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RESUMO

Uma das formas de se realizar estudos epidemiolégicos de dispersao de patégenos
€ pela discriminagdo intra-especifica (biotipagem) desses microrganismos em
subgrupos (biotipos). Métodos fenotipicos que permitem a discriminagcdo de
linhagens clinicas s&o almejados principalmente pela facilidade de execugao e por
terem menor custo, quando comparados com os métodos moleculares. O sistema
killer, baseado em padrdes de sensibilidade a toxina, pode representar uma
ferramenta simples, barata, sensivel e reprodutivel para biotipagem de
microrganismos de importancia clinica. Neste estudo, foi pesquisada a presenca
deste fendtipo em 595 isolados de alimentos e de fontes ambientais, de onde foram
selecionadas 32 cepas para testes de identificagdo molecular, caracterizagéo
genética do fendtipo killer, caracterizagcdo morfolégica do mecanismo de agédo da
toxina e aplicagdo em painéis de biotipagem. A linhagem KYQU89 (CBS10423),
proveniente de queijo, foi detectada como uma espécie nova, com sequéncia idéntica
a dois isolados killer oriundos de insetos. As trés linhagens demonstraram ser
relacionadas ao clado Ovoides no género Trichosporon, sendo caracterizadas por
sequenciamento da regidao D1/D2 do rDNA , da regido interespacadora ITS e perfil
bioquimico. A espécie nova foi denominada Trichosporon insectorum. Vinte
linhagens killer foram selecionadas para compor um painel de biotipagem sobre cem
isolados clinicos e ambientais de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii. A

partir dos padrdes de sensibilidade a toxina, foi gerado um dendrograma
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demonstrando a total discriminagdo das linhagens. A acao letal da toxina sobre as
células destas duas espécies de Cryptococcus foi observada por microscopia
eletrbnica de varredura e 6ptica, evidenciando que nao houve a formacao de poros
na parede celular, mas sim uma provavel interferéncia no ciclo celular da célula. Da
mesma forma, um painel de 11 linhagens Killer selecionadas foi utilizado para a
biotipagem de cepas multi-resistentes de Staphylococcus epidermidis, provenientes
de dois hospitais em Porto Alegre, RS, também sendo capaz de discrimina-las

totalmente.
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ABSTRACT

One of the forms of performing epidemiological studies of dispersion of pathogenic
microorganisms is by means of intra-specific discrimination (biotyping) of these
microorganisms in sub-groups (biotype). Phenotypic methods that allow the
clinical discrimination of strains are needed, especially because they are easy
to perform and have low cost, when compared to molecular methods. The killer
system, based on patterns of sensitivity towards the toxin, can represent a
simple, cheap, sensible and reproductive tool for biotyping of microorganisms
of clinical importance. In our study, the presence of this phenotype was
evaluated in 595 isolates from natural environments and food and 32 killer
strains were selected for molecular identification, genetic characterization of
killer phenotype, morphologic characterization of the mechanism of action, and
application in biotyping panels. The strain KYQU89 (CBS10423), isolated from
cheese, was found to be a new species, with D1/D2 sequence identical to two
killer isolates from insects. The three strains were shown to be related to the
Ovoides clade of the genus Trichosporon, and were characterized
bysequencing of the D1/D2 region of the LSU rDNA and physiological profiles
the new species was called Trichosporon insectorum. Twenty killer strains were
selected to compose a panel of biotyping against one hundred clinical and

environmental isolates of Cryptococcus neformans and Cryptococcus gattii. Based
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on the Killer sensitivity patterns, a dendrogram demonstrating the total
discrimination of the strains was done. The lethal action of the toxin on the cells
of Cryptococcus was observed by means of optical and scanning electron
microscopy, showing that there was no formation of pores on the cell surface of
the sensitive cells in contact with the toxins, but a probable interference in the
cell cycle. In the same way, a panel of 11 selected killer strains was used for
the biotyping of multi-resistant Staphylococcus epidermidis strains, provenient
from two hospitals in Porto Alegre, RS, being also capable of discriminating all

the strains.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Leveduras s&o organismos pertencentes ao reino Fungi, possuindo
caracteristicas tipicas dos fungos como presenca de parede celular rigida, nucleo
organizado com membrana nuclear (célula eucaridtica), aclorofilados, nutricdo
heterotrofica através de absorcdo dos nutrientes, reproducdo sexuada através de
células especializadas denominadas esporos, e auséncia de motilidade, entre outras.
Se diferenciam dos demais fungos por possuirem um talo predominantemente
unicelular, realizarem a reproducdo assexuada por brotamento ou fissdo e nao
formarem corpos de frutificagcdo (KURTZMAN & FELL, 1998). Os microrganismos
considerados como leveduras s&o encontrados nos filos Ascomycota e
Basidiomycota e entre os fungos mitospéricos, anteriormente denominados
Deuteromycetes (sem reprodugédo sexuada conhecida), constituindo um grupamento
artificial (HAWKSWORTH et al., 1995). Geralmente sdo encontrados em folhas,
frutos, gréos de cereais e outros substratos contendo agucares, mas também podem
ser isolados do ar, do solo, de aguas de lagos, rios e mares; da pele e do intestino de

animais, incluindo associagdes com insetos (KURTZMAN & FELL, 1998).

Leveduras Killer

Leveduras micocinogénicas, ou leveduras killer, secretam toxinas
denominadas de toxinas killer ou micocinas que sao letais a outras espécies de
leveduras e também para outros microrganismos, como fungos filamentosos,

bactérias cocodides gram-positivas, Mycobacterium tuberculosis e Pneumocystis
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jiroveci (GOLUBEV, 2006). Este comportamento foi observado pela primeira vez ha
40 anos em linhagens de Saccharomyces cerevisiae por BEVAN & MAKOWER
(1963), sendo atualmente relatado em mais de 100 espécies de vinte géneros
distintos, inclusive em varias cepas de mesma espécie, tais como em Cryptococcus
laurentii, Pichia membranifaciens, Rhodotorula mucilaginosa e S. cerevisiae
(MAGLIANI et al., 1997; GOLUBEV, 1998; GOLUBEYV, 2006).

As toxinas killer ou micocinas, sao proteinas ou glicoproteinas de baixa massa
molecular, que atuam sobre as células sensiveis de outros microrganismos sem o
contato direto célula-célula, mas ja sabidamente com um mecanismo especifico de
acgao, incluindo receptores da parede e membrana celular das leveduras sensiveis.
Apesar destas toxinas poderem inibir outros microrganismos além das leveduras,
nao ha ainda uma correta compreensdo dos mecanismos farmacodinamicos de
interacdo com procariotos ou outros eucariotos (GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006).
Com excecdo de Zygosaccharomyces bailii, as leveduras micocinogénicas sao
imunes a acdo de sua propria toxina, mas podem ser suscetiveis a toxinas
produzidas por outras espécies (SCHMITT & BREINIG, 2002; 2006). Como
mencionado anteriormente, o fendtipo killer foi observado pela primeira vez em S.
cerevisiae por BEVAN & MAKOWER (1963) que propuseram que determinadas
linhagens de S. cerevisiae podiam ser classificadas em um dos trés fendtipos: killer,
sensivel e neutro (que nem secretam toxinas killer e nem séo sensiveis a sua agao).
Quando células killer e sensiveis cresciam eram inoculadas simultaneamente em
uma mesma cultura, uma grande proporgao das células sensiveis morria (MAGLIANI

et al., 1997; GOLUBEV, 1998; GOLUBEYV, 2006).
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No habitat natural, esta toxina pode conferir uma grande vantagem na
competicado com leveduras sensiveis por facilitar o acesso a nutrientes disponiveis no
substrato (FREDLUND et al., 2002), embora o seu papel em ambientes naturais ndo
esteja bem elucidado. Sabe-se ao certo que € um mecanismo de competicéo,
podendo causar a exclusdo de individuos ou populacbes sensiveis. O papel
ecologico do fendtipo killer tem sido extensivamente estudado em comunidades de
leveduras associadas a plantas e alimentos, os mais importantes habitats para as
leveduras micocinogénicas (GANTER & STARMER, 1992; MAGLIANI et al. 1997;
GOLUBEYV, 1998; GOLUBEV, 2006). Leveduras killer podem ser isoladas de varias
fontes, entretanto ocorrem mais frequentemente em habitats com alta densidade
populacional, onde ha necessidade de um mais intenso processo de competicido
ecologica. Nestes nichos, as leveduras killer possuem um maior espectro de
atividade contra microrganismos de outros habitats, indicando claramente que o
fendtipo killer possui uma importante fungdo em defender o nicho ecolégico ocupado
contra microrganismos “invasores” que requerem os mesmos nutrientes e, portanto,
podem ocupar o mesmo hnicho. Em outras palavras, a atividade killer ou
micocinogénica possui uma fungdo na manutengdo da composi¢gdo da comunidade
através da exclusdo de microrganismos competidores (GANTER & STARMER, 1992;
GOLUBEV et al., 2002, FREDLUND et al., 2002; GOLUBEYV, 2006).

A expressao da atividade Kkiller é influenciada por varias variaveis, como pH do
meio, temperatura de incubacdo ou tratamento, composi¢ao e propriedades fisico-
quimicas do meio e concentragédo de células sensiveis. Entretanto, a mais importante

condicdo € o pH do meio de cultura. A atividade killer &€ expressa sob condicdes
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acidas, usualmente pH 3 a 6, mas, como regra, as toxinas killer possuem maior
atividade em pH 4,5 (CRISEO et al., 1999; FUENTEFRIA et al., 2006; BUZZINI et
al., 2007). Além disso, a adi¢cao de glicerol no meio de cultura (5-15%) produz um
aumento das zonas de inibicdo nas linhagens produtoras testadas, assim como nas
leveduras killer halotolerantes, nas quais a adigcado de NaCl de 4 a 12% fornece uma
condicao otima de atividade (LLORENTE et al.,, 1997). Por causa de sua natureza
protéica, as toxinas killer sdo inativadas em altas temperaturas e apresentam um
decréscimo de atividade em fungcdo do tempo, caracteristica semelhante ao
encontrado com as bacteriocinas, toxinas procariéticas com caracteristicas
moleculares e aplicagéo final semelhante (MAGLIANI et al., 2004; GOLUBEV, 2006).
Também da mesma forma que as bacteriocinas, as toxinas killer sdo mais estaveis
em meios soélidos do que em meios liquidos, e a agitagdo pode causar sua inativagao
em funcdo da alteragdo das estruturas secundarias protéicas ligadas a porgao
glicosidica. A concentracédo das células sensiveis no meio de cultura pode influenciar
a sensibilidade do bioensaio; por exemplo, quando a camada de células espalhadas
no meio de cultura € muito densa, o halo inibitério € menor do que esperado ou pode
até se tornar indetectavel (KURTZMAN & FELL, 1998; GOLUBEV, 1998; GOLUBEYV,
2006).

As toxinas killer podem ser classificadas em trés grupos: a) protéicas ou
glicoprotéicas de massa molecular acima de 5 kDa, mais comuns, onde a K1 € a
mais estudada; b) microcinas e c) glicolipideos.

As microcinas, glicoproteinas com massa molecular de aproximadamente 1

kDa, termoestaveis e resistentes a proteases, produzidas principalmente por
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leveduras basidiomicéticas, receberam essa denominagdo devido por analogia a
baixa massa molecular das bacteriocinas (GOLUBEV & SHABALIN, 1994;
PUCHKOV et al., 2001; PUCHKOV et al.,, 2001). Essas toxinas glicolipidicas n&o
possuem a porgao protéica ligada ao radical glicosidico, mas sim com uma porgao
lipidica, sendo consideradas como agentes emulsificantes com poder antimicrobiano,
descritos em Cryptococcus humicola (PUCHKOV et al., 2002), Pseudozyma
flocculosa (CHENG et al.,, 2003), P. fusiformata (GOLUBEV et al., 2001) e
Sympodiomycopsis paphiopedili (GOLUBEV et al., 2004). Assim como ocorre com as
toxinas killer glicoprotéicas, a sua atividade antifungica ocorre sob condigbes acidas;
mas sua especificidade de acao € completamente distinta. O padrdo de atividade
killer desse tipo de toxina ndo é taxonomicamente especifico, e por esta razdo, nao
se aplica, por exemplo, para perfil de biotipagem (GOLUBEYV et al., 2004; GOLUBEV,
2006).

Quanto ao modo de acédo das leveduras killer em geral, 0 mecanismo nas
células sensiveis ocorre em duas fases: a ligacdo ao receptor de membrana e o
efeito especifico dentro da célula apos a translocagdo da toxina. Varios mecanismos
tém sido propostos para esta segunda fase: aumento da préton-permeabilidade na
membrana citoplasmatica, provocando ruptura com perda de ions potassio, ATP e
outros componentes intracelulares; inibicdo da sintese de DNA; bloqueio do ciclo
celular e inibicdo da sintese de componentes da parede celular como -1,3-glicana,
B-1,6-glicana, a-1,3-manose ou quitina (CASTORIA et al., 2001; SANTOS et al.,

2002; SANTOS & MARQUINA, 2004; GOLUBEV, 2006). O efeito descrito para as

Alexandre M. Fuentefria



19

toxinas K1 e K28 secretadas por S. cerevisiae, por exemplo, esta relacionado com a
inducado de uma atividade anormal dos canais idbnicos com a formacéo de poros e
inibicdo da sintese de DNA na fase G1/S, respectivamente, o que resulta na morte
da célula por perda de ions ou por apoptose. Por sua vez, a toxina secretada por
Kluyveromyces lactis interfere na fase G1 do ciclo celular, enquanto que a micocina
secretada por Williopsis saturnus var. mrakii inibe a sintese da p-1,3-glicana
(GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006).

A diferenga entre esses mecanismos depende sobretudo da base genética do
sistema Kkiller: cromossémico ou citoplasmatico. Muito mais atencédo tem sido dada
aos elementos genéticos extra-cromossomais, como os virus de RNA de fita dupla
(dsRNA) e os plasmidios de DNA de fita dupla linear (dsDNA), responsaveis pela
maioria dos fenotipos micocinogénicos. Os virus dsRNA associadas a esse fendtipo
sdo classificadas no género Totivirus, familia Totiviidae (WICKNER, 1996;
SCHIMITT & BREINIG, 2002). As toxinas killer com base genética extracromossomal
sao codificadas por diferentes virus dsRNA satélites, denominados M, que dependem
de outro grupo de virus dsRNA “helper”’, denominados L-A. Esse segundo grupo,
codifica as proteinas do capsideo viral (Gag C) e a polimerase responsavel pela
replicagdo de ambos os tipos de virus (C Pol), o virus dsRNA M e o dsRNA L-A.
Portanto, de acordo com o esquema ilustrado na figura 1; inicialmente o virus ssRNA
L-A replica-se tornando-se dupla fita (dsRNA) e apds os processos de transcrigéo e

traducao codificantes das proteinas do capsideo, ocorre a formagao do capsémero
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do viruas ssRNA M. Este por sua vez, apos seu processo de replicacao, trancricéo e

traducéo (e modificagbes pos-traducionais), codifica a toxina killer ativa.

Ga .
Gag | Pol s @ | ppt0x| s Toxina
L-A(+)ssRNA  Tradugéo M (+) ssRNA  Tradugéo killer
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Figura 1. Sistema de replicagao dos virus de dsRNA em leveduras killer

fundamental para a expressao do gene codificante da toxina.

A cura das particulas virais nessas leveduras killer, através de tratamentos por
choque térmico, radiagdo ultravioleta, com brometo de etidio, cicloheximida ou
corantes mutagénicos, resulta na perda da atividade micocinogénica e da imunidade
para a sua propria toxina. Linhagens micocinogénicas associadas a plasmideo
(dsDNA) também perdem seu fenétipo de atividade e imunidade em processos de

cura, como se observou na levedura K. lactis (SCHAFFRATH & BREUNIG, 2000;
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GOLUBEYV, 2006). O sistema de codificagao genético para toxinas killer glicolipidicas
até entdo foi apenas descrito como controlado por genes cromossomais, visto que
material genético citoplasmatico nunca foi detectado em espécies que secretam este
tipo de micocina (CHENG et al., 2003).

Os dois mais bem estudados sistemas killer sdo o de S. cerevisiae e de K.
lactis. A primeira por representar a espécie mais usada como modelo de
manipulagdo genética de expressao de genes com interesse em organismos
eucaridticos superiores. A segunda, K. lactis, por ser também de facil manipulagéo
genética, mas principalmente, por ser filogeneticamente distante de S. cerevisiae, o
que permite uma melhor comparacao da expressao de genes homdélogos em ambas

as espécies (MAGLIANI et al., 1997; GOLUBEYV, 1998; GOLUBEYV, 2006).

Sistema killer em Saccharomyces cerevisiae

O mais bem elucidado sistema killer € o de S. cerevisiae. Trés virus dsRNA
s&o descritos como (ScV-M1, ScV-M2 and ScV-M28), cada um codificando uma
toxina especifica (K1, K2 and K28, respectivamente) e um componente que mantem
a auto-imunidade (L-A). Em cada caso, o fendtipo killer requer a presenga de dois
virus dsRNA diferentes: um virus dsRNA L-A “helper” e os virus dsRNA M (1,8, 1,5, e
1,9 kb) que codificam a toxina Killer. In vivo, os genomas dsRNA s&o encapsidados
separadamente em particulas virais (VLPs) que se mantém estaveis no citoplasma
das células de leveduras infectadas. O virus L-A virus sozinho ndo confere um

fendtipo em seu hospedeiro e sdo virus com replicagcdo autdbnoma independente
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(CASTON et al., 1997; WICKNER, 1996; SCHMITT et al,, 1996; SCHIMITT &
BREINIG, 2002, NOVOTNA et al., 2004).

As toxinas Kkiller também podem ser codificadas por genes nucleares
produzindo toxinas denominadas KHR (termoestavel) e KHS (termosensivel),
mondmeros de 20 e 75 KDa, respectivamente (WICKNER, 1996; SCHMITT et al.,
1996; MAGLIANI et al., 1997; BARTUNEK et al., 2001; BREINIG et al., 2002;
FLEGELOVA et al., 2002, GOLUBEV, 2006).

Cada toxina K1, K2 e K28 é sintetizada como uma pré-toxina que sofre
modificagbes pos-traducionais resultando numa toxina matura e ativa. Dentre essas
trés toxinas, a K1 € a mais estudada quanto a sua sintese e mecanismo de agao nas
células sensiveis. Estruturalmente, € um heterodimero de 19kDa (sub-unidades alfa
de 9,5 kDa e beta de 9 kDa) derivado de uma pré-toxina de 42 kDa, com dominios
alfa, beta e gama. Uma vez sintetizada, essa pré-toxina vai para o reticulo
endoplasmatico, onde passa por modificagdes pos-traducionais e forma o
heterodimero ativo pronto para secrecao. As toxinas K2 e K28 possuem estrutura e
mecanismos de sintese semelhantes a K1, sendo ambos heterodimeros ativos apés
processamento de uma pré-toxina codificada pelos virus M satélites (SCHMITT et al.,
1996; MAGLIANI et al., 1997, BARTUNEK et al., 2001, BREINIG et al., 2002;
NOVOTNA et al., 2004).

Quanto ao mecanismo de agdo, as toxinas K1, K2 e K28 requerem uma
ligacao inicial com um receptor de membrana especifico (-1,6-glicana no caso das

toxinas K1 e K2, e manoproteina no caso da toxina K28), dependente das condi¢des
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o6timas de pH (4,6) e da concentragdo da toxina no sitio de ligagdo. O segundo
passo, no caso das toxinas K1 e K2, é a interacdo da toxina com a membrana
plasmatica da célula sensivel, momento responsavel pela agao letal da toxina sobre
a célula, pois atua alterando o potencial de membrana e provocando a perda de ions
e ATP. A toxina K28 atua sobre o ciclo celular da célula alvo, especificamente na
fase G1/S, impedindo a segregagao do DNA da célula mae para a célula filha no
processo de divisdo assexuada por brotamentos, com posterior apoptose da célula,
enquanto a toxina K1 ativa canais de ions na membrana citoplasmatica formando
poros que, por sua vez, provocam a perda de prétons, ions e ATP (WICKNER, 1996;

SCHIMITT & BREINIG, 2002, GOLUBEV, 2006; BUZZINI et al., 2007).

Sistema killer em Kluyveromyces lactis

O sistema killer associado a linhagens de K. lactis ndo é codificado por
dsRNA, nem por genes cromossomais, mas por plasmideos de dsDNA linear. Cada
cepa killer contém cerca de 50 a 100 copias por célula de cada um dos dois
plasmideos lineares denominados pGKL1 (k1) e pGKL2 (k2), respectivamente 8.874
kb e 13.447 kb.

K. lactis secreta uma holoenzima glicoprotéica heterotrimérica (o de 99 kDa, 3
de 30 kDa e y de 27,5 kDa), denominada de zimocina, que inibe um grande numero
de espécies sensiveis do género Candida, Kluyveromyces, Saccharomyces,
Torulopsis e Zygosaccharomyces, bem como cepas nao-killer de K. lactis

(MEINHARDT et al.,, 1997; MAGLIANI et al., 1997; SCHAFFRATH & BREUNIG,
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2000; SCHMITT & BREINIG, 2002; GOLUBEV, 2006). A toxina heterotrimérica,
composta na realidade de um polipeptideo glicosilado a, e dois n&o glicosilados f e v,
quando matura, interrompe de modo irreversivel o ciclo de divisdo celular na célula
sensivel, especificamente na fase G1. As células tratadas com a toxina mantém seu
potencial de membrana, ao contrario de outras toxinas killer que atuam como
ionoforos.

Entretanto, somente a subunidade y parece estar envolvida neste mecanismo.
A subunidade o apresenta uma atividade quitinolitica, permitindo que a subunidade y
penetre na célula e atue no nucleo; por sua vez, a subunidade B, parece atuar em
conjunto com a subunidade o e também no processo de ligagdo ao receptor de
quitina na célula. Células de S. cerevisiae tratadas com zimocina ndo apresentaram
morte celular por formacdo de poros (0 que indicaria a agéo ionofora), mas sim
impedimento da reproducédo assexuada por brotamento, o que caracteriza um efeito
especifico sobre o ciclo celular na fase G1 (GOLUBEV, 2006). A produgéo e o
mecanismo de ag¢ao da zimocina sao muito semelhantes a toxina K28 secretada por
S. cerevisiae, onde ha a necessidade de ligacao inicial com glico-receptores na
parede da célula sensivel com posterior carreamento da sub-unidade ativa da toxina
para o citoplasma da célula alvo (SCHAFFRATH & BREUNIG, 2000; SCHMITT &
BREINIG, 2002).

A imunidade de K. lactis killer & estritamente relacionada com a manutencao
do plasmideo k1. Experimentos mostram que isolados livres do plasmideo k1, mas

ainda com cépias ativas do plasmideo k2, sdo sensiveis a zimocina e indistinguiveis
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fenotipicamente de outras cepas de K. lactis livres de plasmideos (MAGLIANI et al.,
1997; SCHAFFRATH & BREUNIG, 2000).
Na Tabela 1, modificada de BUZZINI et al., (2007) e GOLUBEV (2006), estao

mostradas as principais caracteristicas das toxinas killer estudadas até o momento.
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Tabela 1. Principais caracteristicas das toxinas killer mais investigadas.
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L ) ) Base Massa ) .
Espécie killer Linhagem Toxina . Receptor Mecanismo de acéo
genética (kDa)

Cystofilobasidium
. o VKM Y-1265 ND* dsRNA 15 ND ND
infirmominiatum
Debaryomyces hansenii CYC 1021 ND Cromossomal 23 B-(1,6)-glicana ND
Hanseniaspora uvarum 470 ND dsRNA 18 B-(1,6)-glicana ND
Kluyveromyces marxianus NCNYC 587 K6 ND 42 ND ND
Kluyveromyces lactis AWJ137 ND plasmidio 156 Quitina Inibicdo do ciclo celular na fase G1
Pichia acaciae NRRLY-18665 ND dsRNA 187 Quitina Inibic&o do ciclo celular na fase G1
Pichia anémala WC 65 WC65  Cromossomal 83 B-glicana ND

Aumento da permeabilidade de ions na
Pichia farinosa KK1 SMKT  Cromossomal 14

ND a

MC
Pichia inositovora NRRLY-18709 ND dsRNA >100 ND ND
Pichia kluyveri 1002 ND Cromossomal 19 ND Formacao de canais de ions
Pichia membranifaciens CYC 1106 ND Cromossomal 18 B-(1,6)-glicana Formacao de canais de ions
Saccharomyces cerevisiae KL88 K1 dsRNA 19 B-(1,6)-glicana Formacgao de canais de ions
Saccharomyces cerevisiae Aumento da permeabilidade de ions na

NCYC 713 K2 dsRNA 215 B-(1,6)-glicana

Mc?
Saccharomyces cerevisiae CBS 8112 K28 dsRNA 21 Manoproteinas Inibicdo do ciclo celular na fase G1/S
Saccharomyces cerevisiae 111 KHR Cromossomal 20 ND Aumento da permeabilidade de ions na

mc?
Saccharomyces cerevisiae 115 KHS Cromossomal 75 ND Aumento da permeabilidade de ions na
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Schwannyomyces
occidentalis
Trichosporon pullulans
Trichosporon pullulans
Trichosporon pullulans

Williopsis mrakii

Williopsis mrakii

Williopsis saturnus

Zygosaccharomyces bailii

ATCC 44252

CBS 2535

CBS 2533

CBS 2532

IFO 0895

NCYC 500

IFO 0117

412

ND

ND

ND

ND

HM -1

K-500

HYI

KT412

Cromossomal

dsRNA

dsRNA

dsRNA

Cromossomal

dsRNA

12.3

ND

ND

ND

10.7

9.5

10

Manoproteinas

ND
ND
ND

B-glicana

B-glicana

ND

Manoproteinas

27

Dano na membrana plasmatica

ND
ND
ND
ND
Aumento da permeabilidade de ions na

MC?

ND

ND

*Nao determinado

*Membrana celular
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Biotipagem de microrganismos de importancia clinica utilizando o
sistema killer

Uma das formas de se realizar estudos epidemioldgicos de dispersao de
patdbgenos em ambientes hospitalares, ou onde se faga necessario o controle de
infeccao, é pela discriminagao intra-especifica (biotipagem) desses microrganismos
em subgrupos (biotipos). Para esses fins, muitos métodos moleculares podem ser
empregados, tais como o polimorfismo do tamanho do fragmento de restrigao
(RFLP), polimorfismo da amplificagcdo randémica ou aleatéria do DNA (RAPD),
amplificacdo de sequéncias repetitivas (SSRs) e de micro-satélites (PEREZ et al.,
2001; SCHULLER et al., 2004). Dos métodos fenotipicos, resistotipagem,
auxanotipagem, enzimotipagem e susceptibilidade a bacteriocinas sdo os mais
utilizados (JARLOV, 1999; MULLER et al., 1999; SLOOS et al., 2000). Biotipagem de
microrganismos em pequenos laboratorios geralmente sao realizados por padrdes de
susceptibilidade antimicrobiana (antibiograma por discos de difusdo), principalmente
pela facilidade de execucéo e eficacia do resultado. O sistema killer, baseado em
padrées de sensibilidade a toxina ou KSPs, pode representar uma ferramenta
simples, de baixo custo, sensivel e reprodutivel para discriminacdo de
microrganismos de importancia clinica em laboratérios com poucos recursos
tecnologicos (BUZZINI et al., 2007).

O primeiro uso de leveduras Kkiller para discriminagcdo inter ou intra-
espepecifica de microrganismos foi descrito para isolados de Candida albicans,
demonstrando ser uma ferramenta epidemioldgica de grande valor na identificacéo

de casos presuntivos de infecgdes hospitalares (POLONELLI et al., 1983; BUZZINI et
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al., 2007). Posteriormente, o sistema Kkiller foi aplicado em outras leveduras e
também fungos patogénicos, tais como Candida glabrata, Candida kefyr, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Cryptococcus neoformans, S. cerevisiae,
Pseudallescheria boydii, Penicillium camemberti e Aspergillus niger (FANTI et al.,
1989; BUZZINI & MARTINI, 2000; BUZZINI & MARTINI, 2001; BUZZINI et al., 2003;
BUZZINI et al., 2004).

Seguindo descricdes que o fendmeno killer poderia ser efetivo também para
microrganismos procariéticos, mesmo que nao pelos mecanismos de reacéo
envolvendo ligacdo com receptores de glicana, manana ou quitina, o método foi
testado para diferenciar agentes etiologicos da nocardiose (Nocardia asteroides,
Nocardia farcinica e Nocardia nova) e também contra bactérias gram-positivas
patogénicas da familia Micrococcaceae (cocos gram positivos catalase positivos) e
micobactérias, agrupando em subgrupos cepas suspeitas de terem mesma origem
clinica (1IZGU & ALTINBAY, 1997; BUZZINI et al., 2007).

Embora o procedimento de biotipagem usando os padrdes de sensibilidade as
toxinas killer apresente varias facilidades, conflitos resultantes quanto a dificuldade
de padronizar a técnica vém sendo relatados, principalmente quanto a quantidade de
toxina secretada pela levedura killer, a possivel ma-interpretagao de alguma inibigao
do crescimento ndo relacionada com a atividade killer ou ainda a ndo detecgao de
halos inibitorios muito pequenos. Uma das formas de solucionar o problema referente
a quantificacdo de toxina secretada ou disposta no bioensaio seria a utilizagado de
toxina parcialmente ou totalmente purificada, ou ainda a padronizagao do inéculo da

cepa produtora. Quanto a ma-interpretagcdo dos resultados, a utilizagdo sempre de
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padrbes e também a digitalizagdo das placas, utilizando softwares de edicao,

reduzem as chances de erro neste caso (BUZZINI et al., 2007).

Micocinas de importancia biotecnolégica

Nos ultimos anos, inumeras aplicagbes potenciais para o fendbmeno Killer tém
sido descobertas. A aplicagdo de leveduras micocinogénicas como agentes
antifungicos, marcadores epidemiolégicos para discriminagao intraespecifica de
cepas patogénicas, agentes de biocontrole ou como linhagens iniciadoras de
processos fermentativos tem crescido consideravelmente. Diversas leveduras com
atividade micocinogénica tiveram suas toxinas isoladas, purificadas e testadas

quanto ao seu potencial uso em processos industriais, destacando-se:

e A micocina produzida pela cepa Kluyveromyces phaffi DBVPG 6076 vem
sendo testada como um agente biopreservante na superficie de uvas frescas e
de sucos de uva processados contra determinadas espécies de leveduras
deterioradoras (CIANI & FATICHENTI, 2001). Sua toxina purificada e
caracterizada vem sendo utilizada no inicio de processos fermentativos do
vinho, impedindo o surgimento de cepas contaminantes de Saccharomyces e
Zygosaccharomyces capazes de re-fermentar o produto apés a finalizagdo do

processo industrial (COMITINI et al., 2004).

¢ A micocina produzida pela cepa Pichia membranifaciens CYC1106 vem sendo
testada como um agente de biocontrole do fungo Botrytis cinerea, um

microrganismo prejudicial para a maioria das plantas herbaceas, tornando-se
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uma alternativa potencial aos métodos quimicos convencionais para a
prevencao deste fungo (SANTOS & MARQUINA, 2004). Seu mecanismo de
acao foi totalmente elucidado, desde seu sitio de ligagao (p-1,6-glicana) na
parede celular da célula sensivel até o mecanismo de extravasamento celular

pela membrana plasmatica (SANTOS et al., 2000).

SANTOS et al. (2002) também caracterizaram uma micocina produzida pela
cepa Debaryomyces hansenii CYC1021, com especifica agado sobre Candida
boidinii IGC3430. Seu sitio de ligacéo, sua formula estrutural, bem como suas

caracteristicas fisico-quimicas também foram determinadas.

A zigocina € uma micocina purificada da cepa Zygosaccharomyces bailii, que
possui efeito antagonista contra diversos fungos patogénicos e
fitopatogénicos. Sua atividade, comparada aos antifungicos azodlicos
convencionais, apresentou melhores resultados em concentracdes menores

que a usada para os farmacos (WEILER & SCHMITT, 2003).

A atividade micocinogénica da toxina secretada pela cepa Williopsis saturnus
DBVPG4561 contra C. glabrata e Pichia guillermondii foi relatada por Buzzini
et al. (2004). Esta micocina mostrou-se mais eficiente que os antifungicos
azolicos e poliénicos, inclusive na temperatura corporal, sendo entao
considerada uma promissora droga de ag¢ao sistémica em quadros clinicos de

fungemia.

Outra linhagem de Williopsis, da espécie W. mrakii, produz uma micocina

denominada HMK, de 10kDa, com alta estabilidade a temperatura e a pH
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extremos, exibindo um amplo espectro contra diferentes espécies de
leveduras. Esta micocina, aplicada como agente de biocontrole no processo
de fabricagdo de iogurtes, apresentou melhores resultados que os

conservantes usuais disponiveis no mercado (LOWES et al., 2000).

GUYARD et al. (2002) purificaram uma micocina (85 kDa) com rapido efeito
fungicida secretada também por W. mrakii, com amplo espectro de atividade
sobre patdégenos fungicos humanos. A toxina se mostrou inativa em linhagens
mutantes de S. cerevisiae deficientes na produgao glicana na parede celular,

indicando que esse polissacarideo constitui o alvo para agédo dessa toxina.

Um decapeptideo, sintetizado a partir da sequéncia génica de uma micocina
secretada por uma cepa de Pichia anomala (Pa-KT), exerce uma forte
atividade antifungica contra cepas patogénicas de C. albicans e C.
neoformans. Experimentos avaliando o grau de resposta imunolégica a agao
da toxina administrada sob via sistémica vém demonstrando a acao especifica
dessa nova droga, representando hoje uma das grandes descobertas de
micocinas ou toxinas killer com ag&o benéfica a saudes humana (CENCI et al.,
2004). No Brasil, em experimentos in vitro e in vivo (testes histopatolégicos em
figado e pulmdo humanos e também em camundongos) com cepas de
Paracocidioides brasiliensis, esse decapeptideo apresentou uma significante
redugdo da infecgdo, principalmente quando em associagdo com antifungicos

convencionais (TRAVASSOS et al., 2004).
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IZGU et al. (2005) caracterizaram uma micocina secretada pela levedura
Pichia anomala NCYC 434 com um amplo efeito inibitério sobre isolados
industriais de S. cerevisiae. Experimentos de inibicdo competitiva sobre os
provaveis ligantes primarios na parede celular da célula sensivel a toxina killer
revelaram (3-(1,3)-glicana como o receptor. A toxina exerce um efeito fungicida
em 2h de tratamento, representando um forte candidato para aplicagdes no
biocontrole de processos fermentativos.

IZGU et al. (2006) caracterizaram uma micocina secretada pela levedura
Pichia anomala NCYC 432 com um efeito inibitério para uma variedade de
leveduras, inclusive espécies patogénicas de Candida. A caracterizagao
bioquimica da toxina demonstra uma glicoproteina com massa molecular de
47 kDa e estavel em valores de pH de 3 a 5 e de temperatura de ho maximo
37°C.

IZGU et al. (2007), trabalhando novamente com o isolado P. anomala NCYC
434 descreveram a caracterizagdo de uma nova toxina denominada de
“panomicocina” ou K5, uma glicoproteina de 49 kDa com uma atividade exo--
1,3-glicanase testada e ativa contra 41 isolados de dermatofitos. A
‘panomicocina” demonstrou um interessante potencial como agente
antifungico em isolados de infecgdes superficiais, cutdneas e subcutaneas,
principalmente quando comparada com a agao de agentes antifungicos

tradicionais.
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KESZTHELY!I et al. (2006) caracterizaram a micocina FC-1 secretada pela
levedura basidiomicética Filobasidium capsuligenum, que possui uma grande
eficacia contra isolados oportunistas de C. neoformans. As cepas sensiveis,
representando oito subtipos moleculares (VNI-IV and VGI-IV) do complexo C.
neoformans, tiveram seu perfil celular e integridade nuclear, apds tratamento
com a toxina FC-1, analisados por citometria de fluxo, revelando um provavel
mecanismo de ag¢ao da toxina como iondfora, sem agao sobre o ciclo celular
ou impedindo a formagao da parede celular. Em bioensaios de competicéo, os
resultados sugeriram como provavel receptor primario de ligacéo e efeito da

toxina a B-1,6-glicana.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GERAL

Bioprospeccéao de leveduras killer com potencial para aplicagao na biotipagem

de microrganismos de interesse clinico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.

Detectar dentre leveduras depositadas na Colecao de Culturas de Leveduras
do Departamento de Microbiologia da UFRGS, leveduras com fenétipo killer.
Identificar as leveduras killer selecionadas por métodos fenotipicos
convencionais e por métodos moleculares.

Avaliar a caracteristica killer das leveduras selecionadas em relagéo ao
material genético codificante.

Avaliar o potencial biotecnoldgico das leveduras killer selecionadas para uso
em biotipagem de microrganismos patogénicos humanos.

Analisar o mecanismo de acgao de toxinas killer selecionadas através da
observacgao das células sensiveis por microscopia optica (MO) e por

microscopia eletrbnica por varredura (MEV).
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1. MATERIAIS E METODOS

1.1 Prospeccéo das leveduras killer

1.1.1 Culturas de leveduras

As culturas de leveduras e fungos semelhantes a leveduras utilizadas para
avaliar a presenca do fenodtipo killer foram obtidas da Colecdo de Culturas de
Leveduras do Departamento de Microbiologia da UFRGS, onde estdo depositados
isolados de substratos de origem animal, como leite in natura, leite de cabra in
natura, queijo e requeijao, e de origem vegetal, como filoplano do Hibiscus rosa-

sinensis, filoplano de bromélias e frutos.

1.1.2 Culturas de cepas sensiveis

As cepas sensiveis utilizadas nos ensaios de atividade micocinogénica foram
cepas patogénicas de leveduras e linhagens patogénicas e multirresistentes de
cocos gram-positivos. As leveduras patogénicas foram mantidas em tubos com Agar
GYMP e Agar YEPG (anexo 1) inclinado a 4°C e cobertos por éleo mineral estéril. Os
cocos gram-positivos sao isolados clinicos oriundos do Hospital de Clinicas de Porto
Alegre (HCPA-UFRGS) e do Hospital Santa Casa de Porto Alegre, gentiimente
fornecidos pelo Dr. Pedro Alves d’Azevedo. Estes foram mantidos a -20°C em dupla
camada de skim milk, meio recomendado para manutencdo desse grupo de

bactérias.
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1.1.3 Teste de triagem para deteccdo de linhagens com fendtipo killer

O teste de triagem de leveduras micocinogénicas foi realizado de acordo com
BUZZINI & MARTINI (2000). Células de leveduras patogénicas foram cultivadas por
48h a 22°C em agar YEPG, para a obtencédo de células metabolicamente ativas, e
ressuspendidas em agua destilada até uma concentracdo celular de 10° células/mL
sendo posteriormente semeadas em superficie, com auxilio de swab estéril, em
placas contendo Agar YM-MB (Anexo 1). Culturas puras de leveduras
potencialmente micocinogénicas foram inoculadas em caldo YEPG e incubadas a
22°C por 48h, sendo posteriormente semeadas no agar YM por replicador de
microrganismos. As placas, contendo cada uma 25 leveduras potencialmente
micocinogénicas, foram incubadas a 22°C por 72h. As cepas foram consideradas
micocinogénicas quando o crescimento esteve envolto por uma zona de inibigdo do
microrganismo sensivel, onde n&o ocorre o crescimento da cepa sensivel, e uma
zona azul adjacente a zona de inibicdo, indicando morte celular. O indicador da
atividade micocinogénica € a zona azul de células mortas envolvendo a zona de
inibicdo. A zona de inibigdo foi mensurada, através de uma régua milimetrada, para

cada cepa sensivel.

1.2 Identificagcdo das leveduras Killer pelas caracteristicas fenotipicas

As culturas isoladas foram identificadas por caracteristicas macromorfolégicas
(morfologia colonial, presenga de balistosporos) micromorfolégicas (caracteristicas
celulares, formacédo de ascdsporos), bioquimicas (testes de fermentacao, testes de

assimilacédo de fontes de carbono e nitrogenadas) e por fim fisiolégicas (produgao de
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urease, termotolerancia, osmotolerancia, produ¢cdao de compostos amildides), de

acordo com BARNETT et al. (2000).

1.3 Confirmacéo da identificacdo fenotipica através da analise de
sequenciamento de regides do rDNA

Para a extragdo de DNA, as leveduras selecionadas para os testes de
identificagdo molecular foram esgotadas em placas de Petri, com meio agar
Sabouraud, onde foram incubadas por 48h a 25°C. Depois de selecionadas as
colbnias isoladas, estas foram inoculadas em 0,5 mL de tampao de lise (NaCl 1 M;
Tris-HCI pH 8,0 1 M; EDTA 0,5 M pH 8,0; SDS 10%) e incubadas por uma hora a
65°C. Em seguida, adicionou-se 1 volume de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(25:24:1) e as amostras foram centrifugadas por 3 min a 13000 rpm. O sobrenadante
foi transferido para outro tubo, onde o DNA foi precipitado com isopropanol p.a. e
centrifugado por 15 min a 13000 rpm. O DNA foi lavado em etanol a 70%, seco a
temperatura ambiente e ressuspendido em 100 pL de tampao Tris-EDTA.

ApOs esta etapa, o DNA extraido foi tratado com a enzima RNase A (por 30
minutos a 37°C) e amplificado utilizando 0s primers NL1-
5GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGS e NL4-5GGTCCGTGTTTCAAGACGG3’
(O’DONNELL, 1993), especificos para a regido D1/D2 do gene 26S do rDNA e de
acordo com condicdes de amplificagcdo propostas por KURTZMAN & ROBNETT
(1998) e utilizadas por FUENTEFRIA et al. (2006). A reacao de sequenciamento foi
realizada utilizando o kit DYEnamic ET dye terminator cycle sequencing (MegaBACE)

e empregando o sequenciador automatico MegaBACE 1000 (Amersham
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Biosciences). As sequéncias foram obtidas usando o programa phred/phrap/consed

(http://www.phrap.org) e analisadas no programa BLAST Nucleotide-nucleotide

BLAST (blastn) (Altschul et al. 1997), disponivel no site

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/. O alinhamento das sequéncias de DNA foi

obtida através do programa CLUSTAL X (Thompson et al., 1997). As arvores
filogenéticas foram construidas pela analise Neighbour-Joining utilizando o programa

MEGA, version 3.0 (Kumar et al., 2001).

1.4 Caracterizacdo do genétipo killer

1.4.1 Caracterizagdo do material genético extracromossomal

O material genético extraido, das linhagens selecionadas para os testes de
caracterizagao do gendtipo killer, foi analisado apds eletroforese em gel de agarose
1,2%. A caracterizagao desse material como DNA plasmidial, dsRNA ou ssRNA foi
realizada utilizando a digestdo com as enzimas RNase A (Sigma) e S1 nuclease
(Sigma) de acordo com GOLUBEV et al. (2003). Cinco microlitros dos acidos
nucléicos totais foram tratados com 0,5 uL de RNase (Sigma) na concentragao de 50
ug ml”", acrescido de 4,5 pL de agua ultra-pura e incubado por 30 min a 37°C, ou
com 0,5 uL S1 nuclease (Sigma) em 4,0 uL de agua ultra-pura e 0,5 uL tampéo 10 X
S1 e, incubado por 30 minutos a 37°C. Apos o tratamento enzimatico, o material

tratado foi observado numa corrida eletroforética em gel de agarose 1,2%.
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1.4.2 Testes de cura do fenotipo killer

O teste de cura avaliou a capacidade de perda da caracteristica micocinogénica
em leveduras killer com material extracromossomal apds a exposi¢cao continua da
célula produtora a condi¢cbes de estresse. Neste experimento foram utilizadas
elevadas temperaturas de incubagdo como estratégia estressante para a célula, de
acordo com a temperatura maxima de crescimento constatada nos testes fenotipicos
de identificacdo. Repiques semanais das linhagens micocinogénicas incubadas na
sua temperatura maxima de crescimento durante o peiodo de um més, para apos
entdo ser avaliado se houve alteracdo da sua capacidade de produgao da toxina, se
permaneciam as bandas extracromossomais e por fim se permaneciam com
imunidade a toxina anteriormente secretada (GOLUBEV & SHABALIN, 1994;

SOARES & SATO, 1999; KLASSEN & MEINHARDT, 2002, GOLUBEYV et al., 2003).

1.5 Otimizacdo da composi¢cdo de um meio de cultura ideal para producéo da
micocina
1.5.1 Levedura selecionada

A cepa KYQUS89 da espécie nova Trichosporon insectorum foi selecionada
devido ao seu inédito espectro de atividade contra bactérias, leveduras e fungos

filamentosos de interesse clinico.

1.5.2 Pré-selecdo dos compostos carbonados, nitrogenados e minerais
Nove diferentes fontes de carbono disponibilizadas a uma concentragdo de 10

g/L (galactose, ribose, xilose, maltose, glicerol, celobiose, lactose, inositol e N-acetil-
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glicosamina), duas fontes de nitrogénio também a uma concentragéo de 5 g/L (lisina
e extrato de carne) e 8 minerais distintos adicionados em uma concentracao de 2 g/L
(ZnS0O4:7H20; FeSO04-7H20; CuSO4-7H20; MgSO4-7H20; MnSO47H,0;  KySOy;
NaxHPO4; KH,PO,4) foram escolhidos para os testes de triagem para a otimizacao da
forma de cultivo para a produgao de toxinas killer para a cepa de T. insectorum
KYQU89. As formulagbes foram realizadas substituindo os componentes quimicos
correspondentes definidos do meio YM liquido (0,3% extrato de levedura, 0,3% de
extrato de malte, 0,5% de peptona, 1% de glicose tamponado com pH 4,2 com
tampéo citrato 0,05M). Inicialmente, foi otimizada a fonte de carbono, onde se
substituiu a glicose separadamente por cada um dos nove carboidratos e selecionou-
se 0 meio mais apropriado para a produgao da toxina. A partir do meio selecionado
(M1) foram realizadas a substituigdo pontual das fontes nitrogenadas. A partir do
segundo meio selecionado (M2) foram realizadas separadamente as adigbes de

cada um dos oito minerais ao meio de cultura, avaliando-se a diferenca de atividade.

1.5.3 Determinacgao do pH e temperatura 6tima de cultivo para producéo da
micocina

As condic¢des 6timas de temperatura e pH para a produgao da micocina in vitro
da cepa de T. insectorum KYQUS89 foi pesquisada em placas de Petri com o meio
YM modificado com diferentes pHs (3,0 — 6,0, com intervalos de 0,5) e para
diferentes temperaturas de incubagao (22 — 30°C, com intervalos de 2°C), conforme

o protocolo descrito por FUENTEFRIA et al. (2004) e 1ZGU & ALTINBAY (2004).

Alexandre M. Fuentefria



42

1.6 In6culo, cultivo e determinacéo da atividade Killer

Os indculos de 10° UFC/mL foram adicionados em cada nova formulacéo
preparada. O meio foi preparado e semeado de acordo com as condigbes de
temperatura, tempo e pH observadas como as ideais. Para avaliar a atividade killer
da cepa de T. insectorum cultivada foi realizada a técnica de doseamento em placa,
de acordo com o item 1.1.3, utilizando como cepas sensiveis C. neoformans var.

neoformans ATCC28957 e C. gattii C40.

1.7 Avaliacdo do potencial das leveduras prospectadas para a utilizacdo em
biotipagem de microrganismos
1.7.1 Biotipagem de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii

Apos o ensaio killer, conforme descrito no subitem 1.1.3, utilizando uma régua
milimetrada, a zona de inibicao foi mensurada em milimetros para cada cepa
sensivel. A matriz quantitativa de dados (QDM) foi obtida subtituindo os valores
numericos brutos dos halos inibitorios em letras, de acordo com o tamanho do halo
de inibi¢ao (i.e. A: nenhum halo; B: 1-4mm; C: 4-10mm; D: 11-15mm; E: 16-20mm; F:
21-25mm; G: 26-30mm; H: >31mm). Todos os dados numéricos representam a
meédia de trés determinagdes distintas (P < 0.01). A avaliagao estatistica dos dados
foi obtida por ANOVA.

Para a avaliacdo da eficacia do método de fingerprint QDM por padrdes de
sensibilidade a toxina killer, um dendograma foi construido usando a distancia

normalizada Euclidiana sobre a matriz de dados gerada pela QDM, com o software

Alexandre M. Fuentefria



43

estatistico de livre acesso na web R Package, version 4,0 and Phylip, version 3,57. O
método de clusterizagdo de dados Neighbor joining foi usado para obter um
dendograma final, reamostrado 1000 vezes. O dendograma consenso foi obtido pelo

programa CONSENSUS da PHYLIP software.

1.7.2 Biotipagem de Staphylococcus epidermidis

Apods o ensaio killer, conforme descrito no subitem 1.1.3, e também se valendo
de uma régua milimetrada, a zona de inibicdo foi mensurada em milimetros em cada
cepa sensivel. Os dados representam a média de trés valores determinados
separadamente (p < 0.01). A avaliagao estatistica dos dados foi obtida por ANOVA. A
presenga (1) e a auséncia (0) de cada caracteristica killer em cada uma das cepas
testadas foi primeiramente plotada em uma matriz binaria de dados (BDM). A BDM
foi entdo convertida em uma matriz tripla de dados (TDM) agrupando os dados
binarios em triplets. Cada triplet recebeu um cédigo de 1 a 8, combinando todos os
possiveis rearranjos. Finalmente, a matriz quantitativa de dados (QDM) foi obtida
subtituindo os valores numéricos brutos dos halos inibitorios em letras, de acordo
com o tamanho do halo de inibigdo (i.e. A: 0 - 4mm; B: 5 - 8mm; C: 9 -12mm; D:
>12mm). O poder discriminatério da BDM, TDM e QDM foi calculado utilizando
indices estatisticos especificos para mensurar a tipagem e diversidade de
microrganismos: indice de Simpson’s () e indice de Hunter e Gaston’s (D).

Para a avaliagao da eficacia do método de fingerprint QDM, um dendograma

foi construido usando o Método Parsimonioso de Wagner com multiplos estagios,
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pelo programa PHYLIP package DNAPARS (maximum parsimony), version 3.57c. O
dendograma final foi reamostrado 1000 vezes. O dendograma consenso foi obtido

utilizando o programa CONSENSUS from PHYLIP software.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 Prospeccao das leveduras killer.

Quinhentos e noventa e cinco leveduras isoladas de queijo, requeijao, leite de
vaca, leite de cabra, folhas de bromélias, folhas de Hibiscus rosa-sinensis e frutos
foram submetidas ao teste de triagem para avaliar a presencga de atividade killer ou
micocinogénica contra dois isolados de importancia clinica: Candida glabrata ATCC
2001 e Cryptococcus neoformans var. neoformans ATCC 28957. Deste método de
triagem, detectou-se 48 leveduras com atividade micocinogénica, que tiveram sua
atividade inibitéria mensurada em Agar YM com azul de metileno (Figura 2, Tabela

2).

Figura 2. A figura apresenta os halos tipicos de inibicdo observados nos testes

de triagem em Agar YM-MB para a deteccédo do fenétipo killer.
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Tabela 2. Listagem de leveduras isoladas de diferentes substratos e pertencentes a Colegédo de Culturas de Leveduras
do Departamento de Microbiologia da UFRGS realgando as que apresentaram a caracteristica killer contra as
leveduras sensiveis C. glabrata ATCC2001 e/ou C. neoformans ATCC28957.

QU (Cepas isoladas de [LC (cepas LV (cepas Bl (cepas isoladas de folhas de |HB (cepas Cepas

gueijo) isoladas de Leitejisoladas de Leite Bromélias) isoladas de folhas [isoladas de
e queijo de de Vaca) de Hibiscus rosa- |Frutas
Cabra) sinensis)

QUO1 | QU5S1T | QU101 | LCO1 | LC54 | LVO1 LV65 BI1 BI70 | BI125 | BI201 | BI250 | HBO7 HB61 CAQO2
QUO02 | QU52 | QU102 | LCO2 | LC6O* | LVO2* | LV68 BI2 | BI71 | BI126 | BI202 | BI251 | HB08 | HB62A CAQO3
QUO3 | QUS3 |QU103*| LCO3 | LC61 Lv04 | LV69 Bl4 | BI72 | BI127 | BI203 | BI252 | HB10 HB63 UVAO1
QUO4 | QUS54 | QU104 | LCO4 | LC62 | LVO6 | LVT70 BI5 | BI73 | BI128 | BI204 | BI253 | HB11A | HB64* UVAO02
QUO5 | QUS55 | QU105 | LCOS | LC63 | LVO8 | LV71 BI6 | BI76 | BI129 | BI205 | BI254 | HB11B | HB66 BANO2
QUO6 | QU56 | QU106 | LCO6 | LC64 | LVO9 | LV72 BI9 | BI77 | BI130 | BI206 | BI255 | HB12A | HB67
QUO7 | QU57 | QU107 | LCO7 | LC65 | LV10 | LV74 | BI10 | BI78 | BI131 | BI207 | BI256 | HB12B | HBG8A
QUO8 | QU5S8 | QU108 | LCO8 | LC66 | LV12* | LV75 | BI12 | BI79 | BI132 | BI208 | BI257 | HB13 | HB68B
QUO9 | QU59 | QU109 | LCO9 | LC67 | LV13 | LV76 | BI14 | BI8O | BI133 | BI209 | BI258 | HB14 HB69
QU10 | QU6GO* | QU110 | LC10 | LC69 | LV14 | LV78 | BI15 | BI81 | BI134 | BI210 | BI259 | HB15 HB70
QuU11 [ QU61* | QU111 | LC11 | LC70 | LV15 | LV79 | BI16 | BI82 | BI135 | BI211 | BI261 | HB16* HB71
QuU12 | QU62* |QU112*| LC12 | LC72 | LVv16 | LVv81 | BI17 | BI83 | BI136 | BI212 | BI262 | HB17A | HB73
QU13 | QU6B3 | QU113 | LC13 | LC74 | LV20 | LVv82 | BI18 | BI84 | BI137 | BI213 | BI263 | HB17B | HB74
QU14 | QU6G4 | QU114 | LC14 | LC75 | LV22* | LV83 | BI20 | BI85 | BI138 | BI214 | BI264 | HB18 HB75
QU15 | QU66* | QU115 | LC15 | LC76 | LV23 | LVv84 | BI21 | BI87 | BI139 | BI215 | BI265 | HB19 | HB76A
QuU16 | QU67 | QU116 | LC17 | LC78 | Lv25 | LV86 | BI23 | BI88 | BI140 | BI216 | BI266 | HB20 | HB76C*
QU17* | QU8 | QU117 | LC18 | LC79 | LV26 | LVOO | BI24 | BI89 | BI141 | BI217 | BI267 | HB21A* | HB78A
QU18* | QU69 | QU118 | LC19 | LC80 | LV27 | LV91* | BI25 | BI90O | BI142 | BI218 | BI268 | HB21B | HB78C
QU19* | QU70 | QU119 | LC20 | LC81 Lv28 | LV92 | BI26 | BI91 | BI143 | BI219 | EIO1 HB22 HB79
QU20 | QU71 | QU120 | LC21 | LC83* | LV29 | LV93 | BI31 | BI92 | Bl144 | BI220 | EI0O2* | HB23 HB80
QuU21 [ QU72* | QU121 | LC22 | LC85 | LV30 | LV95 | BI32 | BI93 | BI145 | BI221 | EIO3 | HB24A | HB83
QU22 [ QU73* | QU122 | LC23 | LC87 | LV31 LV96 | BI34 | BI94 | BI146 | BI222 | EIO4 | HB24B | HB85A
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QU23 | QU74
QU24 | QU75
QU26* | QU76
QuU27 | QU77
QuU28* | QU78
QU29 | QU79
QU30* | QU8B0
QU31* | QU81
QU32 | QU82
QU33 | QU83*
QU34 | QU84
QU35 | QU85
QU36 | QU86
QU37* | QU87
QU38 | QU88s*
QU39 | QU89*
QU40* | QU90
QU41 | QU91
QU42 | QU92
QU43 | QU93
QU44 | QU94
QU45* | QU95
QU46 | QU6
QU47 | QU97
QuU48 | QU998
QU49* | QU99*
QU50 [QU100*
139 isolados

28 Killer (20%)

QU123
Qu124
QU125
QU126
Qu127*
QU128
QU129
QU130
QU131

QU132
QU133*
QuU134*
QU135
QU136
QU137
QU138
QU139*
QU140

LC24 LC88
LC25
LC26
LC27
LC28
LC29
LC30
LC31
LC32
LC33
LC34
LC35
LC36
LC37
LC38
LC39
LC40
LC42
LC43
LC45
LC46
LC47
LC48
LC49
LC50
LC51
LC52
73 isolados

2 Killer (3%)

LVv34 LV98
LV35 LV99
LV36* | LV100
LV37 | LV101
LVv38 [LV102*
Lv41 | LV103
Lv43 | LV104
Lv44 | LV105
LVv45 | LV106
Lv46 | LV111
Lv47 | LV112
LV55 | LV113
LV56 | LV114
LVvV58 | LV115
LV59 | LV116
LV61

LV64

74 isolados

6 Killer (8%)

BI35
BI38
BI39
B140
Bl41
Bl42
Bl43
Bl44
B145
Bl46
Bl47
Bl48
Bl149
BI5S0
BI51
BI52
BI53
BI156
BI5S7
BI60
BI61
BI63
Bl64
BI65
BI67
BI68
BI69

BI95
BI96
BI97
BI199
BI100
BI101
BI102
BI103
BI104
BI105
BI107
BI108
BI109
BI110
BI111
BI112
BI113
Bl114
BI115
BI116
BI117
BI118
BI119
BI120
Bl121
BI122
BI123

BI149
BI150
BI151
BI152
BI153
Bl154
BI156
BI157
BI1158
BI167
BI168
BI169
BI170
BI171
BI172
BI173
BI174
BI179
BI180
BI181
BI182
BI183
BI1195
BI197
BI198
BI199
BI1200

BI223
Bl224
BI225
B1226
BI227
BI228
BI229
BI230
B1231

BI232
BI233
BI234
BI1235
BI236
BI237
BI238
BI239
B1240
Bl241

Bl242
Bl243
Bl244
B1245
Bl246
Bl247
Bl248
BI249*

215 isolados
2 Killer (1%)

EI05

HB25 HB85B
HB26A | HB85C
HB26B HB87
HB27A | HB88*
HB27B HB89
HB28* HB90
HB29 HB91*
HB30 HB94
HB31*
HB34
HB37
HB41
HB43
HB44
HB45*
HB47
HB48
HB49
HB51
HB53
HB54A
HB54B
HB55*
HB57
HB58
HB60A
HB60B
84 isolados

10 Killer (12%)

5 isolados
0 Killer
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* leveduras que apresentaram atividade killer contra ao menos uma das duas cepas sensiveis testadas.
Total de isolados testados para verificar a presenca do fendmeno killer: 595 isolados
Cepas detectadas: 48 cepas Killer detectadas™ (8,07%)
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Tabela3. Dados quantitativos do halo inibitorio nos testes de triagem das cepas com

melhor perfil killer (com inibicao positiva em ambas as cepas sensiveis de triagem).

Levedura Killer Candida glabrata Cryptococcus neoformans
4ATCC2001 ATCC28957
KYQU100 >15mm* >15mm
KYQU83 >15mm >15mm
KYQU134 3mm >15mm
KYQUS88 >15mm >15mm
KYQUS89 >15mm >15mm
KYQU72 >15mm >15mm
KYQU45 >15mm >15mm
KYQU31 >15mm >10mm
KYQU139 >15mm >15mm
KYQU127 >15mm >15mm
KYLC83 >15mm >15mm
KYLC60 >15mm >15mm
KYBI249 >10mm >15mm
KYEIi02 >15mm >15mm
KYQU61 3 mm 6 mm
KYQU112 6 mm 6 mm
KYQU99 6 mm 6 mm
KYQUG62 3 mm 3 mm
KYQUG66 3 mm 3 mm
KYQU73 6 mm 3 mm
KYQU26 3 mm 3 mm
KYQU103 6 mm 3 mm
KYQU28 3 mm 3 mm
KYQU30 3 mm 3 mm
KYQU37 3 mm 3 mm
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KYQU49 3mm 3 mm
KYQU133 3 mm 3 mm
KYQU40 6 mm 3 mm
KYQU18 3 mm 3 mm
KYQU19 3 mm 3 mm
KYQU11 3 mm 3 mm
KYQU17 3 mm 3 mm
KYLV91 >15 mm >15mm
KYLV12 3 mm 3 mm
KYLV02 3 mm 3 mm
KYLV102 6 mm 6 mm
KYLV22 6 mm 3 mm
KYLV36 3 mm 3 mm
KYHB55 3 mm >10mm
KYHB88 3 mm >10mm

#ATCC — American Type Culture Collection

* Halo de inibicdo: Distancia entre a borda da col6nia e o fim do halo de inibicao

Dentre os 48 isolados com fendtipo killer, 75% (36 isolados) eram de
alimentos lacteos e 25% (12) de fontes ambientais, especificamente plantas, o que
demonstra que substratos mais ricos em carboidratos sao nichos mais propicios para
leveduras com esse fendtipo. Uma das razbes ja levantadas por GANTER &
STARMER (1992) para essa diferenca de populacéao killer nos diversos nichos seria
que em substratos ricos em acgucar haveria uma melhor condicdo de nutrientes para
suportar energeticamente a custosa producdo da toxina, possibilitando a
predominancia de espécies com fendtipo killer na selegdo natural. Embora as

leveduras killer isoladas das folhas do Hibiscus rosa-sinensis tenham sido de maior
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numero do que isolados de leite de vaca e leite de cabra, seu potencial
antimicrobiano € bem inferior, quando testadas nas duas cepas sensiveis padrdes.
Tanto nos isolados de alimentos quanto de substratos ambientais houve um maior
predominio de leveduras killer com caracteristicas ascomicéticas, o que esta de
acordo com a literatura. Entretanto, leveduras basidiomicéticas predominam em
condi¢ces de habitat diferentes dos isolados ascomicéticos, geralmente suportando
condicbes de temperatura, ressecamente e escassez de nutrientes, o que
provavelmente tornaria indispensavel adicionar um gasto metabdlico a mais para
produzir uma toxina de imposigao ecoldgica nesses nichos (GANTER & STARMER,
1992). Houve um predominio de isolados killer no queijo artesanal comparado ao
leite de cabra (incluindo queijo de cabra) e de vaca in natura. Em suma, de acordo
com 0s nossos resultados, quando comparados indices de freqliéncia de isolamento
de linhagens Kkiller, parece que substratos lacteos sdo o mais indicado para a
prospeccao de linhagens com interesse industrial pelo fenétipo killer, ao contrario do
que reporta a literatura, segundo a qual substratos naturais poderiam ser mais
adequados para o isolamento de cepas produtoras de enzimas ou metabdlitos com
aplicagbes biotecnolégicas (GANTER & STARMER, 1992; MAGLIANI et al., 1997;
GOLUBEV, 1998; GOLUBEV, 2006).

Uma das provaveis razdes para que somente 8% dos isolados apresentassem
a caracteristica Killer poderia ser a limitagdo da metodologia utilizada, onde somente
foi testada a atividade contra duas leveduras sensiveis, C. glabrata (uma levedura
ascomicética) e C. neoformans (levedura basidiomicética). Embora o numero de

isolados leveduriformes utilizados na triagem tenha sido adequado (595 isolados),
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existe uma necessidade de se testar um numero maior de cepas sensiveis, € nao
somente duas, ou seja, mais espécies de leveduras, como também fungos
filamentosos dimorficos, fungos filamentosos nao-dimorficos, outros eucariotos e
procariotos. Provavelmente, neste grupo de isolados haveria mais cepas com perfil
killer interessante, principalmente se o alvo for cepas de nichos ecoldgicos
semelhantes, como fitopatdégenos ou contaminantes de alimentos, o que inclusive
poderia ter permitido a detec¢ao de mais isolados killer basidiomicéticos (GOLUBEV,
2006).

Das 48 linhagens detectadas com perfil antagonista, 40 foram primeiramente
selecionadas por possuirem atividade contra ambas as cepas sensiveis testadas
(Tabela 3). Entretanto, somente 32 isolados que apresentaram espectro de agao
sobre mais do que os dois isolados sensiveis padrdes (Candida albicans, C. krusei,
C. tropicalis e C. dubliniensis) foram destacados para testes de confirmagao
taxondbmica e caracterizagdo genética, para que a partir de entdo fossem
selecionados aqueles considerados ideais para formar os painéis de biotipagem de

microrganismos (Tabela 4).

2.2 ldentificacdo por caracteristicas fenotipicas e confirmacédo através do
sequenciamento da regido D1/D2 do gene 26S do rDNA.

A taxonomia convencional de leveduras nem sempre alcanga uma
identificagdo correta, ndo somente em nivel de espécie, mas as vezes também
quanto ao género. Por esse motivo, a biologia molecular vem sendo cada vez mais

usada como uma importante ferramenta auxiliar na identificagdo de leveduras,

Alexandre M. Fuentefria



53

principalmente de espécies com dificil visualizacdo de caracteristicas
micromorfolégicas essenciais para identificagdo, como a visualizagédo de esporos.
Além disso, € uma ferramenta indispensavel na analise filogenética de leveduras
(KURTZMAN & ROBNETT, 1998). O rDNA (Anexo 2) é muito empregado em
estudos taxonémicos devido a presencga de regides codificantes e nao-codificantes,
que evoluem em diferentes taxas, e também pelo fato dos ribossomos estarem
presentes em todos os organismos, a partir de uma origem evolutiva comum. A
regido génica do rDNA possui as seguintes estruturas na disposi¢cao 5-3: a regiao
transcrita espagadora externa (ETS), o gene 18S, a regido transcrita espagadora
interna (ITS1), o gene 5,83, uma segunda regido espagadora interna (ITS2) e o gene
26S. Este ultimo gene apresenta as sequéncias menos conservadas, em relagao aos
genes 18S, 5,8S e 5S, sendo a regidao de escolha para estudos de filogenia de
espécies e grupos taxondmicos mais relacionados. A regiao D1/D2 do 26S rDNA de
grande parte das leveduras conhecidas encontra-se sequenciada e observou-se que
essa regiao é capaz de diferenciar quase todas as espécies de leveduras testadas,
visando estudos de taxonomia (KURTZMAN & ROBNETT, 1998).

Os 32 isolados selecionados tiveram a identificagédo fenotipica, ja previamente
realizada por LANDELL et al., (2006), LANDELL (2005) e SPANANBERB et al.,
(2005) realizada novamente e poeteriormente confirmada pelo método de
sequenciamento. A identificagdo convencional e molecular dos isolados killer esta
apresentada na Tabela 4. A correta identificagcdo, em nivel de espécie, foi obtida em
28% (9 isolados) dos casos, especificamente nas espécies de Candida catenulata,

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus e Saccharomyces unisporus. A
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confirmacao apenas em nivel de género foi verificada em 54% (17 isolados) dos
casos, entretanto o erro de identificagdo do isolado foi verificado em 19% (6 isolados)
dos casos, com o acerto apenas de especificidade ao filo dos isolados (todos

ascomicéticos).

2.3 ldentificacdo de uma espécie nova de levedura killer

Os resultados dos testes morfolégicos e fisioldgicos indicaram que o isolado
KYQU89, pertencente ao género Trichosporon, é claramente distinguivel das outras
espécies do género, como visto nas Tabela 1 e Figura 1 (artigo 1) espécie nova
Trichosporon. Arvores filogenéticas baseadas nas seqiiéncias D1/D2 do gene 26S
rDNA e nas sequéncias do gene 18S rDNA localizam essa nova espécie no clado
ovoides do género Trichosporon. A sequéncia de DNA na regidao D1/D2 foi diferente
filogeneticamente das espécies Trichosporon faecale, T. asteroides, T. asahii e T.
japonicum em mais de duas substituicbes, que € significativo para diferenciar
espécies do mesmo género (FELL et al., 2000). Além disso, a diferenga nos
resultados bioquimicos justifica a proposta de uma nova espécie, T. insectorum.

Fenotipicamente essa nova espécie € claramente distinguivel das outras
espécies deste clado pela inabilidade de assimilar o lactato e também por ter um
lento crescimento a 42°C (ver Tabela 1, artigo 1). As outras espécies do clado que
nao sao habeis para assimilar esse carboidrato, T. lactis e T. caseorum, possuem
temperatura maxima de crescimento entre 35°C e 37°C, respectivamente

(MIDDELHOVEN et al., 2004).
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O perfil killer da cepa KYQUS89 foi analisado contra um total de 100 isolados
de C. neoformans / C. gattii, com inibicdo de 96% destes. Os quatro isolados que néo
foram inibidos por esta levedura pertencem a espécie C. gattii. O fenébmeno killer ja
foi reportado por outras espécies do género Trichosporon (GOLUBEV, 2006),
parecendo ser uma caracteristica comum deste género. Varios autores tém relatado
a inibicao de isolados de C. neoformans ou seu teleomorfo Filobasidiella neoformans
por leveduras killer (BOEKHOUT & SCORZETTI, 1997; BUZZINI & MARTINI, 2000;
CENCI et al., 2004; CRISEO et al., 1999; FUENTEFRIA et al., 2006); entretanto,
poucos mencionaram o antagonismo contra um largo numero de cepas sensiveis
como neste estudo.

Para confirmar a relagdo genética entre o isolado KYQU89 e as duas
linhagens isoladas pela Prof(a) Meredith Blackwell (Louisiana State University),
BG02-7-20-011B-1-2 e BG02-6-9-2, foi realizada a tipagem molecular por M13 PCR
fingerprinting, pois cepas da mesma espécie apresentam o mesmo perfil com este
par de primers (SAMPAIO et al., 2001). Os padrdes polimorficos de bandas gerados
pela amplificacdo foram idénticos como mostra a Figura 3 (manuscrito 1). A analise
filogenética, idénticas sequéncias de D1/D2 e 18S rDNA e também semelhante perfil
killer confirmar a hipétese que estes trés isolados sdo da mesma espécie. O fato de
que a cepa KYQUS89 ter sido isolada de queijo artesanal e as cepas BG02-7-20-
011B-1-2 e BG02-6-9-2 terem sido isoladas de estdbmago de artrépodes, hipotetizam
a possibilidade de vetorizagdo dessa espécie em locais com condigdes higiénicas

precarias onde predominam esses insetos.
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2.4 Caracterizacdo do genotipo Killer

2.4.1 Caracterizacdo das moléculas codificantes para o fen6tipo killer e

avaliacdo do método de cura:

A eletroforese em gel de agarose do material genético dos isolados
selecionados para confirmagéo da identificagdo molecular demonstrou em algumas
cepas bandas em adigcdo ao material cromossomal, o que segundo a literatura
poderia representar sequéncias responsaveis pela codificacdo do fendtipo Killer
existente nesses isolados (GOLUBEV, 2006). A caracterizagdo da presenga desses
elementos extracromossomais € de grande importancia no estudo do fenédmeno
killer, principalmente devido a sua ja bem definida fungcéo de conferir a atividade killer
em determinadas espécies de leveduras. Dos 32 isolados selecionados, 18
apresentaram material extracromossomal, como mostra a Tabela 4, sendo que, de
acordo com os tratamentos enzimaticos com RNAse e S1 nuclease, todos séo
provavelmente RNA fita dupla, ja que foram degradados apenas com a RNAse (géis
representativos nas Figuras. 3, 4 e 5). Por exclusdo, consideramos que os isolados
que nao apresentaram sequéncias extracromossomais possuem codificacdo do seu
fendtipo killer por genes nucleares. Sabendo que nos relatos atuais da literatura ndo
constam isolados de K. lactis ou K. marxianus com auséncia de sequéncias
extracromossomais envolvidas com a expressdo da acao Kkiller, provavelmente a

metodologia escolhida para a detecgdo de material extracromossomal teve maior
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precisdo para dsRNA, mas menor na visualizacdo de plasmideos, caracteristica
relacionada presente nessas duas espécies.

Os testes de cura do fendtipo killer foram realizados em trés cepas da espécie
T. coremiiforme e na cepa KYQU89 da espécie nova T. insectorum. O perfil
micocinogénico foi eliminado pelo crescimento na temperatura maxima de cada
isolado onde os clones nao-killer representaram cerca de 100% da populagao
sobrevivente; além disso, a maioria dessas cepas demonstrou ser sensivel ao
proprio fendtipo killer exercido pela cepa selvagem. Entretanto nenhuma cepa
mostrou-se neutra, ao contrario do que geralmente é detectado na literatura com
testes de cura (GOLUBEV, 2006). Nas Figuras 3, 4 e 5, a presengca de dsRNA em
cepas selvagens (ndo submetidas aos testes de cura) pode ser visualizada. A sua
auséncia em cepas submetidas ao teste de cura (Figuras 3 e 4) indicam uma
possivel relagdo com a atividade antimicrobiana exercida pela célula hospedeira,
visto que quando curadas, as cepas killer perderam sua capacidade de expressar
seu fendtipo inibidor, como descrito também por outros autores em outras espécies
de leveduras killer (GOLUBEV & SHABALIN, 1994; SOARES & SATO, 1999;
KLASSEN & MEINHARDT, 2002, GOLUBEV et al., 2003). As cepas de T.
coremiiforme de queijo de cabra KYLC60 e KYLC83 apresentaram varias bandas de
material extracromossdmico que, quando curadas, causaram a perda da

caracteristica antagonista.
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Tabela 4. Identificagcao fenotipica e molecular das 32 leveduras killer selecionadas para os testes de biotipagem.

PRESENCA DE

CEPA IDENTIFICACAO FENOTIPICA IDENTIFICACAO MOLECULAR MATERIAL GENETICO
EXTRACROMOSSOMAL
KYQU100 Trichosporon inkin Trichosporon faecale Ausente
KYQU83 Trichosporon loubieri Trichosporon coremiiforme dsRNA
KYQU134 Candida sake Candida parapsilosis Ausente
KYQU88 Trichosporon loubieri Trichosporon faecale dsRNA
KYQUS89* Trichosporon loubieri Trichosporon insectorum DQ411821 dsRNA
KYQU72 Trichosporon inkin Trichosporon faecale dsRNA
KYQU45 Trichosporon inkin Trichosporon faecale Ausente
KYQU31 Candida catenulata Candida catenulata dsRNA
KYQU139 Trichosporon inkin Trichosporon japonicum dsRNA
KYQU127 Candida sp. Candida catenulata Ausente
KYLC83 Trichosporon sp. Trichosporon coremiiforme dsRNA
KYLC60 Trichosporon sp. Trichosporon coremiiforme dsRNA
KYBI249 Trichosporon sp. Trichosporon japonicum dsRNA
KYEIi02 Trichosporon sp. Trichosporon japonicum dsRNA
KYQU112 Trichosporon inkin Trichosporon faecale dsRNA
KYQU99 Candida sp. Kluyveromyces lactis dsRNA
KYQU37 Debaryomyces hansenii Kluyveromyces lactis Ausente
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KYLV91
KYLV22
KYLV102
KYQUG61
KYQU11
KYLV36
KYQU73
KYQU26
KYQU103
KYQuU28
KYQU30
KYQU49
KYQU133
KYQU18
KYLV02

Geotrichum sp.
Kluyveromyces lactis
Dekkera bruxellensis
Candida restingae
Kluyveromyces marxianus
Candida sp.
Kluyveromyces lactis
Candida catenulata
Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces lactis
Saccharomyces unisporus
Kluyveromyces lactis
Candida catenulata

Candida sp.

Trichosporon ovoides
Kluyveromyces marxianus
Candida catenulata
Kodamaea ohmeri
Yarrowia lipolytica
Candida parapsilosis
Kluyveromyces lactis
Candida catenulata
Kluyveromyces marxianus
Kluyveromyces lactis
Kluyveromyces lactis
Saccharomyces unisporus
Kluyveromyces lactis
Candida catenulata

Candida parapsilosis

dsRNA
Ausente
Ausente
dsRNA
dsRNA
Ausente
Ausente
Ausente
Ausente
dsRNA
dsRNA
Ausente
dsRNA
Ausente

Ausente
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* Espécie nova identificada (Artigo 1)
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Figura 3. Gel de agarose (1,2%) dos acidos nucléicos totais tratados com RNAse A e
S1 Nuclease da cepa micocinogénica selvagem e curada Trichosporon coremiforme
KYQUS83 e Trichosporon insectorum KYQU89, 1. KYQU83 sem tratamento; 2.
KYQU83 com Rnase A; 3. KYQU83 com S1 Nuclease; 4. KYQU83 curada; 5.
KYQUS89 sem tratamento; 6. KYQU89 com Rnase A; 7. KYQU89 com S1 Nuclease;

8. KYQUS89 curada;
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0,52Kb

Figura 4. Gel de agarose (0,8%) dos acidos nucléicos totais tratados com Rnase A e
S1 Nuclease das cepas micocinogénicas selvagem e curada Trichosporon
coremiiforme KYLC83 e KYLC60: M. Marcador; 1. KYLC83 sem tratamento; 2.
KYLC83 com Rnase A; 3. KYLC83 com S1 Nuclease; 4. KYL83 curada; 5. KYLC60
sem tratamento; 6. KYLC60 com RNAse A; 7. KYLC60 com S1 Nuclease; 8. KYLCG60

curada;
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Figura 5. Gel de agarose (1,2%) dos acidos nucléicos totais tratados com RNAse A e
S1Nuclease das cepas micocinogénicas selvagens de Trichosporon faecale
KYQUS88, Trichosporon faecale KYQU72 e Trichosporon japonicum KYQU139, 1.
KYQUS88 sem tratamento; 2. KYQU88 com RNAse A; 3. KYQU88 com S1 Nuclease;
4. KYQU72 sem tratamento; 5. KYQU72 com RNAse A; 6. KYQU72 com S1
Nuclease; 7. KYQU139 sem tratamento; 8. KYQU139 com RNAse A; 9. KYQU139

com S1 Nuclease;
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2.5 Otimizacdo da composicdo de um meio de cultura e das condi¢cdes de
temperatura e pH ideais para producdo da micocina KT89:

Os efeitos da composi¢gdo do meio, pH e temperatura foram investigados para
a producédo da toxina killer de Trichosporon insectorum KYQUS89. N&o foi verificada
uma diferenca na quantidade de atividade Kkiller produzida em diversas composicoes
e variacbes dos meios de cultura testados, o que evidencia que a bioquimica de
produgdo desta toxina pela cepa KYQUS89 ndo requer exigéncias nutricionais
especificas, mas apenas condi¢cdes de fornecimento de unidade basicas de agucar e
de aminoacidos. Entretanto, um desenho experimental totalizando 11 ensaios foram
desenvolvidos para estudar os efeitos do pH e temperatura de incubagcdo que
interferem na producgao da toxina pela levedura in vivo (Figuras 5 e 6) demonstrando
que a temperatura tima de atuagao fica entre 26 até 40°C e o pH 6timo entre 4,0 e
5,4. De acordo com a literatura (SANTOS et al., 2002; GOLUBEV, 2006) cepas killer
com potencial biotecnolégico para utilizagdo de seus metabdlitos de interesse
necessitam possuir condigcdes de cultivo simples, resistindo a situagdes nao
favoraveis, com variagbes de pH e temperatura. A cepa KYQUS89 além de ter um
amplo espectro de atuacao contra leveduras, fungos filamentosos e procariotos de
interesse clinico, possui essas condi¢des, possibilitando uma étima perspectiva de

estabilidade nas condi¢cbes necessarias para os processos de purificacao.
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Figura 6. Ensaio das condi¢des 6timas de temperatura para a produg¢ao de micocina
pela cepa KYQU89 no meio YM. Cem porcento da atividade killer representa um halo

de inibigdo maior ou igual a 15mm.
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Figura 7. Ensaio das condig¢des 6timas de pH para a producéo de
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micocina pela cepa KYQU89 no meio YM. Cem porcento da atividade killer

representa um halo de inibicdo maior ou igual a 15mm.
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2.6 Biotipagem de microrganismos pelo sistema Killer
2.6.1 Biotipagem de Cryptococcus neoformans e Cryptococcus gattii

Todos os isolados de Cryptococcus foram inibidos ao menos por oito
leveduras killer que compuseram o painel de tipagem (ver Tabela 1, artigo 2), sendo
que 65% por mais de 17 leveduras, 82% por mais de 15. Entretanto, 14% foram
inibidos por todas as cepas Killer do painel. Trichosporon japonicum KYQU139 inibiu
todos os isolados de Cryptococcus, enquanto T. faecale KYQU45, KYQUS88 e T.
coremiiforme KYLC83 inibiram ao menos um. Os padrées de sensibilidade para as
toxinas Killer demonstraram haver uma correlagdo entre as cepas KYQUA45,
KYQU112, KYQU100 e KYLC83 e a variedade das cepas de Cryptococcus. C.
neoformans var. grubii teve maior sensibilidade, ao contrario dos isolados de C. gattii
que apresentaram casos de total resisténcia. Os isolados de C. neoformans var.
neoformans apresentaram tanto resisténcia como sensibilidade intermediaria (halos
A, B e C, artigo 2).

Nao ha correlagao entre os padrdes de sensibilidade e a variedade, nem tipo
molecular e nem espécies dos Cryptococcus testados ao menos no caso citado no
paragrafo acima para a utilizagdo de um painel com as cepas KYQU45, KYQU112,
KYQU100 e KYLCB83. Entretanto, um dendrograma baseado numa matriz quantitativa
de dados (QDM) (Figura 1, artigo 2) indica que ha uma completa discriminagéo das
cepas de Cryptococcus por meio do método de biotipagem Kkiller.

Uma importante constatagdo deste trabalho é a capacidade de cinco cepas
killer inibirem ao menos 99% de todos os isolados de Cryptococcus, demonstrando

haver na toxina secretada uma promissora fonte de um novo agente antifungico
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objetivando o controle deste microrganismo, visto que o tratamento da criptococose
pelos antifungicos convencionais possui varias desvantagens devido aos efeitos
adversos e ao alto grau de resisténcia (MAXWELL et al., 2003; VADASZ et al.,
2000).

De acordo com a Figura 1 (artigo 2) ndo houve correlagao entre os isolados
obtidos de diferentes pacientes, hospitais, tipos moleculares e areas do estado do
Rio Grande do Sul. Entretanto, a discriminacdo das cepas tipificadas pelo sistema
molecular através da biotipagem killer demonstrou ser uma boa unido de métodos,
visto que todas as linhagens foram discriminadas, quando anteriormente
permaneciam em grupos. Esta unido de ferramentas pode ser fundamental na
elucidagédo de casos de infecgbes hospitalares envolvendo estudos epidemiolégicos
para a distingdo de possiveis clones de cepas patogénicas disseminadas nestes
ambientes.

O método de biotipagem por matriz quantitativa de dados pelos padrbes de
sensibilidade as toxinas killer € uma metodologia facil e barata que nao requer
equipamentos sofisticados nem softwares licenciados, sendo apropriada para
laboratérios com minimos recursos, além de servir como controle de qualidade para

centros de colegdes de cultura como forma de reconhecimento e registro de estirpes.
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2.6.2 Biotipagem de Staphylococcus epidermidis

Enquanto nenhuma atividade killer foi observada em relagdo aos isolados
clinicos de S. aureus, todas as cepas clinicas multi-resistentes de S. epidermidis
foram sensiveis ao menos para uma levedura killer incluida no painel selecionado e
constituido de 11 linhagens (ver Tabela 1, artigo 3). Esse curto e seleto painel de
leveduras killer permitiu a discriminagao de 90%, 97% e 100% das cepas sensiveis
usando os métodos de matriz binaria de dados (BDM), matriz tripla de dados (TDM)
e matriz quantitativa de dados (QDM), respectivamente. A correlagdo entre o numero
de leveduras killer e o numero de cepas discriminadas (DS) de S. epidermidis,
demonstrou que a QDM possui 0 melhor poder discriminatério, quando comparada
com os outros métodos matematicos (ver Figura 1a, artigo 3). O poder discriminatorio
foi também observado em acordo com dois indices para mensurar a diversidade;
indices de Simpson (1) e Hunter & Gaston (D), com relagdo ao numero de leveduras
killer para os trés métodos de analise. QDM demonstrou mais altos valores de 1 e D
que os exibidos pela BDM e TDM, comprovando a QDM como a mais provavel
ferramenta para analisar e biotipar as bactérias multi-resistentes em estudo.

O dendrograma obtido por variagdo randémica dos resultados (ver Figura 2,
artigo 3) demonstra que ambas as espécies foram agrupadas em dois grandes
grupos, o primeiro incluindo a maioria das cepas de S. epidermidis e o segundo
compreendendo todas as cepas de S. aureus e o0s seguintes isolados de S.
epidermidis SCN9, SCN136, SCN167, SCN179, SCNunc9 e SCNunc13. A analise

do dendrograma expressa também claramente que ndo houve nenhuma correlagéo
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entre a origem dos isolados clinicos, o perfil de resisténcia aos antibioticos e a
sensibilidade as toxinas Kkiller. Baseado no efeito discriminatorio obtido com a
metodologia de tipagem por leveduras killer, sugere-se que os isolados de S.
epidermidis analisados ndo possuem correlagbes epidemiolégicas, embora esta
hipétese ainda necessite ser mais estudada.

A aplicagdo das leveduras killer como biomarcadores epidemioldgicos € uma
importante alternativa (ou uma técnica complementar) para os métodos moleculares
convencionados como padrao ouro. A facilidade metodoldgica e o baixo custo desta
técnica nestas situagcbes estudadas podem permitir o uso rotineiro em laboratérios

microbiol6gicos com minimos recursos.
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2.7 Descricdo da espécie nova Trichosporon insectorum
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Summary

Three Killer yeasts, isolated from the gut of insects in Panama and artisanal
cheese in Brazil, were shown fo be related to the Owoides clade of the genus
Trichosporon. Sequencing of the D1/D2 region of the LSU rDNA and physiological
characterization revealed a distinct taxonomic position in relation to known species of
the genus. Conspecificity of the three killer isolates was reinforced by similar M13
fingerprinting and killer profiles. We propose a new species in this genus: Trichosporon
insectorum. The type strain is CBS 104227 (syn. NRRL Y-48120). This anamorphic
species produces arthroconidia but not appressoria, and its killer character seems to
be associated with dsRNA.

Keywords: Trichosporon insectorum sp. nov., yeast.

Introduction

Trichosporon species are basidiomycetous vyeasts (Hymenomycetes,
Tremelloidae, Trichosporonales) without a known sexual state (Middelhoven et al.
2004). They are characterized morphologically by production of septate mycelia and
arthroconidia, although certain species possess additional morphological characters,
such as formation of appressoria or macroconidia (Gueho et al. 1992, Middelhoven et
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al. 2004). Some species are commonly recognized as opportunistic pathogens wviz.. T.
asahii, T. asteroides, T. cutaneum, T. inkin, T. mucoides and T. ovoides (Guého ef al.
1998, Sugita ef al. 1996). Other species are isclated from substrates not related to
clinical samples (Middelhoven 2004, Middelhoven et al. 2004, Sugita et al. 2002a).
Several new Trichosporon species have been recently described, eg T
mycotoxinivorans isolated from the hindgut of termites (Molnar et al. 2004).

The genus Trichosporon is monophyletic. Based on nuclear base sequencing of
the SSU rDNA (Guého ef al. 1992, Sugita & Nakase 1998) the genus could be divided
into three groups of different species, although more groups are recognized in the
Trichosporonales order (Okoli ef al. 2006, Takashima ef al. 2001). Sequence analyses
of the D1/D2 region of the LSU rDNA (Gueho ef al. 1998, Fell ef a/. 2000) and ITS
region (Scorzetti et al. 2002, Sugita et al. 1999) supported division of Trichosporon
species into four clades. Middelhoven ef al (2004) proposed the names Gracile,
Porosum, Cutaneum and Ovoides to designate these groups. In addition to rONA base
sequencing, traditional physiological characterization and serotyping, Trichosporon
clades and species can be distinguished by their assimilation of several organic
compounds not traditionally used in routine metabolic tests (Middelhoven 2002, 2004),
and sequencing of the mitochondrial cytochrome b genes (Biswas ef al. 2005) and 1GS
regions (Sugita et al. 2002b).

In the course of two independent studies, two yeast strains isolated from the gut
of beetles in Panama and one from artisanal cheese in Brazil were found to belong to a
new species of Trichosporon. Here we propose the new species, T. insectorum, based
on phylogenetic analysis using sequences of the SSU rDNA and the D1/D2 region of
LSU rDNA as well as morphological and physiological characteristics.  Additional
support for conspecificity of the three isolates was provided by similar M13 fingerprints
and Killer activity.

Materials and Methods

Strains examined

The strains BG02-6-9-2 (syn. CBS10421; NRRL ¥-48121) and BG02-7-20-011B-1-2
(syn. CBS 104227, NRRL Y-48120T) were isolated during a study of yeasts associated
with the digestive tract of insects at Barro Colorado Island, Panama (Suh et al. 2005).
The strain KYQUB89 (syn. CBS10423, NRRL Y-48122) was isolated from Brazilian
artisanal cheese (Landell ef &/, 2006). Cultures were maintained at 4 *C in GYMP (2%
glucose, 0.5% yeast extract, 2% malt extract, 0.2% monobasic sodium phosphate, 2%
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agar) agar slants covered with sterile mineral oil or kept frozen in ¥YM broth (1%
glucose, 0.3% malt extract, 0.3% yeast extract, 0.5% peptone) with 15% glycerol.

Morphological, biochemical and physiological characteristics

Conventional yeast identification based on phenotypic characters was performed
according to Yarrow (1998), using the keys provided by Barnett et al/. (2000) and the
computer program YEASTCOMPARE (Ciriello & Lachance 2001).

Evaluation of the killer phenomenon

Assessment of killer activity was performed in modified YM agar [¥M broth containing
15% glycerol, 2% agar and 0.003% methylene blue (Sigma, St Louis), buffered to pH 5
with citrate buffer). As sensitive strains, 30 clinical and environmental isolates of
Cryptococcus neoformans and C. gatti were tested against the three Trichosporon
strains. Strain CBS10423 was further fested against 70 yeasts, including C.
neoformans/C. gattii isolates and 27 other yeast strains belonging to several species
(e.g., Candida albicans, C. dubliniensis, C. parapsilosis, C. glabrata, C. catenulata, C.
krusei, C. tropicalis and Yarrowia lipolytica). Overnight grown target cells from sensitive
yeasts were suspended in distilled water to a density of 4x10° cells ml™, and were
spread on the assay Petri dishes. Yeast killer strains were point inoculated over the
sensitive yeast inoculum, and plates were incubated at 25 °C for 72h. The strain was
considered to be a killer if there was an evident zone of inhibition of the sensitive yeast
around its inoculum.

Characterization of the killer phenomenon

Total nucleic acid of strain CBS10423 was isolated as described by Ramos et al.
{2001) from 3-d-old cultures, separated by electrophoresis on a 0.8% agarose gel with
ethidium bromide and visualized under uv light. Characterization of the high mobility
nucleic acid bands was performed by treatment with the enzymes S1 nuclease and
RMNase, which cleave single-stranded nucleic acids and double-stranded RNA,
respectively, according to Golubev et af. 2003, followed by 0.8% agarose gel
electrophoresis. Enzymatic treatments were carried out for 30 min at 37 °C, as follows:
1 unit $1 nuclease (Sigma) and 50 ug mi™' RNase (Sigma). Aliquots of 0.1 ml of strain
CBS10423 cells diluted in water (10° cell mI") were spread on YEPD agar (2%
glucose, 1% peptone, 0.5% yeast extract, 2% agar) plates and incubated at 42 °C
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{maximum growth temperature) for two weeks in order to induce thermal cure. Single
colonies were selected at random and assayed for their killer activity. Colonies that lost
the killer character had their total nucleic acid extracted and analysed as described
above.

DNA sequencing and phylogenetic analysis

DNA extraction and amplification of the D1/D2 region of the LSU rDNA were performed
for isolate CBS10423 as described in Ramos ef al. (2001), using the primers MNL,-
S'GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAGTY and NL&-5'GGTCCGTGTTTCAAGACGGY
(O Donnell 1993). The purified PCR product (100 ng) was used for sequencing with the
primers NL1 and ML4. DNA sequencing reactions were performed using a DYEnamic
ET dye terminator cycle sequencing (MegaBACE) kit (Amersham Biosciences, New
Jersey) and run on MegaBACE 1000 capillary seqguencers. DNA sequencing for the
other two strains, CBS10421 and CB510422, was performed as described in Suh et al.
(2005). Sequences were assembled using phred/phrap/consed (http://'www.phrap.org)

and analysed with the Nucleotide-nucleotide BLAST (blastn) program (Altschul et al.
1957), available at hitpiwww.ncbinim.nih.gow/BL AST/. DMNA sequences were aligned

using the CLUSTAL X computer program (Thompson et al. 1997) and optimized
visually. Phylogenetic trees were constructed using NJ analysis using MEGA version
3.0 (kumar et al. 2001). Cryptococcus humicola CBS 571 and Filobasidiella
neoformans CBS132 were used as outgroup taxa. BS confidence values were based
on 1K replications.

M13 PCR fingerprinting

The oligonucleotide of the minisatellite-specific core sequence of the wild-type phage
M13 (3-GAG GGT GGC GGT TCT-3") was used as primer for PCR reactions,
according to Meyer et al. (1999). Thirty-five cycles of 20s at 94 °C, 1 min at 50 °C and
20 5 at 72 °C were performed, followed by a single extension cycle at 72 °C for 6 min.
Amplified products were separated by electrophoresis in 1.8% agarose gels for 5 h at
60 W, and were visualized under uv light after staining with ethidium bromide.

TAXONOMY
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Trichosporon insectorum A M Fuentefria, S.0. Suh, M.F. Landell, J. Faganello, A.
Schrank, M.H. Vainstein, M. Blackw. & P. Valente sp. nov. (Fig. 1-3)
MycoBank no.: MBI

Etym.. The name T. insectorum was chosen in honour of the habitat of the first two
strains isolated (CBS10421 and CB510422).

In liguido YW, post dies 5 ad 25 °C, cellulas ovoideae, sllipsoideas, elongatas, 5—10x3— ym, =ingulae
aut binas. Sedimentum formatur. Post unum mengem ad 25 °C, pellicula completa et sedimentum
formantur. In agarc “YM', post unum mensem ad 25 °C, culiura cremea, butyracea, margo fimbriata.
Arthroconidia, pseudomycelium et mycelium formantur negue appressoria. Glucozum non fermentatur.
Glucozum, galactosum, L-zorboszum (exigue), D-glucosaminum {exigue), D-ribogum, D-xylosum, L-
arabinocsum, sucrosum, matosum, frehalosum, cellobiozum, salicinum (lente), arbutinum, lactosum,
melezitosum (exigus), xylitolum (sxigus), inositclum, D-gluconatum, D-glucurenatum, butano-2, 3-diclum
(lente), ethanclum, propane-1, 2-diclum (lente), D-glucaratum (lente), glyesrolum, acidum succinicum et 2-
keto-D-gluconatum  azsimilantur. D-arabinozum {vel exigus), L-rhamnosum, raffinozum (vel exigue),
ribitalum (vel lentz), D-mannitclum (vel lente), melibiosum, inulinum, amylum sclukie, D-glucitclum,
galactitclum, gluconolactonum, DL-acidum  lacticum, citratum, methanclum, acidum quinicum et
erythritclum non assgimilantur. Asthylaminum  {variabile), L-lysinum, cadaverinum et D-iryptophanum
{exigus) assimilantur. Kali nitratum, sodil nitriturm, creatinum, creafininum, glucosaminum et imidazolum
non assimilantur. 42 °C crescit neque 45 “C. Ursum finditur. Diazenium caeruleum B positivum. Crescere

potest in medio 100 mg mi! cycloheximido addito. Materia amyloidea formatur.

Typus: Panama: Barro Colorado Island, isclata a ile Eurysternys sp. (Coleoptera: Scarabagidae). BG 02-
7-20-011B-1-2 (CBS 10422 — holotypus; MERL Y-43120 — isotypus) designat stirpem typicum.

The yeasts showed the typical morphological characteristics of the genus Trichosporon
after 4 d at 25 *C in ¥M broth: cells are ovoidal, ellipsoidal, elongated, 510 = 3—4 pm,
single or in pairs (Fig. 1A) with sediment formed. After one month at 25 *C a complete
pellicle and sediment are present. On YM agar after one month at 25 °C the streak
culture is cream-coloured, butyrous with a fimbriate margin. Dalmau plate culture on
com meal agar for 4 d at 25 “C shows development of pseudohyphae and/or septate
hyphae (Fig. 1B) and arthroconidia (Fig. 1C). Appresoria are absent. Sexual
reproduction was not observed. Physiological characteristics are summarized in Table
1.

Type: Panama: Barro Colorado Island, isolated from the gut of Ewrysternys sp.
(Coleoptera: Scarabaeidae). (CBS 1D422T—halotype, MRRL Y¥-48120 — isotype).
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Other specimens examined. Panama: Barro Colorado Island, isolated from the gut of
Paxilius leachi (Coleoptera: Passalidae), BG 02-6-9-2 (CBS10421; NRREL ¥-48121)—
Brazil: Rio Grande do Sul, isolated from artisanal cheese, CBS10423 (NRRL ‘Y-
48122).

Results and Discussion

The results of morphological and physiological tests indicated that the three isolates,
CB510421, CBS10422 and CBS10423, belong to the genus Trichosporon, but they
were clearly distinguished from all other species of the genus (Table 1, Fig. 1).
Phylogenetic trees based on the D1/D2 sequences (Fig. 2) and SSU rONA sequences
{(data not shown) placed this new species in the Ovoides clade of the genus
Trichosporon. The DNA sequences of the D1/D2 region were identical among the three
isolates, and they differed from the closely related species T. faecale, T. asteroides, T.
asahif and T. japonicum by more than two substitutions, which is generally considered
enough genetic difference to separate species (Fell et al. 2000). In addition, differences
in the biochemical results support the proposal of the new species, T. insectorum.
Phenotypically, the new species is clearly distinguished from all species of the Ovoides
clade by the inability to assimilate lactate andior by delayed growth at 42 °C (Table 1).

The Killer profile of strain CES10423 was assayed against a tofal of 100 isolates
of Cryptococcus neoformans/C. gatti, showing 96% inhibition of them. The four
isolates that were not inhibited by strain CBS10423 belonged to the species C. gatfii.
Strains belonging to clinically relevant Candida species were weakly inhibited, while
there was no inhibition of Yarrowia lipolytica isolates. Assessment of the killer profile of
strains CBS10421 and CBS10422 against 30 isolates of C. neoformans/C. gattii
showed the same results as those obtained with strain CBS10423 (data not shown).
The killer phenomenon has already been reported for other Trichosporon species
{Golubev 2008), and seems to be a common character in the genus. Several authors
have reported the inhibition of isolates of C. neoformans by killer yeasts (Boekhout &
Scorzetti 1997, Buzzini & Martini 2000, Cenci et al. 2004, Criseo ef al. 1999, Fuentefria
et al. 2006, Morace ef al. 1984), but few mentioned the inhibition of such a wide variety
of isolates as used in the present study.

Attempts to cure the killer character of strain CBS10423 by cultivation at the
maximum growth temperature resulted in loss of the killer character in approximately
10% of the colonies. The cured colonies did not present the smaller nucleic acid bands
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typical of the original strain when total nucleic acid content was analysed using 0.8%
agarose gel electrophoresis, and only presented the low-mobility band corresponding
to chromosomal DNA molecules. This loss of the smaller bands was also achieved
when the nucleic acid of the original CBS510423 strain was treated with RMase,
demonstrating that the bands corresponded to dsRMNA. Treatment with 51 nuclease
was innocuous. Therefore, the kKiller character in Trichosporon insectorum seems to be
associated with dsRNA molecules.

M13 PCR fingerprinting was performed with the objective of confirming the
genetic relatedness among the isolates obtained from beetle guts and cheese,
because strains that belong to the same species have similar M13 fingerprint profiles
{Sampaio et al. 2001). The fingerprint patterns of isolates CB510422, CBS10421, and
CBS10423 were nearly identical (Fig. 3). The results from the phylogenetic analysis,
DNA sequence comparisons, M13 fingerprint profile, and killer pattern support the
hypothesis that the three isclates are conspecific.

It is tempting to hypothesize that the presence of strain CBS10423 in cheese is
due to contamination of arthropod origin, especially because it was isolated from
artisanal cheese marketed at stands with poor hygienic conditions. In fact certain mites
are well known for their infestation of cheeses, even to the extent that they cause work
place allergies (Gorham 1979). However, a connection with beetles in the present case
awaits additional information on the ecology of T. insectorum. Other members of the
Ovoides clade, e.g. T. caseorum and T. /actis, also have been isolated from cheese
(Lopandic et al. 2004).
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Figure 1. Morphology of Trichosporon insectorum CBS 104227 (A) Various shapes of
vegetative cells and arthroconidia grown in YM broth for 4 d at 25 *C. (B) Hyphae on
com meal agar for 4 d at 25 “C. (C) Hyphae disarticulating into arthroconidia on corn
meal agar for 4 d at 25 *C. Bars = 10 pm
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Figure 2. Phylogenetic tree of Trichosporon insectorum sp. nov. and related taxa. The
tree was constructed using the NJ method from D1/D2 268 rDNA sequences. The
numerals represent the confidence level from 1K replicate BS sampling.

Figure 3. PCR-ingerprinting patterns obtained with primers M13 from Trichosporon
insectorum isolates. Lanes: 1, CBS 10423; 2, CBS 10422; 3, CBS 10421.

Table 1. Biochemical and physiological characterization of Trichosporon insectorum
Sp. NOV.

Fermentation of carbon compounds

D-Glucose

Assimilation of carbon compounds

D-Glucose + Ribitol

D-Galactose + Xylitol

L-Sorbose W D-Glucitol
D-Glucosamine W D-Mannitol
D-Ribose + Galactitol

D-Xylose + myo-Inositol
L-Arabinose + D-Glucono-1,5-lactone
D-Arabinose - W 2-Keto-D-gluconate
L-Rhamnose - D-Gluconate
Sucrose + D-Glucuronate
Maltose + DL-Lactate
Trehalose + Succinate
Cellobiose + Citrate

Salicin D Methanol

Arbutin + Ethanol

Melibiose - Propane 1,2 diol
Lactose + Butane 2, 3 diol
Raffinose - W Quinic acid
Melezitose W D-Glucarate

Inulin - Glycerol

Soluble starch - Erythritol



Assimilation of nitrogen compounds

Nitrate (potassium)
Nitrite (sodium)
Ethylamine
L-Lysine
Cadaverine
Creatine
Creatinine
D-Glucosamine
Imidazole
D-Tryptophan

Growth at
25°C
J0°C
a7 °c
40°C
42 °C
45°C

Vitamin requirement

w/o Pantothenate

w/io Biotin

wio Thiamin

wi/o Biotin & Thiamin

w/o Pyridoxine

w/o Pyridoxine & Thiamine
w/o Niacin

wio PABA

Other additional tests
0.01% Cycloheximide
1% Acetic acid

50% D-Glucose

60% D-Glucose

13
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O o+ o+ o+ o+ !
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10% Sodium chloride 3y

16% Sodium chloride - W
Starch formation +
Urea hydrolysis +
Diazonium blue B reaction +

(+) Growth within 21 d; (-) no growth after 21 d; (v) variable response; (D) growth after
21 d or more.
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CHSES0 Trchosporon vadense AYDR3426

CBE2040 Trichosporon porosum ABOIT544
CBSRERE Trichosporon dehoogi AFS447T1
CBSBRE5T Trichosporon duicium AFOTSSIT
CE58189 Tnchosporon gracie AF105393
CBE5790 Trichosporon faibachil AFOTSS14

GB CB52435 Trichosporon multisponem AF139354

-
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JOMI530 Crypfococcus fragicola ABT26585
CB53812 Bullera formosensis AYTETESS

Al

CES58548 Cryptotrichosporon anacandi A Y350001
CBE132 Filobasidieliz neoformans AFOT3484
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Typing and patterns of cellular morphological alterations
in Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii
isolates exposed to a panel of killer yeasts

ALEXANDRE M. FUENTEFRIA*, JOSIAME FAGAMNELLC*, FABIANC PAZZINIF, AUGUSTO SCHRANK*IE,

PATRICIA VALENTET & MARILENE VAINSTEIN®H§

*Frograma de Pds-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular, Universidade Federal do Rio Grande do 5ul, T Departamento
de Microbiologia, Universidade Federal do Rio Grande do 5ul IDepartamento de Biologia Molecular e Biotecnologia,
Universidade Federal do Rio Grande do 5ul, and §Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul RS,
Brazil

Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii are encapsulated basidiomyce-
tous yeasts that cause meningoencephalitis. The action of killer yeasts on the
growth of one hundred genotypically characterized C. neoformans var. neoformans,
C. neoformans var. grubii, and C. gariii clinical and environmental isolates was
evaluated. Killer studies were performed on veast malt-methylene blue (Y M-MB)
agar Petri dishes, and a dendrogram was obtained based on a quantitative data
matrix using the diameter of the inhibition halo. The cellular morphological
characteristics of dead cells within the halo were observed by means of optical and
scanning electron microscopy. There was no formation of pores on the cell surface
of the sensitive cells in contact with the toxins, at least for . neoformans. The
sensitivity patterns of clinical and environmental isolates to the killer toxins
demonstrated that there is correlation between killer sensitivity of Crypiococeus
species or varieties and some of the killer strains. In this case, the isolates were
discriminated using the killer sensitivity patterns, and this could be used as a
complementary tool to PCR-fingerprinting in epidemiological studies.

Keywords Killer veasts, typing, Crypiococcus neoformans, Crypiococcus gailii,
scanning electron microscopy

Introduction Lo species status, Crypiococcus gattii [3]. According 1o
molecular studies based on RFLP analysis and sequen-
cing data, C. neoformans serotype A was recognized as
a new variely, C. neoformans var. grubii [4], whereas
serolype D was restricled to C. neoformans  var.
neoformans [1].

Significant elforts have been invested in molecular

The Cryptococcus neoformans species complex com-
prises encapsulated basidiomycetous yeasts that are a
major cause of fungal meningoencephalitis, mainly n
immunocompromised individuals, eg., AIDS patients
[1]. C neoformans was formerly compromised ol two
varieties, i.e., C. neoformans var. neoformans (serolypes
A, D, and the AD hybrid) and C. neoformans var. gatiii
(serotypes B and C) [2]. The latter was recently raised

typing technigques to attan a level ol intraspecilic
discrimination between C. neoformans and C gattii
that would be significantly superior to serotyping.
Polymerase chain reaction (PCR) fingerprinting and
restriction fragment length polymorphism (RFLP) [5],
Received 77 Accepted ¥ amplified length polymorphism AFLP [6] and partial
Correspondence: Marilene Vainstein, Centro de Biotecnologia,  sequence analyses of the intergenic spacer region (IGS)
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, PO Box 15005, [?__8] have

91501-970, Porto Alegre, RS, Brarzil. Tel: +355 51 33086060; 3 o
Fax; + 55 51 33087309, E-mail: mhv@cbiot. ufrgs.br among species and varieties.

shown considerable genetic divergence
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In the last vears, biotyping procedures based on
phenotypic characteristics that could be used as
epidemiological markers for differentiating these
pathogenic species and varieties have also been devel-
oped [9-11]. The killer sensitivity profile was applied
by Boekhout and Scorzetti [9), who were able to
distinguish four patterns of sensitivity among 129
isolates of O neofrmans var, megformans and six
among 32 isolates of O gardi wing six basidiomyce-
tous killer yeasts.

In the present study we have verified the action of
20 killer weasts on the growth of 100 genotypically
characterized clinical (r=72) and environmental
(=28} isolates of C. npeoformans var. neaformans
(rn=12), C wneoformans var. grubii (n=75), and
C. gareii (m =13). In addition, we have evaluated the
application of the killer sensitivity profile as a typing
method and have analyzed the effect of the killer toxins
on the cellular morphology of the sensitive cells by
means of optical and scanning electron microscopy.

Materials and methods
Straing

The 1M isolates of C. peaformans and O garedf strains
studied are listed in Table 1. All Crypeococcus strains
were previously characterized into molecular types by
MI13 and (GACA); PCR-fingerprinting [12,13]. The
killer panel was composed by 20 strains selected from
previows screening of 44 non-Saccharomyees  killer
strains obtained from phylloplane of Hibiscus ross-
sinensis (KY HB), phylloplane of Bromeliads (KYBI),
raw milk (KYLY), raw goat milk (KYLC), cheese
(EYOQUY) and fruits (KYF), in Brazil. For molecular
identification of the killer veasts, the D1/D2 domains of
the 265 rDNA gene were sequenced using the primers
ML -3 GCATATCAATAAGCGOAGGA AAAGY

and NLe3GOTCOGTGTTTCAAGACGGS  [14]
DNA sequencing reactions were performed using the
DY Enamic ET dye terminator cyele sequencing (Mega-
BACE) kit and run on MegaBACE 1000 capillary
sequencers (Amersham Biosciences). Seguences were
assembled using phred/phrap/consed (http:/Swwwphra
porg) and analyzed with Nucleotide-nucleotide
BLAST (blastn) program [15], available in the site
hitp:/fwww.nchinlm nihgow/BLAST!.  The  killer
strains Kodamaea ohmeri KYHB33 and KYHBER
were previowsly identified by sequencing of DUID2
domains of the 265 rDNA gene [16]. Cultures were
maintained at 4°C on glucose-veast extract-malt ex-
tract-phosphate (GYMP; glucose 2%, yeast extract
0.5%, malt extract 2%, monobasic sodium phosphate

0.2%, agar 2%) agar slants covered with sterile mineral
oil, and deposited at the veast culture collection of the
Microbiology Depariment of the Federal University of
Rio Grande do Sul,

Killer assay

Owernight grown target cells from O peoformans and
. gartii isolates were suspended in distilled water to a
density of approximately 10° cellsmL and spread on
the assay Petri dishes containing veast-malt methylene
blueagar (YM-MB; veast extract 0.3%, malt extract
0.3%, peptone 0.5%, glucose 1%, agar 2% and meth-
ylene blue Sigma 0.003%, pH 5.5). Inoculum suspen-
sions (10% cells/ml) of 24 h grown cells of potential
killer veasts were prepared, imprinted onto the sensitive
yeast inoculum by the Steer’s replicator, and incubated
at 25°C for 3 -5 days. The killer activity was considered
positive if there was an evident zone of inhibition
arcund the inoculum of the killer strain, surrounded by
a crown of dark-blue stained cells. A narrow but clear
inhibition zone was interpreted as a weak killer action.

Diata matrix Hoing method

Using a metric ruler, the diameter of the zone of
inhibition was measured in millimeters for each sensi-
tive straim. As a result, a quantitative data matrix
(QDM) was obtained [17]. All numerical data represent
the average wvalue of three separate determinations
(P =0.01). Statistic evaluation of the data was obtained
by ANOVA. A cluster analysis was performed for
gstimating the killer typing efficacy wing a normalized
Euclidean distance matrix based on the QDM dara,
through the statistical free software R Packape, version
4.0 and Phylip, version 3.57. Neighbor joining cluster-
ing method was used to obtain the final dendrogram,
with a 10,000 times resampling with replacement using
a bootstrap procedure. A consensus tree was obtained
using the CONSENSUS application from PHYLIP
software

Observation of morphological alterations in Cryptococis
ciells axposed o the killer Towxin

For the observation of morphological alterations
O meaformans var. grubil (isolates 095, AZ29), C
megformans var. meoformans (C76, E14) and O garrii
(C40, C20) were used as sensitive strains, and Trichos-
poron faecale (KYQUIM, KYQURR and KY(QU43),
Trichosporon japonicum (KYOQU139) and Trichesporon
coremtiiforme (KYQUS3, KYLCSE3) as killer yeasts.
The test was performed at 30°C for 48 h in separate
experiments. The morphology of dead cells within the

L) 2007 EHAM, Medial Myooiog: 45, 1-10
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inhibition hale was observed by means of oplical and
scanning electron microscopy 15, 21 and 27 hours alter
incculation,

Optical and Scannimng olectron micmscapy (SEM) of colls
within the nfubition halo

Optical microscopic observations were performed al a
1000 = magnification, For the scanning eleciron micro-
scopy, small blocks of the YM-MB medium containing
dead cells from within the inhibition  halos were
allected Tor fxation [I8]. The samples were lined
overnight at 4°C with 2% (v gluaraldehyde, 2%
(wiv) paraformaldehyde in 0.1 M sodivm cacodylate
buller at pH 7.2, The specimens were rinsed in the same
buller, dehwdrated in a series of 30— [0S acetone
solutions, dried w the eritical point in ©0y (CPD 030
BALTEC), and coated with gold in a spulter-coater
(SCDO50 BALTEC). This material was examined in a
Jeol JSM 5B00 samnning electron microscope (SEM) at
the Electron Microscopy Center of the Universidade
Federal do Rio Grande do Sul (CME/UFRGS, Porlo
Alegre/RS). Control samples (small blocks of YM-MB
medivm containing a rug of inact cells from the
sensitive Cryptococons dsolates)  provided  suicient
information on the structural Features of undamaged
wells,

Results

The wdentification of killer veasis and dala concerning
the growth inhibition halos of the clinical and environ-
mental isolates of O meoformarns and O pariii are
shown in Table |, All strains were inhibited by al least
aght killer veasts, 653% were inhibited by more than 17
veasts, 82% by more than 135 weasts and 14% by all
killer yeasts. T faponioom KY QUL inhibited all the
Cryptococos solates, while T jaecale KYQUAS,
KEYQUEE and T. coremiiforme KY LCEY inhibiied all
but one. Sensitivity patterns w0 the Killer loxins
demonsirated that there 15 a correlabion betwesn
sensitivity o strains KYOQLIES, EYOLUIL 12,
EYOQUIN and KYLCES sensitivity and the wariety
or spedes of Cryptococons, C. neoformans var grubii,
wis found Lo be the most sensitive, with halos = | lmm
(letters D, E, F, G or H). In contrast, O gaitii was
much less sensitive, with some isolates woial resisiant
(letter A lsolates of O meoformans var, neoformeans
were [ound (o ke both resistant and intermediately
sensitive. Taking into account the number of isclates
for each Cryptococoes species or variety and the four
killer weasts capable of discriminating them (KY QU435
EYQUILZ, KYOQUIW and KYLCEZ), we caloulated

the percentage of strains in groups A, B and C. The
results were as follows, O gaii (40%), O neoformans
var, nenformans (62.53%) and C meoformans var, pruhii
(19%). Clearly, O nesformany var, grubii are more
sensitive than the others, I5 we ke inw account only
the number of isolates with A scores, the resulls are the
following, O gareii (96%0, O neoformans var, grubii
(2% and O meoformans var, neoformans with no A,
showing ils intermediate sensitivity (Table 1), There
wias no correlation between killer sensitivity and the
variely, molecular type and species for all the other
killer strains tested in this study. A hierarchical cluster
based on the quantitative data matnx (QDM) s shown
in Fig. |, which indicates that there was complete
discrimination of susceptibility among the Cryptococ-
cux isolates tested by means of killer sensitivity Lyping.

Scanning electron microscopy of the varieties of
C.oneoformans alter 24 h of action of the killer wxin
revealed globular cells between 4 and 5 pm in diameter
and a large amount of scattered small protusions (bud
sears), without formation of pores or cell wall disrup-
tion (Fig. 21 In O peoformans var, grubii strains, a
peculiar rippled surface and sharp stiructures, probahbly
buds ameng the G and S-phases, were observed all over
the surface of the cells The cells of O reaformans var,
negformans just presented an wndulating surlface, with-
oul the presence of the sharp siructures Observations
made with optical microscopy revealad that the cdls of
both varieties of . meoformans presented an alleration
in the growth pattern, when compared to controls cells,
Specilfically, we noted cells without buds (Gl-phase
cells), asignificant number of cells with small buds (the
diameter of the bud having less than /3 of parent cell
dinmeler =S-phase cells) and a smaller number of cells
with medium and large buds (the diameter of the buds
being more than ' and 23 of the parent czll
diameler = M-phase cells). A larger number of wlls in
the S-phase and M-phase were observed within the
inhibition halo of € gai, but this did not allow a
clear differentiation of the species Optical and SEM
microscopic chservations were similar after 21 and 27
hours of action of the killer toxins Cells within the
inhibition hale were streaked on YM-MB agar plates
and incubated at 25C for 24, 48, 72 amd 9 h., Mo
erowlh was found, sugeesting that the toxins may have
a [ungaidal mode of action. To conlirm these resulls,
cells were also inoculated intw ¥ M broth and incubated
under the same conditions, Mo growth was again noted
for these strains. Through India ink siaining we noted
the presence of the polvsaccharide capsule in O gatiii
after the dehydration procedure for SEM in dead cells
and cells which have not besn in contact with the killer
strains (resull not shown).

(B 2007 BHAM, Medeal Mycology 45, 1-10
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Fig. I Scannmg electron macrscopy (SEM) of Cryptococous seabomans var prubi (AZ19), Crypracoccus neaformans var seaformanys (E14)
and Cryprococcus garsd (O40) exposed to the folowing killer yeasis: T juponicen KYOQU1F, T faecale KYOQUSE and T coremifomme
EY LOHS. The comespondmg laller plate ssay and the SEM of the contrel abve Crypromecus cells are demomsirated 2i the rightmost of the

figure. Bar scales ame predenbed in each muage

Discussion

The high level of inhibition of Cryptococcus isolates by
killer vensis is very interesting, especially in light of the
fact that isolates had similar sensitivity  patlerns,
irrespective of their clinicalfenvironmental  origins,
species or variety, Five Killer strains were capable of
inhibiting at least 994 of the Crypiococens isolates, and
seem o be of promise as the source of new antifungal
agenls simed al controlling this microorganism, This is
crucial bemuse prolonged wse of antifungals in treating
cryplocooal meningilis possesses several disadvantages
due to the toxic effects of the agents and the develop-
ment of resistance [19,20].

There was no correlation among the isolates ob-
ained from different patients, hospitals, molecular
types, or areas in the state of Rio Grande do Sul,
Brazl (Fig. 1), Strains obtained from diferent hospi-
tals had similar molecular types, making their tracking
difficult. The method proposed in the present study
could complement the data obtained by molecular
fingerprinting, discriminating the molecular types into
phenotypic groups based on their sensitivity patierns Lo
Eiller toxins, This would be important in cases of
nosocomal infections or in epidemiologeal studies The
diversity of cell-wall receplors involved in the binding
of killer toxins could be the basis for the dilTerent

sensilivity patlerns demonstrated by strains belonging
Lo the same molecular tvpe, bul more experiments are
necessary o clanly this point,

The presence or absenoe of killer sensitivity allowead
Boekhout and Scoreetti [9] o distinguish ten diferent
killer tvpes within & negformans and C garti using six
killer basudhiomyeetous veasts, Their smaller discrim-
natory power, when compared to our data, is probably
due to the following three factors; low number of killer
veasts, no hierarchical duster analvsis of the binary
data and the use of qualitative rather than quantitative
data (hale dismeter). Lemmer ef af. [11] using Fourier
transform infrared (FT-TR) spedroscopy as an addi-
tiomal typing method to PCR Angerprinting oblained
results similar Lo ours with 110 isolates of O neafor-
mans. However, the QDM fn gerprint method based on
killer sensitivity patlemns is a cheaper methodology (it
does not require sophisticated equipments nor hoensad
soltwares) and is easy Lo perform, appropriate [or
laboratories with minimal resources [t could also be
applied in control laboratories for registration, paten -
ing, recognition and gquality checking o culture
collections

In this work we report an innovative technigue [or
the analvsis of susceplibility of the sensitive strains Lo
the injurious cellular effect of the toxins secreted by the

Fig. 1 Dendrogram of Cryplococcus seofmmany and Cryplococais ga il glrams oblaned by the laller sensitivity patterns analyeed through a
queaniitative dats matro (QIM)L L Stram mumbers. [ Molealar type fodlowing the melean]ar standsards provided by the Molescular Mycology

Laboratory m Sydney, Austraba [12].
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killer veasts This technique is based on the [act that the
wells of the sensitive strain are able w begin multi-
plication before the wxin is produced and can act.
Thus, the mhibibon halo s oot devoid of cells, but cells
present are damaged by the action of the oxin, This
indicates that death depends on the accumulation of
the toxin secreted from killer strain inte the media, and
this process lakes some lime Several mechanisms of
action have already been reported, e, disruption of
the cytoplasmatic membrane with formation of ion
channels and release of ATP, blockage of the DINA
synthesis, and call cvele arrest at the GUS phases [21].
Optical and  SEM microscopy of cells within  the
inhibition hale could provide the basis for clarifying
the mechanism of action of these toxins, The high
number of cells with small buds or without buds in
O meoformans isolates exposed o the tonins, allied o
the absence of visible pores or extrusion of the cytosol,
sugpest that these towins act by interrupting el ovele
development. The larger number of @:lls in the 5 and
M-phase within the inhibition halo of C gartii suggest
that call cyele arrest may happen in a dilferent phase in
this species, bul this has w be tested. The muonid
substance in O gaiii strains, possibly the more
abundant polysaccharide capsule in comparison o
O omeoformans, might have been responsible for the
non perceplion of morphologic alterations in their
cellular wall by SEM.

Vadase e af. [22], evaluating the efect of the K2
wxin on cells of 5 cerevisiae by SEM observed the
eitrusion of the cellular eviosol. However, the authors
used mixed populations of sensitive and killer veasis
and obsarved the resulls in the stationary growth phase,
when other [acors may be influencing cell death,
Enowing that the process of toxin secretion and
accumulaton in the media might be highly variable
between dilferent laboratories, the wse of purified
toxins should reduces those differences But the diver-
sity of call-wall receplors involving in the binding of
killer towmins is probably the basis for the different
sensitivity  patlerns demonstrated by Cryprococcus
slrains

In conclusion, the Cryptococcns strains analysed had
a pattern ohigh susceptibility Lo killer toxins, We were
able Lo select some killer weasts that produce Loxins
which show promised for the development of new
antifungal agents aimed at the treatment of cryploco-
cosis, There was a complete discrimination of the
sirains using a typing method based on killer sensitivity
patterns, This method cannot replace genotyping, bul
killer sensitivity typing and PCR-fngerprinting can
be wsed topether 1o enhance the discrimination of

isolates in epidemiological studies. Optical and SEM
(3 2007 BHARM, Madeal Mycology 45, 1-10

microscopy showed that there was no formation of
pores on the cell surface of the sensitive cells in contact
with the twoxins, This might sugeest that the killing
mechanism does not act through the release of cellular
components  through pores produced on the cell
surface, However, Lo clearly establish the action of the
tomin more siudies are necessary,
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Abstract

Discrimination of multi-resistant microorganisms in small clinical
microbiology laboratories is frequently based on the biologic profile
(biotype) of phenotypic markers, such as antimicrobial susceptibility
patterns (antibiograms) and serologic or enzymatic typing, but few use
indicative microorganisms. The purpose of this study was to evaluate the
power of a panel of selected killer yeasts for differentiating and
discriminating clinical isolates of Staphylococcus epidermidis from two
care hospitals and clinical microbiology laboratories from the South of
Brazil. The short panel of eleven killer yeasts was capable of
discriminating 100% of the sensitive strains of S. epidermidis using
quantitative data matrix (QDM) and differentiating them from strains of
coagulase-positive Staphylococcus. Therefore, this phenotypic
methodology proved to be valid as a discriminatory tool when applied to
these clinical bacteria strains, besides being simple and feasible for

routine use even in microbiological laboratories with minimal resources.
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Introduction

The first use of the yeast killer system for inter- and intraspecific
discrimination of microorganisms was reported for Candida albicans
isolates, proving to be an epidemiological tool of great value in identifying
presumptive cases of nosocomial fungal infections [1]. Later, the killer
system was applied to the differentiation of other opportunistic yeasts and
molds, such as Candida glabrata, C. kefyr, C. parapsilosis, C. tropicalis,
Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae, Pseudallescheria
boydii, Penicillium camemberti, and Aspergillus niger [2, 3, 4, 5, 6, 7].
Following initial descriptions that the killer phenomenon could act against
eukaryotic microorganisms other than fungi and some prokaryotic
microorganisms, the method was applied to the differentiation of
etiological agents of nocardiosis and gram-positive pathogenic bacteria, as

well as slow-growing bacteria, such as mycobacteria [ 8, 9, 10].

Many phenotypic methods, such as resistotyping, auxonotyping,
enzymotyping, bacteriocin susceptibility, phage typing and ribotyping have
been used for biotyping multi-resistant bacteria, but small clinical
laboratories usually apply antimicrobial susceptibility patterns (quantitative
antibiograms) and serologic typing (serotype) [11, 12, 13, 14]. The killer
system may represent a simple, inexpensive, sensible and reproducible
tool for discrimination of multi-resistant bacterial strains in microbiological

laboratories with minimal resources.
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In the present study, the susceptibility to the killer toxin of different
strains of Staphylococcus epidermidis , an important cause of hospital-
acquired infections, was investigated at two care hospitals and clinical
microbiological laboratories (AMB) located in the South of Brazil.
Mathematical models were applied to differentiate the strains of multi-
resistant Staphylococcus and to discriminate sensitive strains of S.
epidermidis by means of the effects of a selected panel of killer yeasts.
Different data matrices were applied in accordance to specific indices for

the measurement of the discriminatory power.

Materials and methods

Strains. A killer panel composed of 11 strains (Table 1) was selected from
a previous screening of about six hundred yeasts and yeast-like strains
obtained from raw milk (KYLV), raw goat milk (KYLC), cheese (KYQU),
phylloplane of Hibiscus rosa-sinensis (KYHB), phylloplane of bromeliads
(KYBI) and fruits (KYF) in Brazil. For molecular identification of the killer
yeasts, the D1/D2 domains of the 26S rDNA gene were sequenced using
the primers NL{-5’GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG3’ and NLy4-
5GGTCCGTGTTTCAAGACGGS3’ [15]. DNA sequencing reactions were
performed using the DYEnamic ET dye terminator cycle sequencing
(MegaBACE) kit and run on MegaBACE 1000 capillary sequencers

(Amersham Biosciences). Sequences were assembled using
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phred/phrap/consed (http://www.phrap.org) and analyzed with Nucleotide-

nucleotide BLAST (blastn) program [16], available in the site

http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/. The killer yeast Kodamaea ohmeri

KYHBSS5 was previously identified by sequencing of D1/D2 domains of the
26S rDNA gene [17]. Cultures were maintained at 4°C in GYMP (Glucose
2%, Yeast Extract 0.5%, Malt Extract 2%, Monobasic Sodium Phosphate
0.2%, Agar 2%) slants covered with sterile mineral oil, and deposited at
the yeast culture collection of the Microbiology Department of the Federal

University of Rio Grande do Sul.

The sensitive panel was composed by seventy multi-resistant gram-
positive isolates obtained from two hospitals (H1 and H2) and clinical
microbiological laboratories (AMB) in Porto Alegre city, South of Brazil. Of
these, 35 were multi-resistant S. epidermidis (SCN, SCNunc), and the
remaining multi-resistant S. aureus (SAU, SAUunc) isolates (Table 1,
Fig.2). Cultures were maintained at —20°C in double-strength skim milk
(Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Isolates were identified as S.
aureus if they were Gram positive cocci, catalase and coagulase positive,
and identified as S. epidermidis if they were Gram positive cocci, catalase
and phosphatase positive, coagulase and oxidase negative, susceptible to
furazolidone and novobiocin, and producing acid from maltose and

sucrose but not from trehalose.
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Killer assay. Assessment of killer activity was performed in Mueller-Hinton
Agar (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA). Overnight grown target cells
from gram-positive isolates were suspended in distilled water to a density
of equivalent to the 0.5 MacFarland standard, and spread on the assay
Petri dishes. Inoculum of potential killer yeasts was prepared as
suspensions (10° cells/mL) of 24h cells, imprinted onto the solidified
Asurface by the Steer’s replicator, and incubated at 37°C for 48h. The
killer activity was considered positive if there was an evident zone of
inhibition of the gram-positive isolate around the inoculum of the killer
yeast, and as negative if a clear inhibition zone was absent. There were

no discrepant results in three repeated experiments.

Statistical assessment of growth inhibition zone. Using a metric ruler,
the inhibition zone was measured in millimeters for each sensitive strain.
The data represent the average value of three separate determinations (p
< 0.01). Statistic assessment of data was obtained by ANOVA. The
occurrence (1) or absence (0) of the killer character in each one of the
tested strains was plotted in a first matrix of data, denominated binary data
matrix (BDM). The BDM was then converted in a triplet data matrix (TDM)
by combination of binary data in triplets. Finally, the quantitative data
matrix (QDM) was obtained by replacing halo values for capital letters,

according to the size of the inhibition haloes reported in Table 1 (i.e. A: O -
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4mm; B: 5 - 8mm; C: 9 -12mm; D: >12mm) [7]. The discriminatory power
of each data matrix was calculated by using specific indices for the
measurement of diversity: Simpson’s index (1) and Hunter and Gaston’s

index (D) [18].

For demonstrating the efficacy of Quantitative data matrix (QDM), a
cluster analysis was performed using normalized Euclidean distance
matrix, through the statistical free software’s R Package, version 4.0 and
Phylip, version 3.57. Neighbor joining clustering method was used to
obtain the final dendrogram, with a 10,000 times resampling with
replacement using a bootstrap procedure. A consensus tree was obtained

using the CONSENSUS application from PHYLIP software.

Antibiogram Determination

Antibiograms were determined by disk diffusion on Muller-Hinton agar
(Difco Laboratories, Detroit, Ml, USA). Suspensions of fresh cultures of
bacteria in saline were adjusted to 0.5 McFarland and further applied to
agar plates, according to the Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI). Inhibition by a panel of antibiotics comprising penicillin,
tetracycline, riphampicin, sulfamethoxazole, and chloramphenicol was
evaluated. Antibiotic disks were obtained from Oxoid. The inhibition zones

were used for cluster analysis.

Results and Discussion
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The identification of killer yeasts can be seen in Table 1. While S.
aureus isolates were not inhibited (data not shown), all S. epidermidis
clinical strains were sensitive to at least one of the killer yeasts included in
the panel (Table 1). As S. aureus and S. epidermidis are not sister taxa in
phylogenetic trees based on 16S rDNA, HSP60 (gene and protein), rpo B
and sod A sequences [19, 20, 21, 22], and as S. epidermidis strains seem
to be less diverse than other coagulase-negative staphylococci [23, 24,
25], we believe that the isolation of a S. epidermidis strain resistant to all
killer yeasts is highly improbable. The short and selective panel of eleven
killer yeasts allowed the discrimination of 90%, 97% and 100% of the
sensitive strains using binary data matrix (BDM), triplet data matrix (TDM)
and quantitative data matrix (QDM) analysis methods, respectively. The
correlation between the number of killer yeasts (KY) and the number of
discriminated strains (DS) of S. epidermidis, demonstrated that the
quantitative data matrix (QDM) has a higher discriminatory power
compared to the other methods of data matrices (Fig.1a). The
discriminatory power (D) was calculated in accordance to two indices for
the measurement of diversity. Figure 1b and 1c report the variation of the
indices of Simpson (1) and Hunter and Gaston (D) in relation to number of
killer yeasts (KY) for the three analysis methods. QDM showed higher
values of 4 and D than that exhibited by BDM or TDM with a larger number
of Killer yeasts, although the effectiveness of TDM is only a little smaller

(Fig. 1b, c). This result points at QDM as the probable best tool for
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analyzing the typing data of these multi-resistant bacteria obtained by
sensitivity to the killer system, as had already been verified for yeasts [7].
The results presented in this study show that through an appropriate
selection of killer yeasts it is possible to obtain a panel with a low number

of Killer descriptors that supplies a high discriminatory power.

The dendrogram obtained by quantitative data matrix after random
variation of the results (bootstrap) is shown in Figure 2. The S. epidermidis
and S. aureus strains were aggregated into two large groups, the first
group including most of the strains of S. epidermidis and a second one
comprising all the strains of S. aureus plus S. epidermidis SCN9, SCN136,
SCN167, SCN179, SCNunc9 and SCNunc13. Cluster analysis expressed
clearly that there was no correlation between the origins of the clinical
isolates (AMB, H1 and H2) or their antibiotic resistance profiles and the
killer sensitivity. Based on the discriminatory effect obtained with the killer
yeast typing methodology, it is suggested that the S. epidermidis strains
analyzed do not possess epidemiological links among each other,

although this hypothesis still needs to be tested.
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Nevertheless, we should also stand out that the killer sensitive S.
epidermidis strains are resistant for several antibiotics, suggesting the
possibility of a new approach to the treatment of infections caused by
these multi-resistant bacteria through the use of the purified killer toxins or
synthetic antiidiotypic antibodies [26]. This is emphasized by the fact that,
with few exceptions, the Killer yeasts studied to date lose their activity at or
near human body temperature (37°C) [27], but the yeasts that compose
the present panel were chosen for their capacity of growing, and

expressing the toxin at this temperature.

The application of killer yeasts with potential as epidemiological
biomarkers is an important alternative (or a complementary technique) to
the molecular methods of typing. In this paper we selected a panel of
eleven Killer yeasts, identified by molecular methods, capable of being
used as phenotypic markers for discrimination of S. epidermidis clinical
strains. This characteristic, associated to the methodological easiness and
low cost of the method, may allow a routine use in microbiological

laboratories with minimal resources.
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1 Table 1. Quantitative Data Matrix (QDM) referent to differential growth inhibition haloes of multi-resistant

2  Staphylococcus epidermidis (SCN/SCNunc) clinical isolates.

Collection number of the 11 killer yeasts
KYQU72, KYQU45, KYQUS88, KYQU100 = Trichosporon faecale; KYLC60, KYLC83, KYQU83 = Trichosporon coremiiforme,

KYLV102, KYLV127 = Candida catenulata, KYHB55 = Kodamaea ohmeri, KYQU89 = Trichosporon sp. nv.

Source Se:SI_tIVIty KYQU72 KYLC60 KYQU45 KYLC83 KYLV102 KYQU127 KYQU89 KYQU88 KYQU83 KYHB55 KYQU100
strains
H1®  SCN156 D¢ D D D C D B D D A B
H1 SCN167 - - B - - B - - A - -
H1 SCN136 - - - A - B - - - - -
H1 SCN165 D - - B B - C A - - A
H1 SCN120 - - B B - D B B - B B
H1 SCN179 - - - D - - - - B - -
H1 SCN147 D B ] D B A D D D B D
H1 SCN128 - - - B - A B B - - B

HA1 SCN166 A - D - - B B B B B A
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a- Hospitals H1 and H2, located at Porto Alegre, RS, Brazil.
b- Clinical microbiology laboratory
c- A:0-4mm; B:5-8mm; C: 9 -12mm; D: >12mm

(-) negative
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Figure 1. a) Correlation between the number of discriminated strains (DS) of Staphylococcus
epidermidis and the number of killer yeasts used in binary data matrix (BDM e), triplet data
Matrix (TDM A ) and quantitative data Matrix (QDM m). Variation of the indices of Simpson ()
(b) and Hunter and Gaston (D) (c) in relation to the number of killer yeasts (KY) in BDM, TDM
and QDM methods.
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Source Pen t __Riph _Sul _ Clor
SCNunct AMB

S S S S S
_|—I SCNunc11  AMB s s s s s
SCN10 H2 R R S I S
SCN128 H1 R R S S S
SCN1 H2 R S S I S
SCN173 H1 R ] 5 | S
SCNB8 H2 R S R R R
SCMunc5 AMB R s 5 R S
SCN180 H1 R S S S R
SCNunc? AMB S S S S R
1 SCN168 H1 S S S S S
SCNunc2 AMB S S 5 5 s
SCNunci12 AMB R S 5 S S
SCN165 H1 R S S S S
SCNunc10  AMB S S S S S
SCN3 H2 S S S S R
SCNunc4 AMB R ] s S S
—1 SCN6 H2 R S S R R
SCN5 H2 R S S R S
SCN181 H1 S S S S S
SCNunc3 AMB S S S S R
SCN7 H2 R S s S |
SCN172 H1 S S S S S
SCN120 H1 R R 5 s R
SCN166 H1 R 5 5 | R
SCNuncg AMB R ] 5 5 S
SCNunc1 AMB R ] 5 R S
SCN156 H1 R R S S S
SCN147 H1 ] S 5 ] S
SCNunc13 AMB R S S S S
_l_' SCN9 H2 R S R R I
SCNunc9 AMB R S S S S
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SAU1 H1 R ] 5 ] R
SAU151 H2 R S 3 S R
SAU152 H2 R 5 S S S
SAU153 H1 R S S S S
SAU154 H2 R S S S S
SAU155 H2 R ] R R S
SAU156 H2 R S S S S
SAU158 H1 R S S S S
SAU1ST H1 R S S S S
SAU159 H1 R S S | R
SAU160 H1 R ] 5 ] R
SAU162 H1 R ] 5 S R
SAU163 H1 R S S R S
SAU164 H1 R R S R S
SAU1ET H1 R S S S S
SAU183 H1 R S 5 S R
_— sSAUZ2 H1 R S 5 S S
SAU3 H1 R S S S S
SAU4 H1 R S S S S
SAUS H1 R 5 5 R R
SAUS51 H1 R -] 5 ] S
SAUB1 H1 R ] =3 S S
SAU179 H1 R ] 5 ] S
SAU91 H2 R S S S S
SAUunct AMB R S S S S
SAUunc10 AMB R ] 5 S S
SAUunc2 AMB R S 5 S s
SAUunc3 AMB R S S S S
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SAUuncé AMB R S S S S
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SCN167 H2 R R s R R
25 20 1.5 1.0 0.5 0.0

Figure 2. Dendrogram correlating killer sensitivity, isolation source and clinical characteristics
of S.epidermidis and S. aureus analyzed by quantitative data matrix (QDM). Pen,
susceptibility to penicillin; Tet, susceptibility to tetracycline; Riph, susceptibility to riphampicin;
Sul, susceptibility to sulfamethoxazole; Clor, susceptibility to chloramphenicol; R, resistant; S,
sensible; I; intermediary. H1, H2, hospitals (H1 and H2); AMB, clinical microbiological
laboratories.
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3. CONCLUSOES FINAIS

O conhecimento obtido neste trabalho pode contribuir para um melhor
entendimento do potencial biotecnoldgico da aplicagdo das leveduras killer como
uma ferramenta de biotipagem de microrganismos de interesse clinico, nao restrito
apenas a leveduras, mas também a procariotos. A selecdo de leveduras com um
amplo e evidente perfil killer (com agdo antagonista visivel em placa) vem sendo
estudada desde o fim da década de 60. Entretanto, linhagens com essas
caracteristicas e alvo de agdo em microrganismos de interesse médico ndo séo
simples de serem encontradas, o que demanda uma necessidade de testes de
triagem em diversos substratos onde as condigdes ecologicas de crescimento das
leveduras sejam favoraveis e, portanto, competitivas (GANTER & STARMER, 1992;
GOLUBEV, 1006). Neste estudo nds isolamos e caracterizamos o perfil genético de
32 leveduras killer com um amplo espectro de agao antagonista contra linhagens de
interesse clinico, além de termos descrito uma nova espécie de levedura
basidiomiceto com um amplo e interessante espectro de atuacao killer.

O mecanismo de acéo das leveduras killer, embora esteja bem estudado, néo
esta completamente elucidado. A agao das toxinas sobre a parede ou o ciclo celular
é restrita a poucas espécies de cepas sensiveis. Neste estudo, foi avaliada a agao de
leveduras killer, em ensaios célula contra célula, sobre as espécies C. neoformans e
C. gattii, além de S. epidermiditis.

Com base nos resultados obtidos nesses estudos, concluimos que:
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Foram isoladas 48 linhagens com perfil killer, sendo 32 selecionadas para a
confirmacao da identificacdo fenotipica pelo método de sequenciamento, e
para a caracterizacdo da molécula codificante da caracteristica Kkiller,
cromossoma ou material extracromossomal.

O padrao de sensibilidade as diferentes toxinas Kkiller foi discriminatério e
eficiente para a biotipagem de leveduras de interesse clinico, principalmente
em nivel intra-especifico, permitindo diferenciar cepas da mesma espécie,
anteriormente nao identificados pelas ferramentas de tipagem molecular.

Foi desenvolvida uma metodologia de biotipagem de C. neoformans, C. gattii
e S. epidermiditis através do uso de painéis contendo leveduras Killer,
aplicavel para o monitoramento biolégico em ambientes com riscos de

disseminacao de infecgcbes cruzadas.
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4. PERSPECTIVAS

4.1 Purificagao da toxina killer secretada pela cepa Trichosporum insectorum KYQU89.

4.2 Comparagao do espectro de agao da toxina purificada com antifungicos de referéncia

para o tratamento da criptococose.

4.3 Comparagao do espectro de acéo da toxina purificada com antibacterianos de referéncia

para o tratamento de doengas relacionadas ao Staphylococcus epidermidis.

4.4 Purificagdo das toxinas secretadas pelas leveduras que compuseram os painéis de
biotipagem, com o objetivo de compor um kit comercial de uso rapido, sem a necessidade do

cultivo da cepa produtora da toxina.

4.5 Andlise molecular das glicoproteinas com o objetivo de produgédo de um analogo sintético

para uso comercial em grande escala.

4.6 A analise de cura do fendtipo killer em todos os 14 restantes isolados com aparente
dsRNA codificantes para a agdo antagonista e a confirmagao por microscopia eletronica de
transmissdo da presenca de capsulas virais no citoplasma dessas leveduras tornam-se
importantes perspectivas desse estudo, visto que nas espécies de Trichosporon isoladas
neste estudo (T. faecale, T. coremiiforme, T. insectorum e T. japonicum) ndo ha descricao

nem caracterizagdo desse genétipo ainda.
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6. ANEXOS

ANEXO 1

LISTAGEM DOS MEIOS DE CULTURA

135

Agar YEPG 2% de glicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato de
levedura; 2% de Agar

Caldo YEPG 2% de glicose; 1% de peptona; 0,5% de extrato de
levedura

Agar GYMP 2% de glicose; 2% de extrato de malte; 0,5% de extrato
de levedura; 0,2% de fosfato de sédio monobasico; 2%
de Agar

Meio YM-MB 0,3% de extrato de levedura; 0,3% de extrato de malte;

0,5% de peptona; 1% de glicose; 2% de Agar; 0,003%

de azul de metileno; pH 5.0
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ANEXO 2
Regiao intergénica Regiao génica
— +— —_
PROMOTOR DO PROMOTOR
ESPACADOR GENICO
18 S 58S 26 S
5 3
ETS ITS1 ITS2
ORIGEM DE TERMINADOR TERMINADOR

REPLICACAO?

Figura 2: rDNA em eucariontes segundo Reeder (1989).



137

CURRICULUM VITA RESUMIDO
FUENTEFRIA, A. M.

1. DADOS PESSOAIS

Nome: Alexandre Meneghello Fuentefria

Filiagdo: Renato Riccardi Fuentefria e Branca Meneghello Fuentefria
Nascimento: 29/09/1977 - Cachoeira do Sul/RS - Brasil

RG: 6054718298 SSP - RS CPF: 80430899068

Endereco residencial
Rua Orestes Farina 73/204; Concoérdia, SC CEP: 89700-000
Telefone: 49 34449881 / 49 99649086 / 51 81818716

Endereco profissional

Fundacéao Universidade do Contestado - Campus de Concoérdia,
Rua Victor Sopelsa, 3000 Bairro Salete - Concérdia, SC - Brasil
CEP: 89700-000 Telefone: 49 34411000

Endereco eletrénico

amf77@terra.com.br

2. FORMACAO:

2005 - 2007 Doutorado em Biologia Celular e Molecular - PPGBCM/UFRGS
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil
Titulo: Caracterizagao molecular e morfologica de leveduras killer e sua
aplicagdo em processos biotecnologicos

Orientador: Marilene Vainstein

2003 - 2004 Mestrado em Microbiologia Agricola e do Ambiente.



138

Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
Brasil

Titulo: Identificagcao e avaliagdo do potencial biotecnoldgico de
leveduras e fungos semelhantes a leveduras isolados do filoplano de
Hibiscus rosa-sinensis, Ano de obtengao: 2004

Orientador: Patricia valente da Silva

Bolsista do(a): Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico

1997 - 2002 Graduacdo em Farméacia.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,

Brasil

3. EXPERIENCIA PROFISSIONAL OU DIDATICA ANTERIOR
Fundacao Universidade do Contestado - UNC
Vinculo institucional

2005 - Atual
Enquadramento funcional 1: Vice-coordenador do curso de Farmacia

Enquadramento funcional 2: Professor universitario
Professor titular de Microbiologia clinica
Professor titular de Genética Molecular
Professor titular de Patologia
Professor titular de Toxicologia clinica
Professor titular de Enzimologia e tecnologia de fermentacgdes
Professor titular de Metodologia de pesquisa

Universidade Comunitéria Regional de Chapec6 - UNOCHAPECO
Vinculo institucional
2006 - Atual
Enquadramento funcional: Professor Universitario

Professor titular de Microbiologia clinica
Professor titular de Micologia clinica



139

Professor titular de Toxicologia clinica
Professor titular de Infectologia

Laboratério ANALIC CHAPECO de Andlises Clinicas Ltda.
Vinculo institucional:

2006 - Atual Enquadramento funcional: Diretor técnico

ALM Laboratério de Anédlises Clinicas Ltda. Franquia Grupo Weinmann
Vinculo institucional:

2004 - 2006 Enquadramento funcional: Diretor técnico

4. ARTIGOS COMPLETOS PUBLICADOS

1. FUENTEFRIA, A. M., Suh, S., LANDELL, Melissa, FAGANELLO, J., SCHRANK,
Augusto, Blackwell, M., VAINSTEIN, Marilene H, VALENTE, Patricia. Trichosporon
insectorum sp. nov., a new anamorphic basidiomycetous killer yeast.. Mycological

Research. no prelo, 2007.

2. FUENTEFRIA, A. M., FAGANELLO, J., SCHRANK, Augusto, VALENTE, Patricia,
VAINSTEIN, Marilene H. Typing and patterns of cellular morphological alterations in
Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii isolates exposed to a panel of

killer yeasts.. Medical Mycology. no prelo, 2007.

3. FUENTEFRIA, A. M., PEREZ, Leandro Reus Rodrigues, AZEVEDO, Pedro,
SCHRANK, Augusto, VAINSTEIN, Marilene Henning, VALENTE, Patricia. Typing of
Staphylococcus epidermidis clinical strains by a selected panel of Brazilian killer

yeasts. Journal of Basic Microbiology. aceito, 2007.

4. FUENTEFRIA, A. M., FRANSKOVIAKI, Inélia, MERCADO, Luisa W, RAMOS,



140

Jesus P, VAINSTEIN, Marilene H, VALENTE, Patricia. Inhibition of clinical and
environmental Cryptococcus neoformans strains by two Brazilian killer yeasts.
Journal of Basic Microbiology. , v.46, p.87 - 93, 2006.

5. LETTIERI, Mario, Flores, R., FUENTEFRIA, A. M. Prevaléncia de Enteroparasitas
em Criancas de uma Creche na Cidade de Concoérdia, Brasil. Newslab. , v.78, p.110 -
116, 2006.

6. MORAES, Cristiane da Rosa, FUENTEFRIA, A. M., ZAFFARI, Cristina, CONTE,
Marcia, ROCHA, José Pedro Vianna, SPANAMBERG, Andréia, VALENTE, Patricia,
CORCAO, Gertrudes, COSTA, Marisa da Qualidade microbioldgica de leite cru
produzido em cinco municipios do Estado do Rio Grande do Sul, Brasil.. Acta
Scientiae Veterinariae. , v.33, p.259 - 264, 2005.

7. FUENTEFRIA, A. M., VALENTE, Patricia Screening of enzyme-producing yeast
and yeast-like fungi from the phylloplane of Hibiscus rosa-sinensis in Brazil. Tecno
Logica. , v.9, p.9 - 25, 2005.

8. SPANAMBERG, Andréia, HARTFELDER, Claudia, FUENTEFRIA, A. M,
VALENTE, Patricia. Diversity and enzyme production by yeasts isolated from raw
milk in South Brazil. Acta scientiae Veterinariae , v.32, p.195 - 199, 2004.

9. FUENTEFRIA, A. M., OPPE, Tércio. Controle de qualidade de capsulas de calcio
(500mg) e de calcio de ostras (500mg) produzidas em farmacias magistrais. Caderno
de Farmacia. v.18. p.128, 2002.

5. RESUMOS E TRABALHOS APRESENTADOS EM CONGRESSOS

1. FUENTEFRIA, A. M., TEIXEIRA, M. L., FAGANELLO, J.

Estudo dos fatores prevalentes nas prescri¢des de marcadores tumorais na regido do



141

vale do Paranhana, Rio Grande do Sul, Brasil In: Congresso Brasileiro de Analises

Clinicas, 2006, Curitiba. 33 Congresso Brasileiro de Analises Clinicas. , 2006.

2. BUSSAMARA, Roberta, FUENTEFRIA, A. M., SILVA, E., Valente, P., VAINSTEIN,
Marilene Henning. Produgdo e imobilizacdo da lipase de Pseudozyma hubeiensis
para utilizacdo em aplicagdes biotecnologicas In: ENZITEC, 2006, Caxias do Sul /
RS.

VIl Seminario Brasileiro de Tecnologia Enzimatica. , 2006.

3. FUENTEFRIA, A. M., VALENTE, Patricia, SCHRANK, Augusto, VAINSTEIN,
Marilene

Caracterizagdo molecular e morfologica de leveduras killer e sua aplicagdo em
processos biotecnologicos In: VII Reunido Anual do PPGBCM do Centro de
Biotecnologia da UFRGS, 2006, Porto Alegre.

4. FUENTEFRIA, A. M., SEBOLT, Marcelo, SPANAMBERG, Andréia,
HARTFELDER, Claudia, LANDELL, Melissa, SCHRANK, Augusto, VAINSTEIN,
Marilene, VALENTE, Patricia

Frequéncia e caracterizagao genética do fenémeno killer em leveduras associadas a

produtos lacteos In: XXIII Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2005, Santos.

5. FRANCO, Marcia, FUENTEFRIA, A. M., LANDELL, Melissa, VALENTE, Patricia
Inibicdo de leveduras patogénicas humanas por leveduras Kkiller isoladas de
diferentes substratos In: XVII Saldo de Iniciacado Cientifica da UFRGS, 2006, POA.

6. CRESTANI, Juliana, FUENTEFRIA, A. M., VAINSTEIN, Marilene Henning.
Isolamento e caracterizagao de Cryptococcus neoformans e outras leveduras de uma
madeireira , baseado em um relato de caso de criptococose. In: VII Reunido Anual do
PPGBCM do Centro de Biotecnologia da UFRGS, 2006, Porto Alegre.



142

7. FUENTEFRIA, A. M., PEREZ, Leandro Reus Rodrigues, AZEVEDO, Pedro,
SCHRANK, Augusto, VAINSTEIN, Marilene, VALENTE, Patricia. Poder
discriminatério de um método fenotipico de tipagem de isolados clinicos de
Staphylococcus coagulase-negativo multi-resistentes utilizando um painel de

leveduras killer. In: XXIII Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2005, Santos.

8. LANDELL, Melissa, MAUTONE, Juliana, FUENTEFRIA, A. M., VALENTE, Patricia
Caracterizacao fenotipica de leveduras isoladas de Bromélias na praia da Pedreira,

Parque Itapua/RS In: VI Congresso Brasileiro de Micologia, 2004, Ouro Preto.

9. SPANAMBERG, Andréia, FUENTEFRIA, A. M., FRANSKOVIAKI, Inélia,
MERCADO, Luisa, VALENTE, Patricia. Contagem e avaliagdo do potencial
biotecnologico de leveduras isoladas do leite bovino in natura no Rio Grande do Sul

In: XVI Congresso Estadual de Medicina Veterinaria, 2004, Passo Fundo/RS.

10. CORBELLINI, Valeriano, FUENTEFRIA, A. M., VALENTE, Patricia,
SCROFERNEKER, Maria Lucia. Deteccédo da atividade nitrorredutase de leveduras
sobre 6-Nitrocumarina por cromatografia em camada delgada In: VI Congresso

Brasileiro de Micologia, 2004, Ouro Preto.

11. SPANENBERG, Andréia, HARTFELDER, Claudia, FUENTEFRIA, A. M.,
VALENTE, Patricia
Diversidade de leveduras isoladas do leite in natura no sul do Brasil In: VI

Congresso Brasileiro de Micologia, 2004, Ouro Preto.

12. SPANENBERG, Andréia, HARTFELDER, Claudia, FUENTEFRIA, A. M.,
VALENTE, Patricia. Identificagdo e avaliagdo do potencial biotecnolégico de
leveduras isoladas do leite in natura In: XVI Salédo de Iniciacdo Cientifica, 2004, Porto

Alegre.



143

13. FUENTEFRIA, A. M., FRANSKOVIAKI, Inélia, MERCADO, Luisa, RAMOS, Jesus
P, VALENTE, Patricia. Identificagao fenotipica e molecular de cepas leveduriformes
com capacidade antagonista contra fungos patogénicos humanos In: XIV Reunido de

Genética de Microrganismos, 2004, Gramado/RS.

14. FRANSKOVIAKI, Inélia, FUENTEFRIA, A. M., MERCADO, Luisa, VALENTE,
Patricia. Inibicdo de fungos patogénicos humanos e fitopatogénicos por leveduras
isoladas de folhas do Hibiscus rosa-sinensis In: XVI Saldo de Iniciagdo Cientifica,
2004, Porto Alegre.

15. FUENTEFRIA, A. M., VALENTE, Patricia. Plant cell-wall hydrolyzing potential of
yeast and yeast-like fungi isolated from phylloplane of Hibiscus rosa-sinensis in Brazil

In: 11th International Congress on yeasts, 2004, Rio de Janeiro.

16. GERMANO, Fernando, FUENTEFRIA, A. M., FRANSKOVIAKI, Inélia,
MERCADO, Luisa, VALENTE, Patricia. Atividade antagonista contra fungos
patogénicos humanos de cepas leveduriformes isoladas do filoplano de Hibiscus sp
In: XXIlII Semana Cientifica do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, 2003, Porto
Alegre/RS.

17. FUENTEFRIA, A. M., FRANSKOVIAKI, Inélia, MERCADO, Luisa, GERMANO,
Fernando, SILVA, Paulo Roberto Bernardes da, VALENTE, Patricia. Atividade
antagonista contra fungos patogénicos humanos de cepas leveduriformes isoladas
do filoplano de Hibiscus sp In: XXII Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2003,

Florianépolis.

18. FUENTEFRIA, A. M., GERMANO, Fernando, FRANSKOVIAKI, Inélia,
MERCADO, Luisa, SILVA, Paulo Roberto Bernardes da, VALENTE, Patricia.
Deteccao de enzimas extracelulares de cepas leveduriformes isoladas do filoplano

de Hibiscus sp In: XXII Congresso Brasileiro de Microbiologia, 2003,



144

Florianépolis/SC.

19. FRANSKOVIAKI, Inélia, FUENTEFRIA, A. M., MERCADO, Luisa, VALENTE,
Patricia. Inibicdo de fungos patogénicos humanos por leveduras micocinogénicas
isoladas do filoplano de Hibiscus sp. In: XV Salédo de Iniciagédo Cientifica da UFRGS,
2003, Porto Alegre/RS.



