 077
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O método bayesiano utiliza-se da maxima verossimilhanca (ML — maximum
likelihood) que é dada ndo pela busca da arvore que maximize o valor da
verossimilhanca dos dados observados, mas sim pela procura de &rvores que
maximizem a verossimilhanca dos dados, ou seja, o alinhamento. Nele, a
probabilidade a priori de uma filogenia € combinada com a verossimilhanca
produzindo uma probabilidade a “posteriori”, a qual pode ser interpretada como
sendo a probabilidade da &rvore estar correta. Este método utiliza a cadeia de
Markov — Monte Carlo para “procurar” no espaco das arvores possiveis qual
aquela que maximiza o valor da probabilidade a posteriori (Huselbeck &
Ronquist, 2001, Larget & Simon, 1999).

Para verificar a robustez dos clados inferidos pela genealogia em rede e
pelo método bayesiano foi feita a analise do bootstrap. Os parametros foram
reestimados para 1000 pseudo-réplicas de bootstrap. Esse método consiste em
gerar varias pseudo-réplicas dos dados originais com variagdes aleatorias para
verificar o grau de suporte que as sequéncias fornecem para os clados. A partir
de cada pseudo-réplica é feita uma nova inferéncia e apos varias repeticdes do
processo, contam-se quantas vezes 0 grupo testado apareceu. Se mais de 95%
das arvores ou redes apresentarem 0 grupo, este € considerado

significativamente sustentado (Felsenstein, 1988).

4.5.4. Modelo de substituicdo de nucleotideos.

O modelo de substituicdo de nucleotideos ideal para as amostras em
investigacdo bem como os parametros do modelo foram estimados usando o
teste hierarquico de verossimilhanca com correcdo de Bonferroni implementado
pelo programa Modeltest (Posada & Crandall, 1998). O programa utiliza os
testes de quociente de verossimilhanca (Likelihood Ratio Test) para realizar
diversas comparacdes sucessivas entre modelos hierarquicos, de forma a
encontrar o modelo mais simples que melhor represente os dados analisados. A

analise pelo programa Modeltest ndo s6 forneceu o modelo ideal para as
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amostras que se deseja analisar, como também os parametros que serdo

utilizados no programa SplitsTree que constréi a genealogia em rede.

Para as inferéncias no MrBayes foi utilizado como input inicial o0 modelo de
substituicdo de nucleotideos GTR (“general time-reversible”) com distribuigdo

gamma.

4.6. Estudo de fatores associados a viruléncia in vitro das leveduras do
género Trichosporon.

O estudo de fatores de viruléncia foi realizado com os isolados de
Trichosporon por meio dos testes de produgcdo de enzimas extracelulares
(DNAse, proteinase e fosfolipase) e capacidade de adesao as células epiteliais.
A cepa de T. asahii (CBS 2530) descrita na tabela 1 foi utilizada como padréo
para os testes citados, por ter a mesma origem dos isolados em estudos e

pertencer a uma colecao internacional.

4.6.1. Pesquisa de exoenzimas

4.6.1.1. Proteinase (Aoki et al., 1990; Oksuz et al., 2007)

Para esse ensaio utilizou-se o meio base agar proteinase (60 mL de uma
solucéo contendo 0,04g MgSOQOy, 7 H,0O, 0,59 K;HPO,4, 1g NaCl, 0,2g extrato de
levedura, 4 dextrose e 0,5g albumina de soro bovino - BSA (fracdo V; Sigma
Chemical, USA) com pH ajustado para 3,5, utilizando-se HCI [1N] como
preconizado por Aoki et al., (1990). Essa solucéao foi esterilizada por filtracédo e

adicionou-se 140 mL de solucdo agar (10g/L) previamente autoclavada.
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Os isolados de Trichosporon spp. eram sub-cultivados em meio agar
Sabouraud dextrose (Difco®), por 48 horas e, posteriormente, inoculados em

pontos equidistantes nas placas.

Os testes foram realizados em duplicata e todas as medi¢cdes foram
realizadas em dois planos perpendiculares e as médias dessas duas medi¢des
foram utilizadas (Figura 2). Os isolados permaneceram incubados a 37°C,
durante oito dias. A presenca da enzima foi observada pela formacdo de uma
zona opaca ao redor da colénia da levedura (precipitagdo de caélcio) e a
atividade enzimatica foi medida pela técnica de Price e colaboradores (1982)
modificado. Durante a realizacdo dessa investigacdo optou-se pelo calculo de
PZ, dividindo-se o diametro do halo de precipitacdo (dh) pelo diametro da
colonia (dc) obtendo um uma correlagdo mais natural entre o nimero e a

atividade enzimatica, ou seja:

p didametro do halo de precipitacao(dh)
z p—

diametro da colonia (dc)

De acordo com esse sistema, quanto maior o valor de PZ, maior a
atividade enzimatica; PZ <0,33 significa que a amostra ndo apresenta atividade
da enzima analisada. Quanto maior o valor de PZ, maior a atividade enzimatica
da amostra, e assim o0s resultados podem ser apresentados na tabela 04,

juntamente com as representacfes graficas da atividade enzimatica.
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Tabela 04. Classificagdo da atividade enzimatica segundo Price et al. (1982),

modificado.

Valores de PZ

Pz > 0,99

0,99<Pz>0,8

08<Pz>0,6

06<Pz>0,3

Pz <0,3

Atividade enziméatica

Produtoras muito fortes

Produtoras fortes

Produtoras moderadas

Produtoras fracas

N&o produtoras

Figura 02. llustracdo das medi¢Bes da atividade enzimatica (Pz). Diametro da

coldnia (dc) ; Didametro da col6nia mais a zona de precipitacao (dcp).
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4.6.1.2. Pesquisa de fosfolipase (Polak, 1992; Price et al.,
1982)

Para a deteccao da atividade enzimética de fosfolipase foi utilizado o meio
agar-fosfolipase (dextrose 40g; agar 16g; cloreto de Sédio (NaCl) 1M 58,44q;
cloreto de Calcio (CaCly) 5mM 0,735¢g e g.s.p. de H,O destilada 1L). O meio
base, ap6s autoclavado, era colocado em banho-maria a 60°C. Apds a
temperatura estabilizar adicionava-se 80 ml da emulsdo de gema de ovo estéril
(egg yolk - Sigma/Fluka), procedia-se a homogeneizacédo das duas solucdes e
vertia-se 20 ml por placa de Petri, sob fluxo laminar e deixados solidificar por

alguns minutos.

Amostras de Trichosporon spp. foram crescidas previamente por 48
horas em agar Sabouraud dextrose (Difco®) e entdo inoculadas em pontos
equidistantes nas placas de agar-fosfolipase. Os testes foram realizados em
duplicata e todas as medi¢cdes foram realizadas em dois planos perpendiculares
(x e z, figura 2) e as médias dessas duas medicOes foram utilizadas. A presenca
da enzima foi observada pela formacao de halo branco em contraste com o meio
de cultura e ao redor da colonia da levedura. A atividade enzimatica foi
analisada segundo Price e colaboradores (1982) e foram consideradas como
produtoras de fosfolipase as amostras que, assim como o controle positivo foram
capazes de produzir um halo opaco. A cepa de C. albicans (ATCC 90028) foi

utilizada como controle positivo do teste (Price et al., 1982).
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4.6.1.3. Pesquisa de desoxirribonuclease (DNase)

Os isolados de Trichosporon com 24 horas de crescimento foram
semeados em meio comercial DNAse com corante verde de metila (DNA test
Agar - Difco®) e incubados a 37°C, por 7 dias. Todos os experimentos foram

realizados em duplicata.

Apo6s cultura em meio contendo acido desoxirribonucléico pesquisa-se a
presenca da enzima pela producéo de um halo transparente ao redor da colénia
em contraste com o restante da placa que apresenta coloracdo esverdeada
devido ao corante. A auséncia do halo indica teste negativo. A medi¢c&o do halo

seguiu 0s mesmos parametros dos outros testes enzimaticos ja mencionados.

4.7. Ensaio de Adesédo (Pires, 1993; Taborda & Casadevall, 2002

modificados)

Para o ensaio de adesdao foram utilizadas as 70 amostras de

Trichosporon, selecionadas para a identificacdo molecular.

4.7.1. Cultivo e preparo de células Hela

Células Hela (carcinoma de ovario humano) foram cultivadas em meio
RPMI contendo 10% de soro fetal bovino (SFB) e outros complementos como
bicarbonato de sddio, a 37° C, em estufa com 5% de CO,. Quando as células
estavam semi-confluentes o meio era aspirado e as células lavadas com PBS.
As células foram removidas da garrafa de cultura com auxilio de uma solucéo de
PBS contendo EDTA (2%). ApOs suspenséao das células, o EDTA foi inativado
com meio RPMI adicionado de 10% de SFB. O volume total foi transferido para
tubo Falcon e centrifugado por 5 minutos a 1500 rpm. O meio foi removido do

tubo por aspiracao e o sedimento ressuspenso em 3 mL de PBS, pH 7,2.
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A contagem das células foi feita em cAmara de Neubauer com auxilio de
uma solucdo de Azul-Tripan. Nesta técnica, as células mortas apresentam-se na
cor azul, pois, 0 aumento da permeabilidade da membrana possibilita a entrada
do corante, o que ndo ocorre com as células viaveis. Para determinacédo do
namero total de células, aquelas viaveis presentes nos quatro quadrantes da
camara eram contadas e o numero dividido por 4. Os valores resultantes eram
multiplicados por 10* para obtencdo do numero de células/mL. Apos
determinacdo do numero de células HelLa foram preparadas suspensdes
contendo 4 x 10* células. Esse numero foi escolhido através de teste piloto
realizado previamente, por formar monocamada com melhor confluéncia para os

ensaios de adeséao.

4.7.1.1. Preparo das monocamadas de células HeLa

Para o ensaio de formacdo da monocamada foram utilizadas placas de
poliestireno com 24 pocos (Corning). Uma suspensédo de 200uL de células HelLa
em meio RPMI com 10% de SFB, contendo 4 x 10* células, foi adicionado por
poco. Os experimentos foram realizados em triplicata, assim para cada isolado
testado eram preparados trés pocos. As células foram incubadas durante 18

horas a 37° C, em estufa com 5% de CO».

4.7.2. Preparo e incubacédo do ino6culo de Trichosporon spp

O in6culo de levedura para o teste foi preparado a partir da cultura
estoque, repicada em agar Sabouraud dextrose (Difco®) incubada por 18 horas,
a 37° C. Quatro alcadas da cultura foram inoculadas em Sabouraud glicose
caldo por 18 horas, a 37° C. O meio foi, entdo, centrifugado por 10 minutos a
2000 rpm e o sedimento lavado em PBS. Esse procedimento foi repetido 3
vezes. O depdsito celular foi ressuspenso em 3 mL de PBS, pH 7,2 e o nimero

de células determinado por microscopia 6tica em camara de Neubauer.

47




4. Material e Métodos

Em experimento prévio havia sido determinado que o in6culo que melhor
favorecia a contagem de leveduras era aquele de proporgédo 2,5 células Hela
para uma levedura (2,5:1). Assim a suspensdo final contendo 1,6 x 10*
leveduras foi preparada, adicionando-se volumes adequados de RPMI a
suspenséao de PBS, pH 7,2.

ApGs a incubacao das células Hela, por 18 horas, a 37° C, em estufa
com 5% de CO,, 0 meio era aspirado e delicadamente recolocado no poco, por
trés vezes com pipeta da Gilson de 200uL e, entdo, removido. Em cada poco
foram adicionados 200puL da suspensdo de Trichosporon contendo 1,6 x 10*
leveduras. A placa foi entdo colocada em estufa com 5% de CO, a 37° C, por

uma hora.
4.7.3. Fixacao e coloracéo.

Cada poco era lavado delicadamente trés vezes com PBS, pH 7,2,
utilizando pipeta para remocdo de leveduras ndo aderidas. As células foram
fixadas com metanol gelado (100uL/poco) seguida de incubacédo a temperatura
ambiente por uma hora. Apos a lavagem de cada poco por trés vezes com PBS,
100pL de corante Giemsa (diluido 1/20) foram adicionados. A placa foi incubada

por 15 minutos em temperatura ambiente e lavada uma vez com PBS.

Para a segunda coloracédo, as leveduras foram lavadas duas vezes com
agua destilada e adicionado 1 ml de PBS (pH 7,4) contendo 2,5 pg/mL de 4,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) (Sigma, St. Louis, MO, EUA) e incubadas a 25 °
C por 20 minutos no escuro. As laminulas redondas foram retiradas dos pocos
das placas de poliestireno com 24 pocos (Corning) e foram montadas
individualmente em laminas de microscopia e visualizadas em microscopio de
fluorescéncia (Leitz, Wetzlar, Alemanha) com filtro 450/465 e sob contraste de

fase.
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4.7.4 Determinacdo do indice de aderéncia

A determinacdo do numero de leveduras aderidas seguiu o seguinte
critério para contagem: leveduras com células filhas foram consideradas uma
célula; uma hifa foi contada como uma Unica célula. As contagens foram
efetuadas em 5 campos. Em cada campo eram contadas de 40 a 100 células
HelLa. Foi verificado: o nimero total de células HelLa por campo; o numero total
de células com leveduras aderidas e o numero de leveduras de Trichosporon
aderidas. Foi determinado o indice de Aderéncia (IA), obtido pelo nimero total
de células HelLa dividido pelo numero total de células HeLa com leveduras
aderidas e multiplicado por 100 para ser expresso em percentagem, segundo a

representacao abaixo.

numero total de Hela com leveduras aderidas
A= X 100
numero total de celulas HelLa

Para avaliar os resultados do ensaio de adesdo sugerimos que as
amostras que apresentaram indices de aderéncia igual ou maiores que 40%
fossem consideradas fortemente aderentes; aquelas com indice de 20% a 39%
classificamos como aderentes e com indice menor que 20%, como fracamente

aderentes.
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5. RESULTADOS

5.1. Origem dos isolados de Trichosporon “superficiais” e

“profundos”.

Amostras bioldgicas foram coletadas de 1004 voluntarios assintomaticos
sadios do sexo masculino, através da friccdo de quadrados de carpete estéreis na
pele da regido inguino-crural (Mariat & Adam-Campos, 1967). As amostras foram
obtidas com o preenchimento do “termo de consentimento livre esclarecido”. Um
guestionario também foi utilizado nessa pesquisa onde foram incluidas perguntas
sobre, idade, sexo, etnia, estado civil. A associa¢do entre as diversas variaveis foi
avaliada por meio da prova exata de Fisher. Aceitou-se a significancia estatistica

em p< 0,05.

A média de idade dessa populacéo foi de 29 anos, variando de 01 aos 70
anos e a mediana das idades desse grupo de pacientes foi de 28 anos. A faixa
etaria com maior numero de pacientes coletados foi de 21 a 30 anos. De acordo
com as variaveis avaliadas nessa populacdo observou-se que os individuos
assintoméaticos estudados eram predominantemente brancos (47,31%), solteiros

(50%) e possuindo apenas o ensino fundamental (51,2%) (Tabela 05).

Durante a realizagdo da coleta com o quadrado de carpete estéril nenhum

paciente relatou prurido na regido genital ou qualquer tipo de sintoma. Nao foi
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possivel estabelecer associagfes estatisticamente significativas entre as variaveis
(idade, sexo e etnia) estudadas e as leveduras isoladas nesta investigacao, devido
a heterogeneidade dos grupos coletados e a amplitude de individuos que compde

0S grupos.

Tabela 5. Analise da distribuicdo dos 1004 voluntarios sadios atendidos no
ambulatério de dermatologia do Hospital Sdo Paulo, UNIFESP-EPM e Hospital
Heliépolis, segundo a idade, etnia, estado civil e nivel educacional.

Variavel Frequéncia

Idade 0-10 11- 20 21-30 31— 40 41 -50 51— 60 61— 70
59(5,87%) 156(15,53%) 326(32,47%) 217(21,61%) 134(13,34%) 66(6,57%)  46(4,58%)

Etnia Caucasianos Afro-descendentes Mesticos Asiéticos
475 (47,31%) 208 (20,72 %) 277 (27,59%) 44 (4,38%)
Estado civil Solteiro Casado Separado Viuvo
502 (50%) 292 (29,1%) 138 (13,74%) 72 (7,16%)
Nivel Analfabeto Ensino fundamental Ensino médio Universitério
Educacional 210 (20,91%) 514 (51,2%) 197 (19,62%) 83 (8,27%)

A frequéncia de isolamento das leveduras do género Trichosporon
obtidas da pele da regido inguino-crural dos 1004 individuos investigados nessa
populacdo foi de 11,15% (n=112). Esse grupo de isolados foi denominado

“isolados superficiais”. As demais amostras foram consideradas negativas.

Para obtermos uma visdo geral das faixas etarias dos 112 individuos sadios

onde foram isolados Trichosporon spp. superficiais foi gerado um espectro
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epidemiologico (Figura 3) onde € possivel observar o nUmero de pacientes para

uma determinada idade.
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NL’lmero de pacientes

IDADE (anos)
Figura 3- Espectro epidemiolégico das idades dos 112 individuos sadios

com colonizacgéo por Trichosporon spp.

Os 112 isolados clinicos superficiais de Trichosporon spp. foram
selecionados e purificados por técnica de esgotamento no meio de cultura
cromogénico CHROMagar Candida® visando obter culturas puras e isoladas,
onde foram analisados o0 aspecto e a cor das coldnias obtidas. Foram observadas
variagbes de cores nas colonias dos isolados de Trichosporon spp. quando
semeadas em meio cromogénico CHROMagar Candida®, incluindo tons de azul
(maioria do isolados) e réseos, mas nenhuma variacdo que impossibilitasse a

leitura do teste foi observada.
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Durante a realizagdo dos estudos foram obtidos 26 isolados de
Trichosporon spp. provenientes de urina e de ponta de cateter de pacientes

internados em UTIs. Esse grupo de isolados foi denominado “isolados profundos”.

A média de idade dessa populagéo foi de 62,8 anos, variando de 31 aos 80
anos e a mediana das idades desse grupo de pacientes foi de 64,5 anos. A faixa
etaria com maior numero de isolados foi a de 71 a 80 anos, com onze cepas
obtidas (Figura 4).

Tabela 6. Taxa de colonizagdo por espécies de Trichosporon isolados da
regido inguino-crural de individuos assintomaticos do sexo masculino, segundo a

faixa etaria.
ESPECIES FAIXA DE IDADES TOTAL
0-10 11- 20 21-30 31-40 41 -50 51-70
(n=59) (n=166) (n=357) (n=222) (n=134) (n=66) N (%)
N - 4 1 1 - 1 7 (6,25)
T. asahii
T. asterdides - 4 11 6 1 1 23 (20,53)
T. ovoides - 2 8 3 2 2 17 (15,17)
T. mucoides - 4 1 2 3 - 10 (8,92)
T.inkin 2 - 7 1 1 1 12 (10,71)
T. cutaneum 1 - 20 1 - 1 33 (29,46)
Trichosporon spp. - - 6 4 - - 10 (8,92)
TOTAL 3 14 54 28 7 6 112 (100)

(2.67%) (12.5%)  (48.2%) (25%)  (6.25%)  (5.35%)
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O grupo de pacientes com infeccdo de urina e cateter por leveduras do
género Trichosporon apresentaram um espectro epidemioldgico diferente do
observado no grupo superficial, com pacientes de faixa etaria predominantemente

mais elevada.
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Figura 4- Espectro epidemioldgico das idades dos 30 pacientes com infecgédo de

urina e cateter por Trichosporon spp.

5.2. Identificacdo fenotipica e fisiolégica dos isolados de
Trichosporon spp.

Os parametros fisioldgicos e a padronizacdo da identificacdo por métodos
fenotipicos foram baseados em estudos anteriores preconizados por De Hoog &

Guarro J. (2001)(Tabela 07).

A analise micro-morfoldgica foi baseada na presenca de célula apressoria,

presenca de células meristematicas e morfologia dos artroconidios (forma de barril
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ou alongados). Todas as amostras testadas para producdo de urease foram
positivas, sendo esse passo indispensavel para diferenciacdo das leveduras do
género Trichosporon spp. de outro género estreitamente relacionado, como
Geotrichum spp. As amostras-padrao T. asahii (CBS 2479), T. inkin (CBS 5585),
T. mucoides (CBS 7625) e T. ovoides (CBS 7556) foram usadas como controles

positivos.

Tabela 7. Parametros fisiolégicos para identificacdo classica de espécies do

género Trichosporon, segundo De Hoog & Guarro J. (2001)

Testes de assimilacéo

de
T. T. T. T. T. T.
asahii asteroides cutaneum inkin  mucoides  ovoides

L-Arabnose + + + - + \Y,
Sorbitol - - + - + -
Melibiose - - + - + -
Myo-Inositol - \ + + + -
Crescimento a 37°C + % - + + Vv
0,1 % Cicloheximida + - \% + +
Apressoria - - - + - +

(+) teste positivo; (-) teste negativo; (v) teste variavel

Utilizando-se testes bioguimicos e fisiol6gicos, bem como as caracteristicas
macro e micro-morfologia de Trichosporon spp., 102 (91,1%) isolados puderam
ser identificados como espécie. Dez isolados (8,92%) nao foram conclusivos para

testes de padréo de assimilacao.
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A tabela 6 mostra as diferentes espécies de Trichosporon isolados da area
de pele perigenital de acordo com a idade. A colonizagdo da pele foi maior entre
os individuos dos 21 aos 30 (48,2%) e 31 aos 40 (25,0%) anos e todas as seis

espécies de relevante interesse médico estavam presentes.

Entre os 112 isolados de Trichosporon spp. superficiais as seguintes
espécies foram identificadas: T. cutaneum (29,46%), T. asteroides (20,53%), T.
ovoides (15,17%), T. inkin (10,71%), T. mucoides (8,92%) e T. asabhii (6,25%)
(Tabela 6). No que diz respeito a identificacdo das espécies de Trichosporon pela
metodologia classica foi necessario repetir o teste de assimilacdo de 2 a 3 vezes
para alguns isolados, devido aos resultados iniciais inconclusivos. Nesses casos,
quando um indculo fangico mais intenso era utilizado, o halo de assimilagédo podia

ser melhor visualizado.

As taxas de coloniza¢do do género Trichosporon variaram muito de acordo
com a idade e, em menor intensidade, em relacdo a raca ou nivel de escolaridade
do paciente, porém ndo foram estatisticamente significantes. As figuras 5A e 5B
mostram as percentagens de isolados de acordo com a raga e escolaridade. A
colonizacdo por Trichosporon spp. foi maior no grupo de individuos analfabetos
(18,57%), seguidos pelos grupos de individuos que possuiam 0 ensino

fundamental (10,12%), médio (8,63%) e graduados universitarios (4,82%).
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Figura 5 — Numero de individuos e taxa de colonizagdo de Trichosporon spp. na
regido inguino-crural segundo a etnia (A) e nivel educacional (B). A porcentagem é
relativa a cada grupo.

Entre o grupo de pacientes internados na UTI, 30 isolados de Trichosporon
Spp., (26 a partir de urina e 4 de cateteres) foram identificados, sendo cada isolado
obtido de um paciente diferente. T. asahii foi espécie mais isolada (n = 23;
76,66%), seguido por T. inkin (n = 5; 16,66%) e T. asteroides (n = 2; 6,6%) (Tabela
8). Com base em faixas etéarias, o grupo etario dos 71 aos 80 anos representou
36,7% dos isolados, seguido pelos individuos com idade entre 61 a 70 anos

(26,7%), 51 a 60 anos (13,33%), 31 a 40 anos (13,33%) e 41 a 50 anos (10%).

Todos estes individuos apresentavam ao menos a conclusdo da escola primaria.
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Tabela 8. Taxa de isolamento das espécies de Trichosporon (identificadas

fenotipicamente) provenientes de urina e cateter de acordo com a faixa etaria.

ESPECIES IDADES (anos)
TOTAL
31-40 41-50 51-60 61-70 71-80
T. asahii 4 3 4+ @ 4 8 23 (76,66%)
T. inkin - - - 3@ 2'® 5 (16,66%)
T. asteroides - - - 1 1 2 (6,66%)

TOTAL 4(13,33%) 3 (10%) 4(13,33%) 8 (26,7%) 11 (36,7%) 30 (100%)

*(n) = isolados de cateter (dois T. asahii e dois T. inkin)

5.3. Identificagcdo genotipica dos isolados de Trichosporon
“superficiais” e “profundos”.

Nos ensaios para identificacdo genotipica foram selecionados isolados dos
dois grupos, sendo 39 de origem superficial (colonizacao) e 26 isolados profundos,
sendo 22 originarios de infecgéo urinaria e 4 isolados de cateteres, e cinco cepas

de referéncia (CBS) totalizando 70 amostras.

Apés a extracdo do DNA gendmico e da PCR, utilizando os "primers" pITS-
F e pITS-R, especificos para as regides ITS-1 e ITS-2 (Sugita et al., 1999) e 26SF-
(IGS1-26SS) preconizados por Sugita e colaboradores (2002) que amplificam a

regido IGS1 do rDNA, uma unica banda foi amplificada para cada isolado, sendo
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uma de 550 pares de base (pb) para regido ITS e uma banda de 650 pb para

regiao IGS (Figura 6).

Assim, ficou confirmado que os isolados clinicos, bem como as cepas de
referéncia utilizadas como controle pertenciam ao género Trichosporon spp. Além
disso, estes oligonucleotidios quando utilizados para amplificar o DNA de Candida
spp. (controle-negativo) ndo evidenciaram nenhuma banda, mesmo inespecificas,
confirmando que estes oligonucleotideos sdo suficientemente discriminatorios
para o género Trichosporon como preconiza a literatura (Sugita et al., 1999, Sugita

et al., (2002).

Figura 6 - Eletroforese em gel de agarose (1%) dos produtos da PCR das regifes ITS e

IGS dos isolados padrao (CBS) e isolados clinicos de Trichosporon spp.

PM = Padréo de peso molecular (High DNA Mass Leadder- Life Thecnologies®).

1 - 7 - Produtos de PCR da regido ITS de Trichosporon spp.; 8-14 Produtos de PCR da regido IGS de Trichosporon
spp. Amostras: 1 e 8 = T. asahii var. asahii (CBS 2479); Amostras 2 e 9 = T. inkin (CBS 5585); Amostras 3 e 10=T.
ovoides (CBS 7556); Amostras 4 e 11 = T. mucoides (CBS 7625); 5 e 12=T. asteroides (CBS 2481); Amostras 6 e
13=T. asabhii (isolado clinico- pele); Amostras 7 e 14 = T. inkin (isolado clinico — urina).
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Os produtos de PCR de DNA gendomico dos 70 isolados em estudo
genotipico foram sequenciados utilizando-se o0os mesmos oligonucleotideos
descritos anteriormente para as duas regides analisadas (ITS e IGS) estas
analises foram realizadas Paloma Hernandes e aluna de mestrado Melissa
Mitne Petry . A analise destas sequéncias foi realizada pelo aluno de doutorado
Jackson Cordeiro de Lima utilizando o conjunto de programas Phred-Phrap-

Consed (Ewing et al. 1998; Ewing & Green, 1998).

Estas andlises demonstraram que a qualidade dos sequenciamentos da
regido ITS ndo estava satisfatoria, isto €, estava maior que um erro a cada 10kb, e
0s sequenciamentos da regidao IGS apresentavam qualidade satisfatoria nas
extremidades dos fragmentos sequénciados, porém o meio dessa sequéncia
também apresentava uma qualidade inferior, semelhante ao observado na regiao
ITS. Para resolugdo satisfatoria desses desvios foram repetidos o0s
sequenciamentos da regido ITS, aumentando assim o numero de fitas (DNA)
sequenciadas para cada amostra, o que foi suficiente para resolver o problema de
gualidade na regido ITS. Para a regidao IGS foram desenhados dois pares de
oligonucleotideos: o primeiro par de oligonucleotideos pIGS-F e pIGS-R e o
segundo par : pIGS-MB-F e plGS- MB-R. Essas providéncias foram suficientes
para a obtencdo de sequenciamentos com qualidade para a identificacdo. Os

erros das sequéncias consenso estao dispostos na tabela 9.
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Posteriormente, as sequéncias consenso foram comparadas com bancos
gendmicos através do site “National Center for Biotechnology Information (NCBI)
disponivel eletronicamente em: http://ncbi.nim.nih.gov” utilizando-se o0 servigco
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Este programa é caracterizado pela
busca de similaridades locais e pode ser utilizado para identificar e classificar os
homdlogos em potencial para uma determinada sequéncia. Apos a confirmagéo de
gue a sequéncia era realmente ITS ou IGS estas foram alinhadas utilizando-se o

programa Clustal-W.

No grupo de isolados superficiais (n=39) a regidao IGS permitiu identificar
genotipicamente todos os isolados sendo que 28 foram identificados como T.
asahii (71,79%) e 05 identificados como T. inkin (12,82%). As espécies T. dermatis
e T. asteroides foram identificadas em quatro isolados, sendo dois por espécie.
Por sua vez, T. ovoides e T. coremiiforme foram identificados em um isolado cada
(Tabela 09). Pelo sequenciamento da regido ITS, Tri 022 poderia ser T. dermatis
ou T. mucoides, o isolado 032, poderia ser T. asteroides ou T. japonicum e 0
isolado 059 poderia ser T. asteroides ou T. japonicum, ndo sendo possivel

discriminar a espécie destes isolados analisando apenas essa regiao (Tabela 09).

No grupo de 26 isolados de origem profunda (22 de urina e 4 de cateter)
identificados genotipicamente pela regido IGS, a espécie T. asahii foi
predominante, sendo identificada em 22 isolados (84,6%), seguida por dois
isolados de T. inkin (7,69%). T. coremiiforme e T. debeurmannium foram isolados

em uma amostra cada (3,84%).
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Nos isolados de urina foram identificados T. asahii (n=18/ 69,23 %), T inkin
(n=2 /7,69%), T. coremiiforme (n=1/ 3,84%) e T. debeurmannium (n=1/ 3,84%). Ao

analisarmos os isolados de cateter, todos foram identificados como T. asabhii.

62

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

5. Resultados

Tabela 09. Identificacdo genotipica dos isolados de Trichosporon spp. de origem superficial e profunda e os parametros resultantes dos
sequenciamentos obtidos.

Isolado Local de Montagem  Contigs IGS IGS Espécie IGS Blast Montagem  Contigs ITS ITS Espécie ITS Blast
coleta IGS bp E-value ITS bp E-value
Err/10kb Err/10kb
TRIOO1 superficial 576,83 617bp T. asahii 0.0 266,39 497bp T. asahii 0,0
TRI002 superficial 231,23 618bp T. asahii 0.0 169,97 494bp T. asahii 0,0
TRIO03 urina 1331 619bp T. asahii 0.0 303,04 488bp T. asahii 0,0
TRIO04 urina 3274 903bp T. asahii 0.0 1623 493bp T. asahii 0,0
TRIO05 urina 209,97 618bp T. asahii 0.0 163,59 495bp T. asahii 0,0
TRIO06 urina 138,26 620bp T.asahii 0.0 69,99 502bp T. asahii 0,0
TRIOO7 urina 262,58 621bp T.asahii 0.0 142,87 522bp T. asahii 0,0
TRI008 urina 172,34 651bp T. asahii 0.0 301,97 507bp T. asahii 0,0
TRIO09 superficial 96,26 613bp T. asahii 0.0 443,32 525bp T. asahii 0,0
TRIO10 urina 165,61 616bp T. asahii 0.0 1331 481bp T. asahii 0,0
TRIO11 urina 518,53 602bp T. inkin 0.0 3619 771bp T. inkin 0.0
TRIO12 urina 355,76 619bp T. asahii 0.0 550,07 528bp T. asahii 0,0
TRI013 urina 913,95 900bp T. asahii 0.0 100,61 497bp T. asahii 0,0
TRIO14 superficial 193,31 617bp T. asahii 0.0 1105 520bp T. asahii 0,0
TRIO15 urina 86,77 621bp T. coremiiforme 0.0 109,32 522bp T. coremiiforme 0,0
TRI016 urina 470,81 624bp T. inkin 0.0 787,33 488bp T. inkin 0,0
TRIO17 urina 200,43 620bp T. asahii 0.0 329,99 515bp T. asahii 0,0
TRIO18 superficial 572,08 621bp T. asahii 0.0 174,74 494bp T. asahii 0,0
TRIO19 cateter 4988 1211bp T. asahii 0.0 479,01 528bp T. asahii 0,0
TRI020 cateter 552,94 621bp T. asahii 0.0 1017 523bp T. asahii 0,0
TRIO21 superficial 64,42 652bp T. asahii 0.0 130,12 522bp T. asahii 0,0
TRI022 superficial 760,01 490bp T. dermatis 0.0 760,75 506bp T. dermatis / T. 0.0/0.0
mucoides
TRI023 superficial 108,62 338bp T. asahii le-171 493,42 493bp T. asahii 0,0
TRI024 superficial 1787 588bp T. asahii le-169 365,91 493bp T. asahii 0,0
TRI025 CBS 335,31 490bp T. mucoides 0.0 248,38 479bp T. mucoides 0.0
TRI026 cateter 5268 1360bp T. asahii 0.0 543,08 490bp T. asahii 0,0
TRIO27 cateter 4975 1146bp T. asahii 0.0 820,69 482bp T. asahii 0,0
TRI028 superficial 114,92 619bp T. asahii 0.0 693,12 523bp T. asahii 0,0
TRI029 superficial 3744 904bp T. asahii 0.0 963,57 524bp T. asahii 0,0
TRIO30 superficial 1898 903bp T. asahii 0.0 431,46 491bp T. asahii 0,0
TRIO31 urina 2758 831bp T. asahii le-171 1724 450bp T. asahii 0,0
TRIO32 superficial 763,52 877bp T. asteroides 0.0 1269 491bp T. asteroides / 0.0/0.0
T. japonicum
TRIO33 superficial 377,7 621bp T. asahii 0.0 734,78 477bp T. asahii 0,0
TRIO34 superficial 340,4 903bp T. asahii 0.0 580,07 489bp T. asahii 0,0
TRIO35 superficial 481,52 901bp T. asahii 0.0 2257 490bp T. asahii 0,0
TRIO36 superficial 653,58 490bp T. dermatis 0.0 2783 509bp T. dermatis 0,0
TRIO37 superficial 303,62 892bp T. asahii 0.0 1178 484bp T. asahii 0,0
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Tabela 9. Continuacao...

Isolado Local de Montagem Contigs IGS Espécie IGS Blast Montagem Contigs ITS Espécie ITS Blast
coleta IGS IGS bp E-value ITS ITS bp E-value
Err/10kb Err/10kb
TRIO39 urina 3497 855bp T. debeurmannianum 3e-72 972,07 463bp T. 0,0
debeurmannianum
TRI040 urina 264,26 906bp T. asahii 0.0 156,78 524bp T. asahii 0,0
TRIO41 urina 477,72 903bp T. asahii 0.0 1089 470bp T. asahii 0,0
TRIO42 urina 42,53 933bp T. asahii 0.0 414,56 522bp T.asahii 0,0
TRIO43 superficial 1282 599bp T. inkin 0.0 2547 482bp T. inkin 0.0
TRIO44 superficial 491,3 630bp T. ovoides 0.0 47,51 547bp T. ovoides 0,0
TRI045 CBS 101,7 916bp T. faecale 0.0 64,78 519bp T. faecale / T. 0.0/0.0
insectorum
TRI046 CBS 676,88 566bp T. loubieri 0.0 456,37 478bp T. loubieri 0.0
TRIO47 superficial 235,67 629bp T. inkin 0.0 726,45 487bp T. inkin 0,0
TRI048 urina 904,57 903bp T. asahii 0.0 811,25 523bp T. asahii 0.0
TRIO49 superficial 200,52 623bp T. asahii 0.0 430,82 490bp T. asahii 0.0
TRIO50 superficial 1730 931bp T. asahii 0.0 1218 474bp T. asahii 0.0
TRIO51 superficial 1336 600dp T. asahii 0.0 828,19 493bp T. asahii 0.0
TRIO52 superficial 832,33 905bp T. asahii 0.0 884,79 493bp T. asahii 0.0
TRIO53 superficial 1119 594bp T. inkin 0.0 1254 485bp T. inkin 0.0
TRIO54 superficial 1147 593bp T. inkin 0.0 415,74 489bp T. inkin 0.0
TRIO55 urina 3352 904bp T. asahii 0.0 2131 532bp T. asahii 0,0
TRIO56 urina 92,43 653bp T. asahii 0.0 875,87 471bp T. asahii 0,0
TRIO57 superficial 96,27 912bp T. coremiiforme 0.0 287,47 504bp T. coremiiforme 0,0
TRIO58 superficial 441,38 902bp T. asahii 0.0 1046 482bp T. asahii 0,0
TRIO59 superficial 93,7 878bp T. asteroides 0.0 1134 477bp T. asteroides / T. 0.0/0.0
japonicum
TRIO60 superficial 369,76 591bp T. inkin 0.0 974,24 484bp T. inkin 0.0
TRIO61 superficial 231,36 900bp T. asahii 0.0 2455 478bp T. asahii 0.0
TRI062 superficial 1001 674bp T. asahii 0.0 1907 493bp T. asahii 0.0
TRIO63 superficial 2199 897bp T. asahii 0.0 735,9 465bp T. asahii 0.0
TRIO64 superficial 180,01 618bp T. asahii 0.0 1190 493bp T. asahii 0.0
TRIO65 superficial 306,67 655bp T. asahii 0.0 1315 910bp T. asahii 0,0
TRIO66 superficial 71,02 932bp T. asahii 0.0 68,26 933bp T. asahii 0,0
TRIO67 superficial 267,16 904bp T. asahii 0.0 947,63 534bp T. asahii 0.0
TRIO68 CBS 226 625bp T. asahii 0.0 1696 530bp T. asahii 0,0
TRIO69 CBS 873,97 904bp T. asahii 0.0 6570 980bp T. asahii 0,0
TRIO70 superficial 3124 878bp T. asahii 0.0 2249 480bp T. asahii 0,0
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Quando comparamos os dados obtidos pela identificagdo molecular e
fenotipica observamos que apenas em 30% dos isolados (21/70), a identificacdo
fenotipica foi capaz de identificar corretamente os isolados de Trichosporon spp.,
dados expostos na tabela 09. Quando utilizamos, por exemplo, a espécie T.
ashaii, podemos observar a variacdo existente entre as técnicas de identificacao:
24 isolados T. ashaii pelo método fenotipico, 52 isolados pelo método genotipico,

regido ITS e IGS.

Tabela 10. Comparacado entre os resultados obtidos através dos métodos

de identificacdo dos isolados de Trichosporon spp.

Fenotipica IGS ITS
24 52 52
T. asahii
18 02 --
T. asteroides
06 01 01
T. ovoides
-- 01 01
T. mucoides
05 07 07
T. inkin
17 -- --
T. cutaneum
-- 02 02
T. coremiiforme
-- 02 01
T. dermatis
-- 01 01
T. debeurmannianum
-- 01 --
T. faecale
01 01
T. loubieri
-- -- 04

Incongruéncias
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Contudo, mesmo utilizando as técnicas moleculares para identificacdo
podemos observar que em 04 isolados, a regido ITS apresentou incongruéncias,
ou seja, ndo foi capaz de discriminar entre as espécies de Trichosporon. As
incongruéncias encontradas foram: T. asteroides / T. japonicum ; T. asteroides /
T. japonicum ; T. dermatis / T. mucoides ; T. faecale / T. insectorum ; sendo que T.

asteroides esteve presente em 50% (2/4) das incongruéncias.

5.4. Filogenia do género Trichosporon.

Para obter uma estimativa melhor da histéria evolutiva das leveduras do
género Trichosporon e suas correlacbes de parentescos evolutivos foram
realizadas inferéncias filogenéticas com base nos dados de sequenciamentos.
Estas analises foram realizadas pela Dra. Renata Carmona.

A parte inicial do teste consiste na escolha do modelo filogenético que
melhor representa o processo evolutivo que levou ao surgimento das sequéncias
analisadas. Para essas andlises foi utilizado o programa Modeltest (Posada &
Crandall, 1998) de forma a encontrar 0 modelo que melhor se ajusta aos dados
analisados e os parametros deste modelo para a inferéncia da arvore filogenética.
O modelo escolhido e os parametros do modelo para cada conjunto de dados

estao dispostos na tabela 11.
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Tabela 11. Modelos de substituicdo utilizados pelos programas de

inferéncia filogenética

Regido IGS ITS
Modelo evolutivo *K80+G ** HKY+G
Frequéncia das bases A=0,25 A=0,2824
C=0,25 C=0,2097
G=0,25 G=0,2190
T=0,25 T=0,2889
Tiltv 0,985 0,9693
Distribuicdo gamma 6,0915 1,2586

* Kimura (1980) ** HKY (Hasegawa et al., 1985)

Utilizando esses parametros estimados, a proxima etapa foi inferir as
genealogias a partir dos dados moleculares obtidos dos sequenciamentos,
utilizando-se os programas SplitsTree (Huson, 1998; Huson & Bryant, 2006) e
MrBayes (Huelsenbeck & Ronquist, 2001). Se as redes obtidas pelo SplitsTree
possuirem poucas reticulagdes entdo uma analise filogenética dicotbmica pode ser
feita. Os parametros do modelo de substituicdo s&o inferidos pelo MrBayes
(Huelsenbeck & Ronquist, 2001) sendo o modelo de substituicdo de nucleotideos

GTR (“general time-reversible”) com distribuicAo gamma utilizado como input.

5.4.1. Avaliagéo de confiabilidade

Apos estimarmos uma filogenia foi avaliada a confiabilidade da &rvore ou
especificamente, qual € a confianga nos grupamentos formados por cada um dos

nos da arvore. O “bootstrap” € uma técnica computacional de re-amostragem que
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pode ser utilizada para estimar distribuicdes desconhecidas ou dificeis de serem
descobertas analiticamente (Efron, 1979).

O teste de bootstrap serve como forma de calcular indices que indiquem
o0 grau de confianga dos ramos internos da arvore. O bootstrap estima a
distribuicdo da amostra pela re-amostragem repetida de dados a partir do conjunto
original. Os valores sdo geralmente interpretados como niveis de confianga para
0s grupamentos filogenéticos e os valores estdo expressos em porcentagem e
indicados nos ramos internos. Essas analises foram aplicadas em todos os

métodos de inferéncia utilizados na presente investigacao.

5.4.2. Arvores filogenéticas da regido ITS dos isolados de

Trichosporon spp.

Foram analisados 70 isolados de Trichosporon spp., descritos
anteriormente na tabela 9, além de 6 sequéncias obtidas no GenBank e 3
sequéncias de grupos externos totalizando 79 sequéncias no alinhamento. As
relacbes filogenéticas entre as espécies de Trichosporon identificadas estédo
graficamente representadas pela arvore filogenética gerada a partir de analises
bayesianas da regido ITS 1 e 2 + 5,8S (Figura 07). Valores de probabilidade
posterior foram adicionados para representar os valores de confiabilidade. Os
parametros estimados para o modelo de substituicdo de nucleotideos GTR para o
alinhamento da regiao ITS foram: r(AC) = 0,143031, r(AG) = 0,190108, r(AT) =

0,133835, r(CG) = 0,104037, r(CT) = 0,305053, r(GT) = 0,123936, f(A) = 0,278878,
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f(C) = 0,206788, f(G) = 0,224493, g(T) = 0,289841 e parametro alfa da distribuicdo
gamma = 0,191578.

A arvore da regido ITS (Figura 07) demonstra que essa regido apresenta
pequena capacidade discriminatéria, sendo capaz de diferenciar apenas dois
grandes grupos, segundo a espécie, isto €, T. asahii e T. nado-asahii. Essa
capacidade discriminatoria da regido ITS ndo sofreu influéncia segundo a origem
do isolado (superficial ou profundo), apresentando poder discriminatério
satisfatério apenas para a espécie T. asabhii.

O cladograma gerado a partir dos sequenciamentos da regido ITS, (Figura
8), segundo as respectivas arvores-consenso, resultantes de randomizacfes
individuais a partir de uma arvore inicial gerada pela analise de Bayes demonstra
0 mesmo poder discriminatério da regido ITS, com todos os isolados identificados
como T. asahii, estreitamente relacionados com apenas uma interposicdo de um
isolado (015 — T. coremiiforme). Podemos observar que, em menor grau, 0S
isolados de T. inkin encontram-se relativamente juntos, exceto pela interposicao

de um isolado de T. ovoides (044) (Figura 09). Os valores de “bootstrap” foram

adicionados aos seus respectivos ramos.

5.4.3. Analise de recombinacdo genética da regido ITS de

Trichosporon spp.

A avaliacdo do processo de recombinagdo entre as espeécies filogenéticas

foi realizada pelo software Splitstrees 4.0 (Huson, 1998) através das redes de
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recombinagdo que demonstram o intercambio génico entre os isolados de
Trichosporon spp.

Através da analise de redes de recombinacdo foi possivel observar que a
regido ITS dos isolados de Trichosporon apresentam dois p6los bem delimitados
(Figura 09), compostos pela clade cutaneum, que é composta pelas espécies: T.
cutaneum, T. dermatis, T. mucoides e T. debermanium e a clade ovoides — T.
asahii, T. asteroides, T. ovoides, T. coremiiforme e T. inkin. As sequéncias de
Cryptococcus amylolentus, Cryptococcus neoformans e  Cryptococcus

heveanensis foram utilizadas como grupo externo (outgroup) (Tabela 3).

Nesta andlise fica evidenciado que, durante o processo de evolugéo,
ocorreu troca genética entre os isolados de mesma espécie, entre os isolados que
compdem a mesma clade, entre os isolados das diferentes clades evidenciadas e,
também, entre os isolados de Trichosporon e as sequéncias que compdem o

grupo externo (outgroup).
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Figura 07. Filogenia dos isolados de Trichosporon spp. baseados na analise bayesiana da regido ITS.
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Figura 08. Cladograma dos sequenciamentos da regido ITS dos isolados de Trichosporon spp. Valores de colocar 72
probabilidade posterior indicado nos ramos.
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Figura 09. Rede filogenética gerada pelo Splitstree utilizando a regido ITS dos isolados de Trichosporon spp..

Valores assinalados nos ramos indicam o bootstrap (1000 pseudoréplicas).
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5.4.4. Arvores filogenéticas regio IGS dos isolados de

Trichosporon spp.

Todas as analises realizadas com a regido ITS foram igualmente realizadas
com a regido IGS do género Trichosporon. As 70 sequéncias da regido IGS
obtidas neste estudo, mais 5 obtidas do GenBank e 2 sequéncias de grupos
externos foram analisadas com o programa MrBayes. As sequéncias de
Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gatti foram utilizadas como grupo
externo (outgroup). Os parametros estimados para o modelo de substituicdo de
nucleotideos GTR para o alinhamento da regido IGS foram: r(AC) = 0,109498,
r(AG) = 0,238771, r(AT) = 0,112070, r(CG) = 0.135501, r(CT) = 0,294032, r(GT) =
0,110128, f(A) = 0,255274, f(C) = 0,218121, f(G) = 0,262257, g(T) = 0,264348 e
parametro alfa da distribuicdo gamma = 2,464997.

As arvores resultantes das analises com o Mrbayes (Figura 10)
evidenciaram que a regido IGS apresenta um poder discriminatério maior que o
encontrado na regido ITS. A andlise dessa regido possibilitou a diferenciacdo de
todas as espécies de Trichosporon encontradas nos isolados em estudo. Assim
como na regido ITS todas as sequéncias de T. asahii foram agrupadas juntas,
porém, nesta analise o isolado 015 — T. coremiforme foi agrupado com os outros 2

isolados dessa mesma espécie, os isolados 075 e 057.
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5. Resultados

5.4.5. Analise de recombinacdo genética da regido IGS de

Trichosporon spp.

A avaliacdo do processo de recombinagdo entre as espeécies filogenéticas
foi realizada como descrito anteriormente utilizando-se a construgdo de redes

filogenéticas pelo software Splitstrees 4.0.

Essa regido apresentou um numero de eventos reticulados com troca
génica, visualmente inferior ao observado para regidao ITS (Figuras 11 ). Esses
eventos de recombinacdo sdo menos pronunciados inclusive quando comparados

as sequéncias de C. neoformans e C. gatti (“outgroup”).

Os resultados obtidos para a regido IGS possuem um poder discriminatorio

superior ao observado nas andlises filogenéticas da regido ITS e credenciam essa

regido do DNA ribossomal para os ensaios de identificacdo dos diferentes subtipos

encontrados em T. asabhii.
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Figura 10. Filogenia dos isolados de Trichosporon spp. baseados na analisa bayesiana da regido IGS. Valores 76
assinalados nos ramos indicam a probabilidade posterior dos ramos.
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Figura 11. Rede filogenética gerada pelo Splitstree utilizando a regido IGS dos isolados de Trichosporon spp..
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5.4.6. Identificacdo do polimorfismo das sequéncias da regiao

IGS-1de T. asahii.

Estudos recentes (Sugita et al.,, 2002; Tudela et al., 2007; Chagas et al.,
2009) tém demonstrado a existéncia de polimorfismo na sequéncia da regido IGS1
das leveduras do género Trichosporon. A analise desse polimorfismo tem sido
correlacionada com a origem geografica dos isolados estudados, propondo que
isolados endémicos de uma determinada regido pertencam a genotipos

especificos.

Para identificar a qual gendtipo de T. asahii nossos isolados pertencem
foram utilizadas as sequéncias da regido IGS dos 52 isolados de T. asahii
identificados nesse estudo mais as sequéncias dos 7 gendtipos ja descritos na

literatura (Sugita et al., 2002; 2004).

Analisando-se a genealogia em rede pode-se perceber que o isolado 062
pertence ao genétipo 3, o isolado 002 pertence ao gendtipo 4 e que ndo foram
encontrados isolados pertencentes aos genétipos 5, 6 e 7 (Figura 12). Devido ao
baixo suporte estatistico ndo podemos afirmar se os outros isolados pertencem ao
genotipo 1 ou ao 2. Para inferéncia no MrBayes foi utilizado um isolado de T.
coremiiforme como grupo externo. Os parametros estimados para o modelo de
substituicdo de nucleotideos GTR para o alinhamento da regido IGS somente do
T. asahii foram: r(AC) = 0,155473, r(AG) = 0,225461, r(AT) = 0,108472, r(CG) =

0,126651, r(CT) = 0,258611, r(GT) = 0,125332, f(A) = 0,264595, f(C) = 0,222988,
78

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

5. Resultados

f(G) = 0,263743, g(T) = 0,248674 e parametro alfa da distribuicdo gamma =
0,097511. A andlise bayesiana foi consistente com os resultados obtidos pelo
SplitsTree com o isolado 062 pertencente ao genétipo 3, o isolado 002
pertencente ao gendtipo 4 e nenhum isolado pertencente aos genétipos 5, 6 e 7
(Figura 13). Da mesma forma ndo podemos afirmar com qual genétipo, 1 ou 2, 0
restante dos isolados mais se assemelha devido a grande politomia e a baixa

probabilidade a posteriori dos ramos.
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Valores assinalados nos ramos indicam o bootstrap (1000 pseudoréplicas).
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IGS. Valores assinalados nos ramos indicam a probabilidade posterior dos ramos.
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5.5. Pesquisa de exoenzimas

5.5.1. Pesquisa de proteinase (Aoki et al., 1990; Oksuz et al., 2007)

A atividade da enzima proteinase (Pz) foi detectada em todos os 70
isolados em estudo de viruléncia, independentemente do local de isolamento

(superficial ou profundo).

No grupo de isolados de origem superficial nenhum isolado apresentou
atividade da enzima proteinase (Pz) classificado como muito forte. Apenas trés
isolados (021, 044 e 047) apresentaram atividade de Pz classificada como forte
(FRT) (Tabela 12). Neste grupo, 66% (n=26) dos isolados apresentaram atividade
de Pz como moderada (MOD) e dez (25,6%) isolados demonstraram Pz fraca

(FRC), medicdes descritas na tabela 12.

Por sua vez, na andlise dos isolados de origem profunda, a atividade de
proteinase classificada como forte foi encontrada em oito (25%) isolados, 64%
(n=20) dos isolados foram classificados com atividade moderada (MOD) e apenas
trés isolados (9,7%) obtiveram a producado de proteinase classificada como fraca
(FRC), dados expostos na tabela 13.

Especificamente nos isolados de cateter, foi observado que dois isolados
apresentaram atividade da enzima proteinase classificados como forte ( TRI-020 e

TRI-027).

O isolado TRI-039 proveniente de urina identificado como T. debermanium
apresentou atividade de proteinase moderada (Tabela 13).
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Tabela 12. Medi¢Oes das atividades da proteinase dos isolados de Trichosporon
spp. de origem superficial (pele).

PROTEINASE
COLONIA HALO
Local D1 D2 P1 P2  |MEDIA DQMEDIAH Pz
1 | TRI-001 | superficial 30 34 44 45 38,3 44,5 0,40 FRC
2 | TRI-002 |superficial 24 29 34 46 38,5 40,0 0,31 FRC
3 | TRI-009 |superficial 19 20 38 44 30,3 41,0 0,74 MOD
4 | TRI-014 |superficial 35 39 51 59 37,0 55,0 0,67 MOD
5 | TRI-018 | superficial 25 34 55 60 43,5 57,5 0,76 MOD
6 | TRI-021 |superficial 51 49 50 55 50,0 52,5 0,85 FRT
7 | TRI-022 | superficial 25 29 42 49 36,3 45,5 0,53 FRC
8 | TRI-023 |superficial 35 37 54 51 36,0 52,5 0,54 FRC
9 | TRI-024 |superficial 28 22 44 30 31,0 37,0 0,66 MOD
10 | TRI-028 | superficial 41 39 63 60 40,0 61,5 0,65 MOD
11 | TRI-029 | superficial 14 19 28 33 23,5 30,5 0,77 MOD
12 | TRI-030 | superficial 28 38 55 59 45,0 57,0 0,79 MOD
13 | TRI-032 | superficial 20 18 34 30 25,5 32,0 0,80 MOD
14 | TRI-033 | superficial 31 25 49 53 39,5 51,0 0,66 MOD
15 | TRI-034 | superficial 37 44 51 56 47,0 53,5 0,54 FRC
16 | TRI-035 | superficial 24 22 42 38 31,5 40,0 0,79 MOD
17 | TRI-036 | superficial 38 40 45 48 59,0 46,5 0,49 FRC
18 | TRI-037 | superficial 28 46 63 65 50,5 64,0 0,79 MOD
19 | TRI-043 | superficial 25 29 45 47 36,5 46,0 0,79 MOD
20 | TRI-044 [ superficial 35 41 44 49 42,3 46,5 0,91 FRT
21 | TRI-047 | superficial 37 46 43 55 41,5 49,0 0,85 FRT
22 | TRI-049 [ superficial 29 33 59 68 47,3 63,5 0,74 MOD
23 | TRI-050 [ superficial 39 37 61 63 50,0 62,0 0,68 MOD
24 | TRI-051 | superficial 22 35 60 67 46,0 63,5 0,72 MOD
25 | TRI-52 |[superficial 19 22 59 60 40,0 59,5 0,67 MOD
26 | TRI-053 [ superficial 40 45 68 69 55,5 68,5 0,54 FRC
27 | TRI-054 [ superficial 29 37 55 59 45,0 57,0 0,79 MOD
28 | TRI-057 | superficial 30 39 59 64 48,0 61,5 0,78 MOD
29 | TRI-058 [ superficial 23 37 59 67 46,5 63,0 0,74 MOD
30 | TRI-059 [superficial 25 29 59 64 44,3 61,5 0,72 MOD
31 | TRI-060 [ superficial 28 36 60 68 48,0 64,0 0,75 MOD
32 | TRI-061 [ superficial 29 31 55 61 44,0 58,0 0,76 MOD
33 | TRI-062 [ superficial 17 22 49 47 33,8 48,0 0,70 MOD
34 | TRI-063 [ superficial 25 29 45 55 38,5 50,0 0,77 MOD
35 | TRI-064 [ superficial 31 29 59 63 45,5 61,0 0,75 MOD
36 | TRI-054 [ superficial 22 31 68 65 46,5 66,5 0,70 MOD
37 | TRI-066 [ superficial 29 44 62 59 48,5 60,5 0,39 FRC
38 | TRI-067 [ superficial 39 47 58 63 51,8 60,5 0,58 FRC
39 | TRI-070 | superficial 37 46 62 67 53,0 64,5 0,48 FRC

NP = né&o produtora/ FRC=fraca / MOD = moderada / FRT = Forte/ MTF = Muiti%Forte
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Tabela 13. Medi¢Oes das atividades da proteinase dos isolados de Trichosporon

spp. de origem profunda (urina e cateter).

PROTEINASE
COLONIA COLONIA + HALO
Local X Y X1 Y1 MEDIA DC | MEDIA H Pz
40 | TRI-003 | urina 35 39 58 55 [ 37,0 56,5 0,65 | MOD
41 | TRI-004 | urina 34 36 50 59 35,0 54,5 0,64 | MOD
42 | TRI-005 | urina 36 38 55 58 37,0 56,5 0,65 | MOD
43 | TRI-006 | urina 34 30 49 57 32,0 53,0 0,73 | MOD
44 | TRI-007 | urina 25 28 50 57 39,0 53,5 0,68 | MOD
45 | TRI-008 | urina 29 31 59 61 30,0 60,0 0,58 FRC
46 | TRI-020 | urina 33 37 65 59 35,0 62,0 0,56 FRC
47 | TRI-011 | urina 30 36 60 61 33,0 60,5 0,60 FRC
48 | TRI-012 | urina 22 24 55 57 23,0 56,0 0,61 | MOD
49 | TRI-013 | urina 28 34 58 58 45,0 58,0 0,78 | MOD
50 | TRI-015 | urina 29 31 57 56 30,0 56,5 0,69 | MOD
51 | TRI-016 | urina 22 25 65 69 23,5 67,0 0,78 | MOD
52 | TRI-027 | urina 29 30 63 64 29,5 63,5 0,69 | MOD
53 | TRI-031 | urina 24 22 59 62 23,0 60,5 0,76 | MOD
54 | TRI-038 | urina 20 19 53 57 19,5 55,0 0,69 | MOD
55 | TRI-039 | urina 21 25 65 69 23,0 67,0 0,76 | MOD
56 | TRI-040 | urina 39 34 48 56 36,5 52,0 0,66 | MOD
57 | TRI-041 | urina 30 28 53 58 29,0 55,5 0,85 FRT
58 | TRI-042 | urina 25 27 66 68 26,0 67,0 0,70 | MOD
59 | TRI-048 | urina 22 29 44 59 25,5 51,5 0,73 | MOD
60 | TRI-055 | urina 13 16 33 45 14,5 39,0 0,76 | MOD
61 | TRI-056 | urina 37 36 52 68 36,5 60,0 0,61 | MOD
62 | TRI-045 | cBS 22 20 57 64 21,0 60,5 0,84 FRT
63 | TRI-046 | CBS 27 26 59 60 26,5 59,5 0,87 FRT
64 | TRI-068 | CBS 18 20 60 67 19,0 63,5 0,94 FRT
65 | TRI-069 | CBS 25 28 60 68 26,5 64,0 0,82 FRT
66 | TRI-025 | CBS 30 36 68 69 33,0 68,5 0,81 FRT
67 | TRI-019 | cateter 25 29 64 62 27,0 63,0 0,77 | MOD
68 | TRI-020 | cateter 19 15 53 67 17,0 60,0 0,89 FRT
69 | TRI-026 | cateter 20 22 55 58 21,0 56,5 0,77 | MOD
70 | TRI-027 | cateter 25 29 59 64 44,3 61,5 0,92 FRT

NP = né&o produtora/FRC=fraca / MOD = moderada / FRT = Forte/ MTF = Muito Forte
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5.2.2. Pesquisa de fosfolipase (Price et al., 1982)

A atividade de fosfolipase foi detectada com menor intensidade no grupo de
isolados superficiais. Neste grupo apenas dois isolados (TRI-021 e TRI-021)
apresentaram atividade enzimatica classificada como forte (FRT). Ainda nesse
grupo 19 (48,7%) isolados apresentaram atividade de fosfolipase classificada
como moderada (MOD) e 17 (43,5%) isolados apresentaram atividade de Fz fraca
(FRC). O isolado (TRI001) foi o Unico nédo produtor de fosfolipase, mesmo com a

repeticao exaustiva dos experimentos (Tabela 14).

A atividade de fosfolipase no grupo de isolados de origem profunda foi
classificada como forte em 13 (42%) isolados provenientes de urina € nenhum de
cateter. Em 45% (n=14) dos isolados profundos a atividade de fosfolipase foi
classificada como moderada. A atividade de Pz forte ocorreu em trés isolados e

muito forte (MF) ocorreu em um isolado (Tabela 15).

85

Create PDF files without this message by purchasing novaPDF printer (http://www.novapdf.com)



http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

5. Resultados

Tabela 14. Medic¢Oes das atividades da fosfolipase dos isolados de Trichosporon
spp. de origem superficial.

FOSFOLIPASE
COLONIA COLONIA +HALO
Local D1 D2 P1 P2 |MEDIADC |MEDIAH Fz

1| TRI-001 superficial 30 34 44 45 38,3 44,5 0,10 NP

2| TRI-002 superficial 24 29 34 46 38,5 40,0 0,90 FRT

3|TRI-009 superficial 19 20 38 44 30,3 41,0 0,74 MOD

4|TRI-014 superficial 35 39 51 59 37,0 55,0 0,67 MOD

5|TRI-018 | superficial 25 44 55 60 46,0 57,5 0,59 FRC

6| TRI-021 superficial 22 55 50 55 38,5 52,5 0,87 FRT

7|TRI-022 superficial 67 88 42 49 61,5 45,5 0,78 MOD

8| TRI-023 superficial 35 37 54 51 36,0 52,5 0,59 FRC

9| TRI-024 superficial 33 27 44 36 35,0 40,0 0,76 MOD
10| TRI-028 superficial 41 39 63 60 40,0 61,5 0,49 FRC
11| TRI-029 superficial 14 19 28 33 23,5 30,5 0,55 FRC
12| TRI-030 superficial 28 38 55 59 45,0 57,0 0,78 MOD
13| TRI-032 superficial 20 18 34 30 25,5 32,0 0,56 FRC
14| TRI-033 superficial 31 25 49 53 39,5 51,0 0,44 FRC
15| TRI-034 superficial 37 44 51 56 47,0 53,5 0,58 FRC
16| TRI-035 superficial 24 22 42 38 31,5 40,0 0,77 MOD
17| TRI-036 superficial 38 40 45 48 42,8 46,5 0,56 FRC
18| TRI-037 superficial 28 46 63 65 50,5 64,0 0,38 MOD
19| TRI-043 superficial 25 29 45 47 36,5 46,0 0,49 FRC
20| TRI-044 superficial 35 41 44 49 42,3 46,5 0,69 MOD
21| TRI-047 superficial 37 46 43 55 41,5 49,0 0,59 FRC
22| TRI-049 superficial 29 33 59 68 47,3 63,5 0,78 MOD
23| TRI-050 superficial 39 37 61 63 50,0 62,0 0,77 MOD
24| TRI-051 superficial 22 35 60 67 46,0 63,5 0,56 FRC
25| TRI-52 superficial 19 22 59 60 40,0 59,5 0,67 MOD
26| TRI-053 superficial 40 45 68 69 55,5 68,5 0,45 FRC
27| TRI-054 superficial 29 37 55 59 45,0 57,0 0,56 FRC
28| TRI-057 | superficial 29 33 59 68 47,3 63,5 0,66 MOD
29| TRI-058 superficial 39 37 61 63 50,0 62,0 0,54 FRC
30| TRI-059 superficial 22 35 60 67 46,0 63,5 0,48 FRC
31| TRI-060 | superficial 29 33 59 68 47,3 63,5 0,65 MOD
32| TRI-061 superficial 39 37 61 63 50,0 62,0 0,63 MOD
33| TRI-062 superficial 22 35 60 67 46,0 63,5 0,56 MOD
34| TRI-063 superficial 29 33 59 68 47,3 63,5 0,67 MOD
35| TRI-064 superficial 39 37 61 63 50,0 62,0 0,43 FRC
36| TRI-054 superficial 22 35 60 67 46,0 63,5 0,67 MOD
37|TRI-066 superficial 29 33 59 68 47,3 63,5 0,65 MOD
38| TRI-067 superficial 39 37 61 63 50,0 62,0 0,45 FRC
39|TRI-O70 | superficial 22 35 60 67 46,0 63,5 0,67 MOD

NP = né&o produtora/ FRC=fraca / MOD = moderada / FRT = Forte/ MTF = Muito F&8e
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Tabela 15. Medi¢bes das atividades da fosfolipase dos isolados de Trichosporon
spp. de origem profunda.

FOSFOLIPASE
COLONIA +
COLONIA HALO
ISOLADO X Y X1 Y1 |MEDIADC |MEDIAH Fz
1| TRI-003 urina 33 | 24 49 47 28,5 48,0 0,80 MOD
2| TRI-004 urina 30 | 17 38 44 23,5 60,0 0,99 MF
3| TRI-005 urina 22 | 15 55 61 18,5 58,0 0,83 FRT
4| TRI-006 urina 18 | 17 50 57 17,5 53,5 0,68 MOD
5| TRI-007 urina 19 | 17 68 69 18,0 68,5 0,96 FRT
6| TRI-008 urina 15 | 24 64 67 19,5 65,5 0,69 MOD
7| TRI-010 urina 29 | 34 69 69 31,5 69,0 0,89 FRT
8| TRI-011 urina 22 | 31 62 69 26,5 65,5 0,77 MOD
9| TRI-012 urina 23 | 25 65 67 24,0 66,0 0,80 MOD
10| TRI-013 urina 22 | 22 70 66 22,0 68,0 0,67 MOD
11| TRI-015 urina 32 | 33 55 56 32,5 55,5 0,89 FRT
12| TRI-016 urina 26 | 39 59 52 32,5 55,5 0,54 FRC
13| TRI-017 urina 21 | 21 65 65 21,0 65,0 0,89 FRT
14| TRI-031 urina 39 | 37 54 51 38,0 52,5 0,72 MOD
15(TRI-038 urina 17 | 22 61 66 19,5 63,5 0,90 FRT
16| TRI-039 urina 12 | 24 66 69 18,0 67,5 0,79 FRT
17 [ TRI-040 urina 10 | 12 58 66 11,0 62,0 0,92 FRT
18| TRI-041 urina 11 | 21 69 63 16,0 66,0 0,86 FRT
19 [ TRI-042 urina 23 | 20 68 59 21,5 63,5 0,66 MOD
20 [ TRI-048 urina 22 | 19 67 56 20,5 61,5 0,94 FRT
21| TRI-055 urina 34 | 22 61 60 28,0 60,5 0,67 MOD
22 [ TRI-056 urina 13 | 14 56 67 13,5 61,5 0,87 FRT
23| TRI-045 urina 18 | 31 55 68 24,5 61,5 0,86 FRT
24 [ TRI-046 CBS 43 | 38 63 60 40,5 61,5 0,76 MOD
25| TRI-068 CBS 21 | 28 67 60 24,5 63,5 0,75 MOD
26 [ TRI-069 CBS 36 | 31 68 67 33,5 67,5 0,87 FRT
27| TRI-025 CBS 22 | 19 39 68 20,5 53,5 0,66 MOD
28 [ TRI-019 cateter 44 | 45 68 69 44,5 68,5 0,70 MOD
29| TRI-020 cateter 50 | 47 52 62 48,5 57,0 0,45 FRC
30 [ TRI-026 cateter 44 | 40 44 67 42,0 55,5 0,66 MOD
31| TRI-027 cateter 48 | 47 55 58 47,5 56,5 0,54 FRC

NP = né&o produtora/ FRC= fraca / MOD = moderada / FRT = Forte/ MTF = Muito Forte
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5.5.3. Pesquisa de desoxirribonuclease (DNase)

A atividade da enzima DNAse foi demonstrada para todos os isolados de
origem profunda (n=31) e apenas isolado (RI-001) proveniente de origem
superficial ndo evidenciou producdo da enzima desoxirribonuclease (DNAse). O
grupo de isolados superficiais apresentou o seguinte perfil enzimatico: dois
isolados (5,1%) foram forte produtores de DNAse; 19 isolados (48,7%) produtores

moderados de DNAse e 17 isolados (43,5%) fracamente produtores de DNAse.

Os resultados da atividade enzimatica do grupo infec¢do (cateter e urina)
demonstraram que 42% (n=13) apresentaram atividade enzimatica (Dz) como
forte (FRT) situada entre 0,8 e 0,99, outros 14 isolados (45%) apresentaram Dz
como moderada (MOD) com valores entre 0,6 e 0,8. Outros trés (9,7%) isolados
mostraram Dz como fraca e apenas um isolado apresentou atividade de Dz como

muito forte com valores iguais ou maiores que 0,99.
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Tabela 16. Medic¢des das atividades da DNAse dos isolados de Trichosporon spp.

de origem superficial.

DNASE
Local COLONIA HALO MEDIA MEDIA Dz
D1 D2 P1 P2 DC C+H

1 TRI-001  superficial 28 31 40 42 29,5 41,0 0,76 MOD
2 TRI-002  superficial 25 38 48 51 44,0 49,5 0,58 FRC
3 TRI-009  superficial 39 37 43 49 38,0 46,0 0,69 MOD
4 TRI-014  superficial 32 38 42 43 35,0 42,5 0,76 MOD
5 TRIO18  superficial 33 36 48 44 34,5 46,0 0,86 FRT
6 TRI-021  superficial 39 41 48 50 40,0 49,0 0,79 MOD
7 TRI-022  superficial 38 37 42 40 37,5 41,0 0,59 FRC
8 TRI-023  superficial 30 38 48 50 34,0 49,0 0,64 MOD
9 TRI-024  superficial 39 35 55 51 37,0 53,0 0,69 MOD
10 TRI-028  superficial 22 25 33 40 23,5 36,5 0,89 FRT
11 TRI-029  superficial 25 33 38 41 29,0 39,5 0,89 FRT
12 TRI-030  superficial 40 31 53 45 35,5 49,0 0,76 MOD
13 TRI-032  superficial 40 46 59 62 43,0 60,5 0,96 FRT
14 TRI-033  superficial 25 31 43 45 28,0 44,0 0,67 MOD
15 TRI-034  superficial 34 45 46 50 39,5 48,0 0,76 MOD
16 TRI-035  superficial 33 32 41 40 325 40,5 0,74 MOD
17 TRI-036  superficial 32 30 42 44 31,0 43,0 0,69 MOD
18 TRI-037  superficial 41 40 55 52 40,5 53,5 0,65 MOD
19 TRI-043  superficial 27 33 43 48 30,0 45,5 0,98 FRT
20 TRI-044  superficial 40 36 56 40 38,0 48,0 0,58 FRC
21 TRI-047  superficial 26 30 38 48 28,0 43,0 0,69 MOD
22 TRI-049  superficial 28 38 44 51 33,0 47,5 0,68 MOD
23 TRI-050  superficial 28 35 53 57 315 55,0 0,74 MOD
24 ' TRI-051  superficial 43 44 66 55 43,5 60,5 0,77 MOD
25 TRI-52 superficial 32 37 41 45 345 43,0 0,73 MOD
26 ' TRI-053  superficial 49 43 ' 63 61 46,0 62,0 0,65 MOD
27 TRI-054  superficial 43 40 58 56 41,5 57,0 0,96 FRT
28 TRIO57  superficial 47 48 58 60 47,5 59,0 0,69 MOD
29 TRI-058  superficial 33 38 65 61 35,5 63,0 0,72 MOD
30 TRI-059  superficial 37 33 58 60 35,0 59,0 0,66 MOD
31 TRIO60  superficial 29 33 59 68 47,3 63,5 0,87 FRT
32 TRI-061  superficial 39 37 61 63 50,0 62,0 0,67 MOD
33 TRI-062  superficial 22 35 60 67 46,0 63,5 0,69 MOD
34 TRI-063  superficial 29 33 59 68 47,3 63,5 0,79 MOD
35 TRI-064  superficial 39 37 61 63 50,0 62,0 0,67 MOD
36 TRI-054  superficial 22 35 60 67 46,0 63,5 0,60 FRC
37 TRI-066  superficial 29 33 59 68 47,3 63,5 0,94 FRT
38 TRI-067  superficial 39 37 61 63 50,0 62,0 0,76 MOD
39 TRIO70  superficial 22 35 60 67 46,0 63,5 0,79 MOD

NP = né&o produtora/ FRC= fraca / MOD = moderada / FRT = Forte/ MTF = Muito Forte
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Tabela 17. Medic¢des das atividades da DNAse dos isolados de Trichosporon spp.

de origem profunda (urina e cateter).

DNASE
COLONIA HALO
Local D1 D2 Pl P2  |MEDIADC MEDIA C+H Dz
40 | TRI-003 | wurina 28 31 40 42 [ 29,5 41,0 0,72 MOD
41| TRI-004 | wurina 25 38 48 51 44,0 49,5 0,89 FRT
42 ] TRI-005 | wurina 39 37 43 49 38,0 46,0 0,83 FRT
43| TRI-006 | wurina 32 38 42 43 35,0 42,5 0,82 FRT
44 ] TRI-007 | urina 33 36 48 44 34,5 46,0 0,75 MOD
45 ] TRI-008 | wurina 39 41 48 50 40,0 49,0 0,82 FRT
46 ] TRI-010 | wurina 38 37 42 40 37,5 41,0 0,91 FRT
47 ] TRI-011 | urina 30 38 48 50 34,0 49,0 0,69 MOD
48 ] TRI-012 | urina 39 35 95 51 37,0 53,0 0,70 MOD
49 ] TRI-013 | urina 22 25 33 40 23,5 36,5 0,64 MOD
50 | TRI-015 | wurina 25 33 38 41 29,0 39,5 0,73 MOD
51| TRI-016 | wurina 40 31 53 45 35,5 49,0 0,72 MOD
52 | TRI-017 | wurina 40 46 59 62 43,0 60,5 0,71 MOD
53| TRI-031 | wurina 25 31 43 45 28,0 44,0 0,64 MOD
54 | TRI-038 | wurina 34 45 46 50 39,5 48,0 0,82 FRT
55| TRI-039 | wurina 33 32 41 40 32,5 40,5 0,80 FRT
56 | TRI-040 | wurina 32 30 42 44 31,0 43,0 0,72 MOD
57 | TRI-041 | wurina 41 40 55 52 40,5 53,5 0,76 MOD
58 | TRI-042 | wurina 27 33 43 48 30,0 45,5 0,66 MOD
59 | TRI-048 | wurina 40 36 56 40 38,0 48,0 0,79 MOD
60 | TRI-055 | wurina 26 30 38 48 28,0 43,0 0,65 MOD
61 | TRI-056 | wurina 28 38 44 51 33,0 47,5 0,69 MOD
62 | TRI-045 CBS 28 35 53 S7 31,5 55,0 0,57 FRC
63 | TRI-046 CBS 43 44 66 55 43,5 60,5 0,72 MOD
64 | TRI-068 CBS 32 37 41 45 34,5 43,0 0,80 FRT
65 | TRI-069 CBS 49 43 63 61 46,0 62,0 0,74 MOD
66 | TRI-025 CBS 43 40 58 56 41,5 57,0 0,73 MOD
67 | TRI-019 | cateter 47 48 58 60 47,5 59,0 0,81 FRT
68 | TRI-020 | cateter 33 38 65 61 35,5 63,0 0,56 FRC
69 | TRI-026 | cateter 37 33 58 60 35,0 59,0 0,59 FRC

NP = né&o produtora/ FRC= fraca / MOD = moderada / FRT = Forte/ MTF = Muito Forte
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5.6. Ensaio de Adesao (Pires, 1993; Taborda &, Casadevall, 2002
modificados)

Para a determinacdo do ensaio de adesdo de leveduras do género
Trichosporon as células HelLa (carcinoma de ovario humano) dos 70 isolados
representativos dos grupos colonizacdo (n=39) e infeccdo (n=31) foram
selecionados. O indice de Aderéncia (IA) dos isolados de Trichosporon spp. em

estudo variaram consideravelmente, segundo a fonte de isolamento dos isolados.

Os isolados superficiais apresentaram aderéncia moderada em 74,35%
(n=29), fracamente aderentes em 23,1% (n=9) e apenas um isolado 2,55 %) (TRI-
014) apresentou IA fraco. O isolado TRI-030 foi o Unico desse grupo que se

apresentou fortemente aderido (Figura 14).

Segundo o sistema de classificagdo de aderéncia dentre os isolados de
urina apenas o isolado 041 apresentou entre moderada e fraca (IA = 21%). Sete
isolados foram denominados como moderados (IA entre 20% e 39%) e a maioria

dos isolados de urina 57,14% (n=12) foram classificados como fortes aderentes.

Foi possivel observar que os isolados provenientes de cateter (TRI-019,

TRI-020, TRI-26 e TRI-027), apresentaram um IA cinco vezes maior que 0S

demais isolados em estudo, sendo todos fortemente aderentes (Figura 15).
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Figura 15. indice de aderéncia dos isolados de urina e cateter de Trichosporon spp. & células epiteliais (HeLa).
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Examinando-se as laminas provenientes do ensaio de adesdo podemos
observar o contato das células HeLa com as leveduras do género Trichosporon

pela coloracdo de Giemsa (Figura 16) e pelo DAPI (Figuras 16, 17 e 18).

Esse contato intimo entre levedura e célula epitelial promove uma
deformagdo na membrana plasmatica (seta figura 15) que foi investigada com
maior detalhe nas coloracdes realizadas com o corante DAPI sob fluorescéncia e
contraste de fases, que apresenta afinidade por estruturas acidas, mais
especificamente 0 ndcleo. Essa depressdo na membrana plasmatica esta bem

representada nas figuras 17, 18 e 19 (setas).
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Figura 16. Leveduras do género Trichosporon e células HelLa coradas com
Giemsa (40X)
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Figura 17. Leveduras do género Trichosporon e células HeLa coradas com
DAPI, visualizadas sobre fluorescéncia (A) e contraste de fase (B) (40X).
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Figura 18. Leveduras do género Trichosporon e células HelLa coradas com
DAPI, visualizadas sobre fluorescéncia (A) e contraste de fase (B) (40X).
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Figura 19. Leveduras do género Trichosporon e células HeLa coradas com
DAPI, visualizadas sobre fluorescéncia (A) e contraste de fase (B) (40X).
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6. DISCUSSAO

A identificacdo das leveduras do género Trichosporon € controversa, fastidiosa
e vem sofrendo extensa revisdo nos ultimos anos, sendo atualmente descritas
aproximadamente 78 espécies desse género: T. adeninivorans,T. adeninovorans,
T. aneurinolyticum, T. appendiculare, T. aquatile, T. arenicola, T. asahii, T. asahii
var. asahii, T. asteroides, T. atlanticum, T. balzeri, T. bancangense, T. beemeri, T.
behrendii, T. beigelii, T. beijingense, T. brassicae, T. capitatum, T. coremiiforme,
T. cutaneum, T. cutaneum var. cutaneum, T. cutaneum var. infestans, T. cutaneum
var. multisporum, T. debeurmannianum, T. dehoogii, T. dendriticum, T. dermatis,
T. diddensii, T. domesticum, T. dulcitum, T. equinum, T. faece, T. fennicum, T.
figueirae, T. fuscans, T. gamsii, T. giganteum, T. granulosum, T. guehoae, T.
hellenicum, T. hortae, T. infestans, T. inkin, T. intermedium, T. japonicum, T.
jirovecii, T. laibachii, T. lignicola, T. loboi, T. lodderae, T. lodderi, T. lutetiae, T.
margaritiferum, T. maritimum, T. melibiosaceum, T. merulioides, T. minus, T.
moniliiforme, T. montevideense, T. mucoides, T. multisporum, T. niger, T. ovoides,
T. pardi, T. penicillatum, T. piscium, T. porosum, T. proteolyticum, T. pullulans, T.
scarabaeorum, T. sinense, T. smithiae, T. sporotrichoides, T. terricola, T.

undulatum, T. vadense, T. veenhuisii, T. veronae.

Os testes mais usados na rotina de identificacdo de leveduras de interesse

médico sdo a fermentacdo de fontes de carbono, o crescimento em fontes de
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carbono e nitrogénio, as exigéncias vitaminicas, a habilidade de crescimento em
varias temperaturas, a hidrolise de uréia e a resisténcia aos antibioticos, além da
micro e macro-morfologia (Kurtzman & Fell, 1998), fatores esses sujeitos a
variacdes técnicas e ambientais. As leveduras do género Trichosporon podem
colonizar mucosas, cabelo e regido perigenital e ser foco de infec¢cdo quando o

paciente apresenta fatores predisponentes (Ellner et al., 1993).

O método do quadrado de carpete (Mariat & Adam-Campos, 1967) tem sido
amplamente utilizado na micologia médica por sua praticidade e reprodutibilidade.
Em nosso trabalho foi constatado a eficacia desse método na investigacao de
leveduras colonizantes na regido perigenital dos 1004 individuos do sexo
masculino, possibilitando a obtencdo de 112 (11,15%) isolados. Ellner e
colaboradores (1990) demonstraram que existem evidéncias da influéncia do
microclima da regido inguinal que favorece a colonizacdo por esse grupo de

leveduras.

As espécies colonizantes de Trichosporon identificadas em nosso estudo
correspondem ao preconizado por outros investigadores onde T. asteroides e T.
cutaneum séo associados com infeccdo superficial; T. ovoides e T. inkin séo
envolvidos como agentes de piedra-branca do couro cabeludo e genital,
respectivamente (Herbrecht, 1993; Sugita et al.,1995, 1998). As espécies de
Trichosporon isoladas da superficie da pele e identificadas por métodos classicos
foram: T. inkin, T. asahii, T. ovoides, T. asteroides, T. mucoides e T. cutaneum.

Esses dados indicam que quase todas as espécies de interesse médico colonizam
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a pele de individuos sadios. Entre as espécies que foram mais isoladas estdo em
primeiro lugar o T. asteroides que predominou com 34 isolamentos e estava
presente predominantemente nas faixas etarias de 11-20 (24%), 21-30 (41%) e
31-40 (29%) anos. Em segundo lugar, T. cutaneum com 24 isolamentos, estando
presente especialmente nas faixas etérias de 21-30 (45%) e 31-49% (41%). Em
terceiro lugar, T. ovoides, com 17 isolamentos, sendo predominante na faixa etaria
de 21-30 (41%) anos. Em quarto lugar, T. inkin, predominante na faixa etaria de

21-30 (50%) anos.

Aléem disso, a distribuicdo das espécies identificadas em nosso estudo
corrobora com os dados da literatura que apontam T. asahii como principal agente
causal de infeccOes profundas de tricosporonose (Sugita et al., 1995; Takamura,
et al., 1999; Chowdhary et al., 2004; Rastogi and Nirwan, 2007). Em nosso
trabalho T. inkin apresentou incidéncia de 15,38% (n=4), predominando nas faixas

etarias 60-70 anos (n=2/ 50%) e 70-80 anos (n=2/50%).

Os métodos fenotipicos para identificacdo das espécies do género
Trichosporon sdo amplamente utilizados em laboratérios de rotina na micologia
médica e tém como base as caracteristicas fisiologicas, como assimilacdo de
diferentes fontes de carboidratos, degradacédo da uréia e caracteres morfoldgicos
(artroconidios, blastoconidios, hifas e pseudo-hifas). Contudo, diversos autores
tém relatado a interpretacdo dos resultados como subjetiva e variavel,
demonstrando acuracia limitada desses testes (Gueho et al., 1992; Sugita et al.,

1994, 1995; Walsh et al., 2004, Chagas et al., 2008).
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Na presente investigacdo a limitacdo do método fenotipico fica evidente ao
observarmos a tabela 06, onde 10 (8,92%) isolados nao puderam ser identificados
como espécie, sendo apenas classificados dentro do género Trichosporon. Ainda
mais, houve dificuldade na interpretacdo dos resultados em cerca de 50% dos
ensaios realizados. As principais divergéncias encontradas foram: inconsisténcia
e dificuldade na interpretacdo de provas de assimilacdo, aliada a grande
variabilidade de resultados na assimilacdo de acuUcares, impossibilitando a
definicdo clara de um perfil bioquimico caracteristico para as espécies do género.
A identificagdo fenotipica por sua vez foi capaz de identificar corretamente todos
os isolados de referéncia (CBS) em contraponto com a identificacdo dos isolados

clinicos.

Os resultados da identificacéo fenotipica séo diretamente influenciados pela
experiéncia do profissional micologista. Entretanto, o nimero de espécies novas
de fungos oportunistas que causam doencas no homem aumentou muito nas
Ultimas décadas, tornando sua identificacdo por meio de métodos convencionais

mais dificeis, mesmo para especialistas (Middelhoven, 2003).

No computo geral de dificuldades de identificagdo do género Trichosporon
deve-se somar a ineficiéncia dos métodos comerciais disponiveis no mercado. Os
métodos comerciais de identificacdo de leveduras ndo oferecem resultados
satisfatorios para o género Trichosporon, mesmo aqueles que utilizam 32 tipos

diferentes de fontes de carbono, como o ID-32 C (Biomerieux), identificando
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apenas ao nivel de género e/ou no maximo como T. beigelli (tAxon extinto). Devido
a esse cenario, muitos pesquisadores optam pela identificagdo molecular dessas
espécies oportunistas (Sugita et al., 1995; 1999; 2004).

Devido a esses fatos, poucos trabalhos relacionados a identificacao
fenotipica de isolados clinicos de Trichosporon spp. pelo método classico sao
encontrados na literatura. Esse fato, provavelmente ocorre devido ao carater
emergente destas leveduras em infec¢des invasivas e os laboratérios ndo estéo
preparados para identificacdo das espécies deste género na rotina laboratorial
(Vasta et al.,, 1993; Hazen et al., 1995). Além disso, poucos trabalhos foram
realizados utilizando a metodologia fenotipica para identificagdo de Trichosporon
apos a subdivisdo de T. beigelli em pelo menos 7 espécies distintas patogénicas

ao homem.

Segundo estudo realizado por Rodriguez-Tudela e colaboradores (2005)
utilizando o método classico de identificacdo fenotipica foi possivel identificar 100
% dos isolados de Trichosporon em nivel de espécie. Entretanto, ndo foram
totalmente equivalentes com a identificacdo por sequenciamento da regido IGS1.

Torna-se evidente que testes fenotipicos sdo imprecisos e subjetivos.

Uma vez determinado que os resultados provenientes de caracteres
fenotipicos de identificacdo disponiveis para Trichosporon spp. geram
identificacBes inconsistentes é necessario sua identificacdo por meio de técnicas

moleculares que se mostram altamente eficientes na identificagédo dos isolados.
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Atualmente preconiza-se duas regibes preferencialmente utilizadas na
identificacdo molecular das espécies de Trichosporon, a andlise dos espacadores
transcritos internos (ITS) que seria capaz identificar 17 espécies (seis de
relevancia clinica), além de cinco variedades dentro do género Trichosporon
(Sugita, et al., 1999) e a sequéncia da regido espacadora intergénica IGS1
(intergenic spacer - IGS1) que possibilita a identificacdo de 25 espécies de

Trichosporon ( Sugita et al., 2002; Rodriguez-Tudela et al. (2005).

Neste contexto, o DNAr tem sido mais utilizado pelo fato de apresentar
multiplas cépias no genoma, nao codificar proteinas, copias em “tandem” podem
ser tratadas como um gene uUnico e esta presente em todos 0s organismos,

compartilhando assim a mesma origem evolutiva (Guarro et al.,1999).

A regido ITS ndo tem poder discriminatorio suficiente para permitir a
identificacdo de todos os isolados de Trichosporon em nivel de espécie (Sugita et
al., 2002). A analise comparativa das sequéncias de nucleotideos sugere que
estas variacbes sdo maiores na regido IGS1 do que nas regides de ITS. Os
resultados das nossas andlises corroboram com os dados da literatura, a regido
IGS foi capaz de identificar 100% dos isolados em nivel de espécie; a regido ITS
por sua vez ndo conseguiu identificar em nivel de espécie 03 isolados clinicos

superficiais e uma cepa referéncia com valores de e-value(s) idénticos (Tabela 9).

104



6. Discussao

A qualidade das sequéncias de nucleotidios obtidas dos isolados em estudo
para a regido IGS1 e ITS 1 e 2 apresentou escore de Phred muito variavel, indo de
42.53 Err/10kb até 6570 Err/10kb. A qualidade da sequéncia gerada pode ser um
dos motivos pela ndo identificacdo de 3 isolados quando analisado pelo ITS.
Apesar dessa grande variacao no escore de Phred foi possivel a identificacdo das
espécies uma vez que o E-value é altamente satisfatério em todas as amostras de
DNA, ou seja, todos os isolados apresentaram E-value igual ou bastante
aproximado a zero. Isso indica que estas sequéncias nao se alinharam ao acaso
guando comparadas com sequéncias depositadas no BLAST. Apenas na regiao
IGS, em trés ocasides (TRI-023, TRI-024 e TRI-030) o valor de E-value néo foi
zero.

Ainda por analise dos resultados obtidos com 0 sequenciamento da regiao
IGS1 identificamos um isolado de T. debeurmannianum (TRI-039), sendo este o
primeiro relato desta espécie como causadora de infeccdo urinaria descrito na
literatura. Vale ressaltar que € possivel que este isolado ndo tenha sido descrito
anteriormente como agente de infec¢ao urinaria em humanos, devido a dificuldade
dos laboratorios de rotina para identificacdo desta espécie utilizando ferramentas
fenotipicas. Contudo, é importante ressaltar que antes de 1992 a maioria dos
isolados de Trichosporon spp. era apenas considerada como T. beigelli (Guého et

al., 1992).

Com relacéo aos 10 isolados de Trichosporon que nao foram identificados
por métodos fenotipicos (Tabela 6) foram satisfatoriamente identificados pelo

sequenciamento da regido IGS, e nove correspondem a espécie T. ashaii e um T.
105




6. Discussao

inkin (Tabela 8), evidenciando novamente a extensa superioridade da identificagao

genotipica sobre os métodos classicos.

T. debeurmannianum anteriormente classificado como Cryptococcus
humicola foi reclassificado por Sugita e colaboradores (2001), sendo descritos 2
isolados (CBS1896 e CBS 1897) provenientes de secrec¢des bronquicas. Nao

foram encontrados relatos dessa espécie de Trichosporon na literatura.

Recentemente, Sugita e colaboradores (1998, 1999, 2002) realizaram um
extenso trabalho ao analisar os espacgadores internos transcritos (ITS) e a regiao
intergénica (IGS1) de Trichosporon spp. Os autores concluiram que IGS1 é
superior ao ITS para identificar as espécies do género Trichosporon,
especialmente aquelas espécies filogeneticamente muito proximas. Além disso,
eles demonstraram que IGS1 pode ser usado como ferramenta epidemioldgica,
uma vez que esses autores descrevem 5 genotipos diferentes em T. asahii.
Alguns genodtipos foram especificamente associados com o Japéo (genotipos 1, 2
e 4) e outros com os Estados Unidos (genétipos 3 e 5) (Sugita et al., 2002).
Baseados nesses achados estudamos o polimorfismo de sequéncia de IGS1 dos
isolados de T. asahii identificados nesse trabalho para verificar quais os genétipos

sdo predominantes em nosso pais, especificamente no Estado de Séo Paulo.

Rodriguez-Tudela e colaboradores (2007) avaliaram o polimorfismo das
sequéncias de IGS-r de 18 isolados de T. asahii provenientes da Espanha,

Argentina e Brasil, juntamente com 43 sequéncias da regido IGS depositadas no
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GenBank. Neste trabalho seis genétipos foram detectados em vez de 5 gendtipos
descritos anteriormente por Sugita e colaboradores (2002) . O gendtipo 1 foi o
mais encontrado em 57,3% de todos os isolados, seguido pelo genétipo 3 (14,7%)
e 0 gendtipo 5 (13,1%). As cepas espanholas tinham membros em todos os
genotipos, exceto no genodtipo 2, enquanto os isolados provenientes da America
do Sul foram agrupados com os genotipos 1, 3 e 6. Os resultados de Rodriguez-
Tudela et al. (2007) indicam que 0s gendétipos estao presentes em pelo menos 2
paises sugerindo uma distribuicdo mundial. Por outro lado, o gendtipo 6 ndo havia
sido descrito anteriormente, mas esse genotipo era composto apenas por 2 cepas

provenientes da America do Sul, isoladas de abscessos subcutaneos e da pele.

Chagas e colaboradores (2009) estudaram a distribuicdo das espécies e a
frequéncia dos genotipos de T. asahii baseado em sequenciamento IGS1 DNAr,
de 22 isolados a partir de culturas de sangue, e verificaram que a maioria dos
isolados pertencia ao genotipo 1 (86,7%), um isolado pertencia ao gendétipo 3 e
outro isolado pertencia ao gendtipo 4, além de relatarem o primeiro isolado de T.
asahii pertencente ao genoétipo 4 na América do Sul. Chagas e colaboradores
(2009) néo incluiram gendtipo 6 na analise porque sequéncias IGS1 para este
gendtipo ndo estavam disponiveis do banco de dados GenBank, quando da
analise. Assim a classificacdo de genoétipos de T. asahii demonstrou ser uma
ferramenta epidemioldgica de grande utilidade.

Nossos resultados estdo de acordo com os de Chagas e colaboradores
(2009), uma vez que também foram encontrados, tanto na analise em rede quanto

na bayesiana um isolado pertencente ao genétipo 3 e um pertencente ao genotipo
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4. Nao foi encontrado nenhum isolado pertencente aos gendtipos 5, 6 e 7 em
ambas as andlises. Os outros 50 isolados séo pertencentes ao gendtipo 1 ou 2,
porém é impossivel determinar qual isolado pertence a qual genétipo uma vez que
nao existe suporte estatistico para tal afirmacdo. Uma explicacdo possivel para tal
fato € uma similaridade de mais de 98% entre os gendtipos 1 e 2. Como nesta
tese foram utilizados métodos filogenéticos mais estringentes (analise bayesiana
ao invés de neighbour joining), a separacao dos isolados nesses dois gendtipos
nao possui suporte estatistico suficiente (mais de 95% de bootstrap ou 0,95 de
probabilidade a posteriori). Outra possibilidade para o pequeno suporte estatistico
€ 0 baixo escore de Phred para muitas dessas sequéncias. Apesar desse escore
ter sido suficiente para a definicdo da espécie, este ndo é suficiente para
identificar em qual genotipo o isolado pertence. Uma vez que os dois genotipos
sdo muito similares, qualquer pequeno erro de sequéncia € capaz de dificultar a

analise e “embaralhar” os isolados entre os gendétipos 1 e 2.

A patogenicidade ou viruléncia de um microrganismo € definida como sua
capacidade de determinar doenca, que € mediada por multiplos fatores. Apesar de
certos aspectos da viruléncia serem determinados geneticamente, eles séo
expressos pelos microrganismos apenas quando existem condicdes ambientais
favoraveis, tais como teor nutricional, atmosfera de oxigénio e temperatura. Essas
condicBes sdo especificas para cada microrganismo e para cada isolado de

determinado agente (Ghannoum & Radwan, 1990).
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Os fatores de viruléncia que permitem Trichosporon spp. causar infeccdo
sistémica em seres humanos ndo sao conhecidos, porém outras diferengas entre
isolados invasivos obtidos a partir de locais profundos versus superficiais foram
relatados anteriormente, como a variabilidade na macro e micromorfologia de
Trichosporon sp., em funcdo da sua origem (Lee et al., 1990). Os isolados que
causam doenca invasiva também tém demonstrado expressar diferentes perfis
isoenzimaticos daquelas expressas por isolados ndo invasivos (Kemker et al.,

1991).

Os estudos relacionados aos fatores associados a viruléncia nas diferentes
espécies patogénicas de fungos tém trazido consideraveis contribuicdes para o
estudo da patogénese das infec¢des. A producdo das enzimas extracelulares,
(proteinase, fosfolipase, lipase e DNAse) estdo diretamente relacionadas com a
viruléncia desses microrganismos (Gacser et al., 2007). No entanto, existem
poucos trabalhos na literatura a respeito das caracteristicas de expressdo da

atividade enzimatica por isolados de Trichosporon spp.

As lipases sdo enzimas responsaveis pela hidrolise dos triglicerideos,
consequentemente a producdo de glicerideos e acidos graxos livres; as
fosfolipases atuam sobre os fosfolipideos presentes nas membranas celulares. Os
achados obtidos na presente investigacao sugerem que lipase e fosfolipase sejam
as principais enzimas produzidas por Trichosporon spp. A literatura considera
lipase um importante fator relacionado a patogenicidade de outros fungos

Basideomycetes como as leveduras do género Malassezia (Ran et al., 1993;
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Gandra et al., 2006).

Em nosso estudo, isolados obtidos a partir de {urina e cateter} produziram
guantidades significativamente maiores de exo-proteinases do que os obtidos a
partir de fonte superficial (pele). Essas exoenzimas contribuem para a invasividade
das células do hospedeiro por inUmeros géneros de leveduras e sao divididas em
duas grandes familias, proteinases (PEA) e fosfolipases (PL). Ghannoum et al.
(2000) demonstraram que a fosfolipase é necesséria para a viruléncia em modelo
animal de candidiase, onde uma cepa com gene suprimido, produzindo menos
fosfolipase in vitro, foi menos virulenta (40% de mortalidade versus 100% tipo
selvagem). Em modelos animais de candidiase invasiva e delecdo de genes sap
1- 6, responsaveis pela producdo de proteinases, resulta na atenuacdo da

viruléncia.

Alguns autores relatam que, in vitro, a inibicdo da proteinase reduz a
capacidade de adeséo de leveduras de C. albicans as células epiteliais (Borg &
Ruchel, 1998; El-maghrabi et al., 1990; Ollert et al., 1993; Sullivan et al., 1995).
Em nosso trabalho observou-se que os isolados provenientes de cateter foram
fortemente aderentes e também apresentou forte producédo de proteinase, o que
nao ocorreu em relacdo as amostras isoladas de urina e pele. Resultados
semelhantes foram observados por Melo (2003) e Pires et al., (2001) quando

estudaram outros fungos, como C. albicans.

A producao de enzimas extracelulares como proteinase e fosfolipase estéo
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entre os fatores de viruléncia muito estudados em outros géneros de leveduras,
especialmente Candida spp. Pires e colaboradores (1996) estudando 50 cepas de
C. albicans, isoladas de lesbes bucais de pacientes portadores de HIV,
observaram que 96% delas eram produtoras de proteinase e 90% produziam
também fosfolipase. Em nossos ensaios todos os isolados testados foram
produtores de proteinase e de Dnase, variando apenas quanto a quantidade
dessas enzimas expressas. Nessa parte do estudo pesquisou-se a producéo das
enzimas DNAse, proteinase e fosfolipase para o género Trichosporon com o
objetivo de correlacionar esses fatores de viruléncia e sua incidéncia em locais

invasivos (urina e cateter) ou superficiais (pele de individuos sadios).

A morfogénese é outro fator de viruléncia e se refere a transicao entre as
células unicelulares de levedura e crescimento filamentoso. Assim como descrito
por Calderone & Fonzi (2001), leveduras do género Trichosporon, assim como C.
albicans, pode converter reversivelmente células unicelulares de levedura em
pseudohifas ou hifas verdadeiras. Assim, estas leveduras sédo capazes de crescer
isotropicamente (levedura) ou apicalmente (hifa e pseudohifa) e sdo mais
adequadamente definidas como polimorficas quanto ao seu padrdo de

crescimento.

Assim como outros agentes patogénicos, viruléncia em Trichosporon sp.
inclui  reconhecimento pelo hospedeiro. Na ligagdo do fungo as

células hospedeiras, proteinas celulares do hospedeiro ou competicdo
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microbianas (co-agregagéo) provavelmente impedem ou ao menos reduz o grau

de depuragao com o anfitrido.

Varias enzimas de degradacdo sdo capazes de promover a viruléncia.
Intuitivamente, a invasdo deverd ser facilitada pela transicdo entre o estado
leveduriforme para o crescimento filamentoso (morfogénese), em comparacao ao

crescimento isotropico (“single”- célula, levedura).

Estudos mais aprofundados sobre a adesdo em Trichosporon spp. ainda
necessitam de modelos mais detalhados, como os ja existentes para C. albicans,
gue apresentam isolados avirulentos ou mutantes, que nao apresentem ligacéo as
varias proteinas da matriz extracelular (ECM) de células de mamiferos, tais como

fibronectina (FN), laminina, fibrina e colageno (Ghannoum (2000).

Nem sempre todas as etapas de viruléncia sdo cumpridas por um
microrganismo, sendo requisito basico para o estabelecimento de uma infeccéo
gue o patdégeno entre em contato com a camada que recobre a superficie epitelial
da mucosa do hospedeiro. A aderéncia permanente entre 0 microrganismo invasor
e o tecido do hospedeiro requer o estabelecimento de ligacdes especificas entre
estruturas complementares existentes na superficie do patégeno e da célula

epitelial (Ghannoum & Radwan, 1990).

O evento inicial na patogénese de doencas infecciosas € a adesédo

microbiana aos tecidos do hospedeiro. Alguns microrganismos nao-invasivos
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permanecem aderidos a superficie hospedeira enquanto outros utilizam essa
adesdo como a primeira etapa para a invasao tecidual. A adeséo de patégenos a
superficie de células eucaridticas € mediada por macromoléculas denominadas
adesinas (estruturas da superficie do microrganismo que interagem com

receptores especificos nas células eucariéticas).

Em muitos trabalhos foi reconhecida a importancia da compreensao do
processo de adesdo microbiana, particularmente no nivel bacteriano, havendo
necessidade de estudos mais aprofundados sobre leveduras, em especial nos

géneros de leveduras emergentes (Jabra-Rizki et al., 2001).

Este estudo refor¢ca a importancia de identificar corretamente os isolados
clinicos de Trichosporon, especificamente ao nivel de espécie. Assim como 0s
autores tém descrito na literatura foi possivel demonstrar que a identificacdo
fenotipica apresenta resultados inconsistentes, principalmente nas espécies com
perfil fisiolégico muito similar, produzindo na maioria das vezes resultados

inconclusivos ou presuntivos.

Documentamos que espécies de Trichosporon provenientes de colonizacéo
e de infeccbes de urina e de cateter apresentam grande diversidade e para
atingirmos essa informacdo foi imprescindivel a utlizacdo de ferramentas
moleculares.  Sugerimos que os laboratérios de micologia médica devam
concentrar seus esforcos na capacitacao de pessoal especializado para identificar

ao nivel molecular os agentes das micoses invasivas, podendo tornar a pesquisa
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epidemiologica em um instrumento mais apurado. Consequentemente, a biologia
molecular fornecera dados precisos e imprescindiveis na formag¢do de uma base
racional consistente para as investigacfes clinicas. Ressaltamos ainda que,
apenas de posse das ferramentas moleculares foi possivel identificar a espécie T.
debermanianum e descrevé-la como primeiro relato de infec¢do urinaria dessa
espécie na literatura, fato que ilustra bem a subscricdo de espécies flungicas
guando baseados apenas em fatores fisiol6gicos. Em qualquer caso, é altamente
recomendavel enviar os isolados deste género envolvidos em infec¢cbes humanas,
a um laboratorio de referéncia devendo ser devidamente identificado por meio de

sequenciamento de IGS1.
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7. CONCLUSOES

1. O método de identificacdo fenotipica ndo foi suficiente para
identificagdo final em nivel de espécie de todos os isolados clinicos
incluidos no presente estudo;

2. O sequenciamento das regides IGS1 dos isolados de
Trichosporon foi suficiente para a identificacdo de todos os isolados

clinicos incluindo espécies geneticamente relacionadas;

3. O isolamento de T. debeurmannianum isolado de urina
demonstra que essa espécie é capaz de adaptar-se ao hospedeiro

humano causando doenca invasiva,

4, O grupo de isolados de origem profunda (urina e cateter)
demonstrou ser mais virulento que o grupo de isolados superficiais,

segundo analise dos fatores de viruléncia.

5. De modo geral, nossos resultados permitem sugerir que é de
grande relevancia clinica que os laboratérios de Micologia Médica se
capacitem para realizar a identificacdo até a espécie por meétodos
moleculares. Mais estudos clinicos e epidemiolégicos sao ainda
necessarios para que seja possivel melhor caracterizar a epidemiologia

destes agentes emergentes de infeccdo oportunistica.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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