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RESUMO

A maioria dos fungos ndo-candida ndo eram considerados patdégenos até poucos anos
atrds, mas esse cenario esta mudando e entre 0os géneros que estdo emergindo esta
Rhodotorula: uma levedura que tem atingido principalmente pacientes
imunocomprometidos e portadores de cateteres de uso venoso central. Os métodos
mais comuns na rotina de andlise de micro-organismos séo cultura e bioquimismo,
seguido de técnicas moleculares, exigindo mais de 48 horas para visualizacdo dos
resultados em ambos o0s casos. Diante da necessidade de resultados mais rapidos a
fim de realizar a escolha da terapia correta para o paciente, MALDI-TOF MS vem como
uma ferramenta revolucionéria, pois através dele é possivel obter a identificacéo
correta em menos de 3 horas e em alguns casos em até 20 minutos. No caso de
leveduras, ha a necessidade de uma etapa pré-analitica muito importante: extracao
de proteinas; essa técnica pode ser feita por métodos diversos. O objetivo dessa
revisdo da literatura é abordar aspectos de identificacdo de espécies de Rhodotorula
por MALDI-TOF MS entre os anos 2000 e 2020, tragando uma linha do tempo para
gue seja possivel observar o avanco da técnica, assim como explicar os métodos de
extracdo mais utilizados, os tipos de amostras onde esse micro-organismo foi isolado
e as espécies que foram encontradas. Baseado nisso, apesar da necessidade de
enriguecimento das espectrotecas, os resultados obtidos foram otimistas, visto que
86% dos estudos foram capazes de identificar Rhodotorula por MALDI e desses,
81,1% conseguiu identificar a nivel de espécie, sendo que a predominante foi R.

mucilaginosa.

Palavras-chave: Rhodotorula. MALDI-TOF MS. Identificacdo. Espectrometria de

massas.



ABSTRACT

Most non-candida fungi were not considered pathogens until a few years ago, but this
scenario is changing and among the genus that are emerging is Rhodotorula: a yeast
that has mainly affected immunocompromised patients and patients with catheters in
use central venous. The most common methods in the routine of microorganism
analysis are culture and biochemistry, followed by molecular techniques, requiring
more than 48 hours to visualize the results in both cases. In view of the need for faster
results in order to choose the right therapy for the patient, MALDI-TOF MS comes as
a revolutionary tool, because it is possible to obtain the correct identification in less
than 3 hours and in some cases up to 20 minutes. In the case of yeasts, there is a
need for a very important pre-analytical step: protein extraction; this technique can be
done by different methods. The objective of this literature review is to address aspects
of Rhodotorula species identification by MALDI-TOF MS between the years 2000 and
2020, tracing a timeline so that it is possible to observe the advancement of the
technique, as well as to explain the most efficient extraction methods used, the types
of samples where this microorganism was isolated and the species that were found.
Based on this, despite the need to enrich the library of spectral data, the results
obtained were optimistic, since 86% of the studies were able to identify Rhodotorula
by MALDI and of these, 81.1% managed to identify at a species level, which the

predominant was R. mucilaginosa.

Keywords: Rhodotorula. MALDI-TOF MS. Identification. Mass spectrometry.
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1 INTRODUCAO

Antigamente, as espécies de Rhodotorula spp. ndo eram consideradas
ameacas aos seres humanos. Este género foi descoberto por Harrison, em 1927, e
até 1985 nao era identificado como patdgeno em humanos (ALMEIDA et al., 2008;
PERETZ et al., 2018). Os principais causadores de fungemia eram espécies de
Candida spp. Nas trés ultimas décadas, o cenario estd mudando e o que antes ndo
era considerado uma grande preocupacéo, hoje €. Varias espécies estdo emergindo
em diferentes quadros clinicos e até em diferentes niveis de complexidade, podendo
variar de infec¢des de pele a casos criticos de meningites, ventriculites, septicemias,
pneumonias, peritonites, entre outras, principalmente em  pacientes
imunocomprometidos (KRZSCIAK & MACURA, 2010; ALTUN et al., 2014). A forma
mais comum de infec¢cdes oportunistas por leveduras é através do uso de cateter
venoso central (CVC) durante longos periodos (TUON; ALMEIDA; COSTA, 2007). R.
mucilaginosa € uma causa de peritonite fungica em pacientes em dialise peritoneal
ambulatorial continua (CAPD). Isso ocorre normalmente devido a colonizacdo
saprofitica de cateteres ou maquinas de dialise. Esta espécie € responsavel pela
maioria das infeccdes (74 - 79%) seguida por R. glutinis (7,7%) (TUON E COSTA,
2008; ARENDRUP et al., 2014).

O primeiro caso de infeccdo por essa levedura foi descrito na década de 1960
nos Estados Unidos (EUA). Uma paciente do sexo feminino, de 47 anos com
reumatismo, apresentou endocardite com desfecho fatal (LOURIA; GREENBERG;
MOLANDER, 1960; TUON; ALMEIDA; COSTA, 2007). O género desse caso nao foi
descrito.

A rotina de identificacéo de fungos e leveduras baseia-se em cultura e métodos
adicionais bioquimicos. Em algumas situacdes, métodos moleculares também sao
utilizados, mas em ambos o0s casos, o tempo para obtencdo e interpretacado de
resultados € 48h ou mais, dificultando a implantacéo da terapéutica no paciente.

A espectrometria de massas comecou a ser utilizada para identificacdo de
micro-organismos por volta dos anos 1970 (ANHALT; FENSELAU, 1975). Nessa
época, ndo era possivel ionizar moléculas grandes ou moléculas ndo volateis. Em
1987, Koichi Tanaka e colaboradores desenvolveram uma matriz que foi capaz de

promover essa ionizacao (TANAKA et al., 1988).



O termo MALDI é derivado da lingua inglesa: Mass Assisted Laser
Desorption/lonization, ou seja, Dessor¢ao/lonizacéo por laser assistido por matriz. Ja
a sigla TOF significa time of flight, ou seja, tempo de voo. TOF € um tipo de
analisador/separador de ions utilizado por esse tipo de espectrometria de massas,
onde a diferenciacdo das moléculas pela sua massa/carga € feita através do seu
tempo de voo em um tubo de vacuo. Dessa forma, ions menores chegam mais
rapidamente no detector e o tempo de voo de cada particula € utilizado para calcular
a sua massa e formar o espectro de massas, onde o0 eixo das abcissas é
correspondente a razdo massa/carga e 0 eixo das ordenada corresponde a
intensidade do sinal (BRANDT; LOCKHART, 2012).

A amostra é depositada sobre uma placa, juntamente com a matriz. Essa
mistura € seca e cristalizada para que posteriormente seja bombardeada com laser,
onde a energia € absorvida pela matriz, ionizando a amostra. O feixe de laser realiza
milhares de disparos, formando milhares de espectros que sdo acumulados para
produzir o espectro final e isso ocorre em uma preparagdo de alguns milimetros
quadrados. Apés a ionizacgdo, os ions formados sao acelerados em um tubo de vacuo
por meio de um campo eletrostatico até chegarem no detector (final no tubo). Ao
contrario de diversos tipos de espectrdmetro de massas, MALDI ndo é associado a
unidades cromatograficas (HOFFMANN; STROOBANT, 2016). A Figura 1, de
Croxxatto (2012), ilustra esse mecanismo.
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Figura 1 - Descricdo da técnica MALDI-TOF MS



A matriz utilizada possui quatro principais fungdes: (1) rompimento das células
e extracdo de proteinas; (2) separacdo das moléculas de proteinas que ficam
aderidas; (3) extracdo da placa onde estdo aderidas para o estado gasoso através a
absorcado da energia emitida pelo laser (dessor¢do das moléculas); (4) doagédo de H*
para os ions de carga positiva. A principal matriz emprega é constituida por acido alfa-
ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) (CROXATTO; PROD’HOM; GREUB, 2012).
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2 OBJETIVO

Realizar revisdo na literatura sobre a identificagcdo de Rhodotorula spp. por
MALDI-TOF MS nas bases de dados Science Direct e PubMed nos dltimos vinte anos.
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3 METODOLOGIA

Uma pesquisa bibliogréfica foi realizada abordando a identificacdo da levedura
Rhodotorula spp. através de espectrometria de massas por dessorcaol/ionizacdo a
laser assistida por matriz com analisador por tempo de voo (MALDI-TOF MS). As
palavras-chaves utilizadas foram “rhodotorula and MALDI” e “rhodotorula and mass
spectrometry”. Na busca, foram incluidos artigos de pesquisa, enciclopédias, capitulos
de livro e casos clinicos. Artigos de revisao foram excluidos.

Para “rhodotorula and mass spectrometry” foram encontrados 777 trabalhos.
Ja para “rhodotorula and MALDI”, foram encontrados 239 trabalhos. Documentos que
nao utilizassem a ferramenta MALDI-TOF MS e que nao citassem o fungo Rhodotorula
spp. foram excluidos, resultando em 43 trabalhos. Dessa forma, a partir dessa busca,
foi realizada a leitura integral dos artigos que se enquadraram no tema do presente

trabalho e sua analise com os resultados avaliativos.

Artigos encontrados nas bases de dados
(n=1016)

h 4
Artigos analisados por titulo e resumo
(n=100)

Artigos excluidos por titulo e resumo
(n=50)

- N&o citam Rhodotorula spp.
- N&o citam MALDI-TOF MS

A4
Artigos lidos na integra
(n=50)

Artigos excluidos ap6s leitura na integra que néo
correspondiam aos critérios de incluséo
(n=7)

h 4

- N&o analisam Rhodotorula spp. por MALDI-TOF MS

h 4
Estudos selecionados
(n=43)

Figura 2 - Fluxograma da selecao de estudos
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A levedura Rhodotorula spp. ja é causa de infecgdo no mundo todo, com maior
frequéncia na regido da Asia (MICELI; A DIAZ; A LEE, 2011). As complicacbes
causadas podem ser muito graves. Além disso, a taxa de mortalidade € estimada em
12 a 20% entre os casos de fungemia e fatores de risco como: outras infeccdes
concomitantes, desequilibrios nutricionais e resisténcia intrinseca aos antifungicos
podem influenciar no agravamento da doenca (ALMEIDA et al., 2008; RAMANA et al.,
2013). Em outro estudo, realizado por Almeida (2008), é relatado que este pode ser o
terceiro género de leveduras mais isolado em hemoculturas. Além disso, pode ser
considerado o agente etioldgico causador de fungemias em aproximadamente 2% dos
casos reportados em diferentes estudos epidemiologicos (KRCMERY et al., 2002;
TUON & COSTA, 2008; DUGGAL et al., 2011; AZIE et al., 2012).

Rhodotorula spp. é uma levedura que na cultura se apresenta como uma
colbnia de coloracao caracteristica, podendo ser rosa, alaranjada ou coral (Figura 3).
Através da observacdo microscopica da colbnia, é possivel ver que sua morfologia
conta com brotamentos esféricos, alongados ou ovoides, além do desenvolvimento
de pseudo-hifa ou hifa verdadeira (HORKA et al., 2017; WIRTH, 2011). As suas
espécies sdo basidiomicetas ambientais comuns. O principal componente da sua
parede celular € glucomanano (YANG et al., 2011).

Podem ser encontradas em diversos locais, como solo, agua de mar e lagos,
alimentos (suco de frutas e leite) e até em superficie, como cortinas de chuveiro e
escovas de dente. Hoje, o género contém 46 espécies, mas somente trés foram
descritas como patdégenos humanos: R. mucilaginosa (anteriormente conhecida como
R. rubra), R. glutinis e R. minuta (ARENDRUP et al., 2014), sendo que os membros
mais importantes, clinicamente, sdo as espécies R. mucilaginosa e R. glutinis
(BRANDT; LOCKHART, 2012).

A Figura 3, de Ellis (2016), ilustra a cultura de Rhodotorula mucilaginosa,

demonstrando sua coloracéo alaranjada caracteristica.
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Figura 3 - Cultura de Rhodotorula mucilaginosa

4.1 Identificagc&o de Rhodotorula spp.

E de extrema importancia realizar a identificac&o correta do patdgeno para que
0 manejo terapéutico seja feito da maneira correta, garantindo a melhora do paciente
e auxiliando na diminuicao da resisténcia aos antifungicos (MARTINS et al., 2020).

Os métodos de identificagdo de fungos convencionais partem do seu
isolamento em cultura e se baseiam nas caracteristicas das colbnias, sendo elas
fisiolégicas e macro/micro morfolégicas. Além disso, sdo realizados métodos
bioguimicos para confirmacédo. Esses tipos de testes exigem tempo, tanto de preparo,
gquanto de espera para analise dos resultados, visto que € necessario o
desenvolvimento da colénia. Ainda, as condi¢des de cultura podem gerar resultados
diferentes e inconclusivos (AGUSTINI et al., 2014).

Muitas vezes, para identificacéo a nivel de espécie, se faz necessario o uso de
técnicas moleculares, porém, devido ao seu alto custo, esse tipo de ferramenta ndo
esta presente na maioria dos laboratérios para analises de rotina, apesar da sua alta
confiabilidade (ALMEIDA et al., 2005). Nesse sentido, em muitos casos clinicos, a
identificacdo de espécies requer ampliacdo da regido ITS e/ou sequenciamento D1/D2
(DUBOC DE ALMEIDA et al., 2008; TUON E COSTA, 2008; ARENDRUP et al., 2014).

Visto como uma revolugéo na identificacéo de isolados em microbiologia, 0 uso
de MALDI-TOF MS vem sendo explorado nas duas Ultimas décadas por ser
extremamente rapido e fornecer resultados precisos (HOLL et al., 2016; HILGARTHET
al., 2018; LAGIER et al., 2016). Essa técnica evita a necessidade de testes adicionais,
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economizando tempo e mao-de-obra (POSTERARO et al.,, 2015). O método foi
inicialmente utilizado para bactérias e depois para leveduras (CASSAGNE et al., 2016;
PORTE et al., 2017). Apesar do seu baixo custo por andlise, seu custo de aquisi¢cao é
alto, justificando a sua limitagao de uso ainda (AZIM et al., 2015; CRISEO et al., 2015;
MATHUR et al., 2014).

O presente estudo buscou artigos desde o ano 2000 até 2020 que
relacionassem a correta identificacdo de Rhodotorula com a ferramenta MALDI-TOF
MS. Foram selecionados 43 trabalhos durante esses 20 anos, sendo que a Ultima
década foi a mais expressiva em numero de publicacdes desse assunto (Figura 4).

Destaca-se que o primeiro estudo realizado com Rhodotorula foi em 2008,
sendo possivel somente a identificacdo a nivel de género diretamente do micro-
organismo (QIAN et al., 2008). Apos, em 2011, Bader e colaboradores conseguiram
identifica-la a nivel de espécie, sendo R. mucilaginosa, também diretamente no micro-
organismo. A primeira identificacdo em amostra ambiental foi em solo, em 2012, por
Mao e colaboradores; antes, os estudos realizados s6 eram em amostras de origem
humana ou diretamente na cepa. Ja a primeira identificacdo em alimentos foi realizada
por Pavlovic, em 2014. E possivel perceber um consideravel aumento no nimero de
estudos a partir de 2012, sendo que durante o periodo da busca, o ano de 2018 foi 0

maior em numero de publicacées sobre o assunto.

s Numero de estudos

2000 2007 2002 2003 2004 2005 2000 2007 2008 2000 2010 201t 2012 2003 2094 2015 2016 201 2018 2019 2020

| 1°ESTUDO

| REALIZADO : - - r

| (identificagao P eI ANO COM O
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1* ESTUDO CAPAZ | i v DE ESTUDOS
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| (R muctagniosa) ‘
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Figura 4 - Linha do tempo de publicacdes



15

4.2 Métodos de extracdo para analise por MALDI-TOF MS

Para que seja possivel a obtengcédo de um espectro de massas proveniente de
uma amostra de micro-organismo, € necessario realizar a extracdo das suas
proteinas. No caso de leveduras, assim como outras espécies de fungos, ha a
presenca de uma parede celular espessa rica em quitina (SEYFARTH et al., 2012).
Por isso, a preparacdo da amostra € muito importante; é através dela que ocorre a
liberacdo dessas proteinas e geracdo de sinais caracteristicos com intensidades
satisfatorias, formando o espectro de cada cepa.

A presente revisdo da literatura buscou conhecer os principais métodos de
extracdo de proteinas, reagentes e procedimentos utilizados. Foram encontrados trés
métodos principais (descritos abaixo como M1, M2 e M3) ja consolidados e
especificados por Cassagne (2016) e, em raras situacoes, outros métodos utilizados
como experimentos e testes (descrito como “outros” na tabela 1). Infelizmente, varios
artigos n&o especificaram o meétodo utilizado, sendo esses descritos como “NI” — ndo
informado.

M1: essa técnica foi nomeada de “procedimento de esfregago” e é a mais
simples de todas. Consiste em colocar uma fina camada da coldnia na placa de aco
MALDI e deixa-la secar ao ar. M1 ndo foi muito utilizada, visto que ndo ha um
procedimento com reagentes que promovam a destruicdo da parece celular e
liberac@o das proteinas de forma satisfatéria (CASSAGNE et al., 2016). Dentre os
artigos selecionados para essa revisao, esse método foi 0 menos utilizado, sendo que
somente dois autores optaram pela sua realizacdo (SEYFARTH et al., 2012; GHOSH
et al.,, 2015). O estudo de 2015 testou ndo exclusivamente M1, mas sim o0s trés
métodos.

M2: esse procedimento de preparacdo consiste na extragdo das proteinas pela
acdo do acido formico. Ele possui variagfes, pois alguns autores optaram por aplicar
uma fina camada de colbnia diretamente na placa de aco MALDI, deixar secar e, em
seguida, cobrir a amostra com acido férmico 70% e deixar secar ao ar novamente
(ANNA et al., 2020; CASSAGNE et al., 2016). J& outros autores, preferiram realizar
essa mistura de colénia com acido formico antes de aplicar na placa: em um tubo com
acido férmico, é adicionado uma quantidade de colbnia e procede-se a agitacdo e
sonicacdo. O sobrenadante, entdo, é adicionado a placa e seco ao ar (MARTINS et

al., 2020). Nesse caso, 12 dos 43 autores optaram por utilizar esse método, sendo
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que 9 procederam a extracdo em tubo antes de aplicar na placa (MARTINS et al.,
2020; DALLUGE; BROWN; CONNELL, 2019; BORGES et al., 2018; TARTOR et al.,
2018; RUIZ DE ALEGRIA PUIG et al., 2018; GALAN et al., 2015; GHOSH et al., 2015;
LOHMANN et al., 2013; BILLE et al., 2012) e 3 a fizeram diretamente na placa (ANNA
et al., 2020; SILVA et al., 2020; BADER et al., 2011). Um autor optou por testar as
duas variacdes desse protocolo - em tubo e direto na placa (DEAK et al., 2015).

M3: esse método consiste em uma extracdo realizada por acido
férmico/acetonitrila e etanol: suspende-se uma colénia em um tubo contendo agua
estéril e adiciona-se alcool etilico anidro. Procede-se a centrifugacao e ressuspende-
se o pellet em acido férmico 70% com acetonitrila 100%. Centrifuga-se e deposita-se
0 sobrenadante na placa MALDI para secagem ao ar. Esse tipo de extracdo foi 0 mais
utilizado, sendo realizado por 18 estudos dos 43 selecionados (PERUZY et al., 2019;
CHAGAS BARROS et al., 2019; HUYBEN et al., 2018; KRAKOVA et al., 2018;
MAZARI et al., 2018; QUINTILLA et al., 2018; RESENDE et al., 2018; SCAPATICCI
et al., 2018; MIGUEL et al., 2017; LYAS et al., 2016; GALAN et al., 2015; RELLOSO
et al., 2015; GHOSH et al., 2015; JAMAL et al., 2014; RODRIGUEZ-SANCHEZ et al.,
2014; PAVLOVIC et al., 2014; LOHMANN et al., 2013; BADER et al., 2011).

Alguns outros métodos foram encontrados, mas a sua descricao foi feita de
forma isolada em somente um trabalho. Cassagne (2016), por exemplo, testou uma
versdo modificada de M3, onde o pellet foi incubado com acido férmico antes da
adicdo de acetonitrila por 5 minutos e, antes da centrifugacdo, foi incubado por 5
minutos com acetonitrila também. Ainda, Ghosh (2015) emulsificou colénias em um
tubo contendo agua bidestilada estéril. A mistura foi agitada e centrifugada e o
sobrenadante foi descartado. Repetiu-se o procedimento duas vezes até que o0
sedimento foi resupenso em agua estéril e essa suspenséao foi aplicada na placa e
seca ao ar.

Alguns trabalhos ndo explicitaram o método de extracdo de proteinas utilizado,
sendo responsaveis por 9 dos 43 estudos (IDRIS et al., 2020; NONI et al., 2020;
COBO; ZARAGOZA; NAVARRO-MARI, 2020; FRENKEL et al., 2020; PRIGITANO et
al., 2020; XIAO et al., 2018; HORKA et al., 2017; GHANI et al., 2014; BELLANGER et
al., 2013). Ainda, diversos autores utilizaram mais de um método, sendo explicitado
na Tabela 1.

Ao final, independentemente do método de preparacdo, apos as placas

estarem secas, a matriz de acido a-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA) em 50% de
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acetonitrila e 2,5% de acido trifluoroacético (TFA) foi adicionada e seca ao ar também.

.M M2 oM} «Oumon =N

Figura 5 - Métodos de extracdo

4.3 Resultados obtidos por MALDI-TOF MS e pontuacgdes

Dos 43 artigos que buscaram identificar a levedura Rhodotorula spp., atraves
do MALDI-TOF MS, 37 trabalhos conseguiram realmente fazer a identificacao. Destes,
alguns foram capazes de realizar a nivel de género e outros a nivel de espécie: 30
estudos conseguiram identificar o micro-organismo a nivel de espécie e 7 somente a

nivel de género, conforme a figura abaixo.

Identificagdo de Rhodotoruia spp. Nivel de identificacdo

Figura 6 - Resultados de identificacéo
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Acredita-se que ha dois principais motivos para 14% dos autores néao
conseguirem realizar a identificacdo. O primeiro deles é a falta de espectros de
referéncia no banco de dados, ndo fornecendo a similaridade em um nivel seguro de
identidade. E o segundo motivo pode ser relacionado ao método de extracdo ou a sua
prépria execucado. Nao € possivel eleger o “pior método” baseado nos resultados
dessa reviséo, visto que entre esses 6 estudos negativos, um utilizou M2 e M3 e ndo
conseguiu identificar (GALAN et al., 2015), um n&o especificou o protocolo utilizado
na fase pré-analitica (COBO; ZARAGOZA; NAVARRO-MARI, 2020) e dois utilizaram
outros métodos (GOURIET et al., 2016; YONETANI et al., 2016).

A confiabilidade da identificacdo realizada por MALDI € representada por
pontuagdes, isto €, um log variando entre 2,0 e 2,3 significa uma identificagdo segura
de género e provavel de espécie; entre 1,7 e 2,0 significa em uma identificacéo
provavel de género e valores abaixo de 1,7 significam que ndo ha semelhanca entre
0 espectro obtido em comparacdo com o banco de dados do sistema (ANNA et al.,
2020; JEONG et al., 2016; GHOSH et al., 2015; PAVLOVIC et al., 2014; RODRIGUEZ-
SANCHEZ et al., 2014; SENG et al., 2009). Alguns equipamentos, como BioTyper,
por exemplo, associam cores aos logs obtidos, sendo que verde é relacionado com
pontuacBes entre 2,0 e 2,3, amarelo com valores entre 1,7 e 2,0 e vermelho com
pontuacBes abaixo de 1,7 (CHAGAS BARROS et al.,, 2019). Ainda, existe outro
mecanismo para representar a confiabilidade dos resultados: no sistema VITEK, séo
expressos em porcentagem relacionadas com cores. Verde significa valores acima de
90% de identidade, amarelo corresponde a 85 - 89,9% e branco corresponde a valores
abaixo de 85% (JAMAL et al., 2014).

Alguns autores argumentam a favor da reducéo da pontuacéo limite para o para
1,8 ou até mesmo para 1,7 sem afetar a identificacdo precisa, diminuindo a
necessidade de etapas de extracdo (JAMAL et al., 2014). Entretanto, ha relatos contra
a diminuigdo da pontuacao indicando que pode acarretar em identificacfes errbneas
(PAVLOVIC et al., 2014), sendo assim, os critérios oficiais permanecem de 2,0 - 2,3;
1,7 - 2,0 e abaixo de 1,7.

Poucos trabalhos relatam a pontuacdo obtida ao identificar Rhodotorula
(somente 8) e, dentre esses, trés autores trazem pontuagdes entre 2 e 2,3, indicando
uma identificacéo segura a nivel de género e provavel de espécie e um autor traz um

log abaixo de 1,7, indicando uma identificacdo ndo confiavel, apesar de ter tratado
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como género Rhodotorula spp. mesmo assim. Os demais fornecem pontuacdes que
representam um resultado provavel a nivel de género.

Dos 30 estudos que conseguiram identificar o micro-organismo a nivel de
espécie, 28 se tratava de R. mucilaginosa, sendo a responsavel pela maioria. Em
seguida, a segunda espécie mais identificada foi R. glutinis, com 5 trabalhos
relatando-a. Por fim, duas outras espécies foram identificadas, cada uma em somente
um estudo: R. graminis e R. taiwanensis (Figura 7). Em alguns estudos, mais de um
tipo de espécie foi identificada.

* R.mucllsginose + R glutenia = R graminis R tewanensis

Figura 7 - Espécies identificadas

A ilustracdo (Figura 8) do espectro obtido por Chagas Barros (2019) com
pontuacédo equivalente a 2,016, indica identificacdo de R. glutinis. Essa levedura foi
isolada de amostra de alimentos (laticinios, peixes e carnes) pelo método M3 (descrito
em 4.2). Ja a Figura 9, de Horka (2017) ilustra o espectro de R. mucilaginosa obtido
diretamente de uma cepa sem método de extracdo especificado.
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Figura 9 - Espectro de R. mucilaginosa

4.4 Variabilidade de amostras

As espécies de Rhodotorula estdo presentes nos mais diversos ambientes e
superficies, como solo, ar ambiente, alimentos e em seres humanos, colonizando
pele, escarro, urina, fezes e sangue. Alguns autores relatam o isolamento de R.

mucilaginosa até em locais pouco favoraveis, como profundezas de mares, ambientes
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aguaticos com alta temperatura e hipersalinos (Mar Morto em Israel) e até aguas
poluidas por residuos domésticos. No presente trabalho, dos 43 artigos selecionados,
7 deles isolaram Rhodotorula em amostras ambientais: um deles em efluente
industrial (LYAS et al., 2016), um no solo (MAO et al., 2012), um em areia da praia
(FRENKEL et al., 2020), um em gelo sobre o solo (DALLUGE; BROWN; CONNELL,
2019), dois em agua (MAZARI et al., 2018; GHANI et al., 2014) e um em amostras
clinicas e ambientais, ndo detalhando qual (BELLANGER et al., 2013).

A levedura também se faz presente em amostras alimenticias, como frutas,
sucos, laticinios, embutidos, defumados, crustaceos, entre outros. O consumo de
alimentos contaminados ndo parece estar ligado a infec¢des oportunistas, nesse caso,
mas h& wuma certa preocupacdo principalmente com 0s pacientes
imunocomprometidos. Foram encontrados 9 trabalhos relatando seu isolamento tanto
em bebidas, quanto em comidas: 0 mais recente estudo, isolou 0 micro-organismo em
graos de café (MARTINS et al., 2020). Em 2019, foram isoladas em carne de javali
(PERUZY et al., 2019) e em laticinios, carne e peixe (CHAGAS BARROS et al., 2019).
Em 2018, hé relatos de isolamento em peixes (TARTOR et al., 2018; HUYBEN et al.,
2018), alimentos em geral (QUINTILLA et al., 2018) e um tipo de bebida chinesa
(RESENDE et al., 2018). Antes, em 2017, houve um isolamento em cacau (MIGUEL
et al., 2017) e, em 2014, um relato em alimentos em geral também (PAVLOVIC et al.,
2014).

Com relacdo a isolamentos provenientes de amostras bioldgicas, a presente
revisdo encontrou 17 artigos. Superficies e fluidos humanos foram as amostras relatas
em 7 trabalhos de forma geral (XIAO et al., 2018; SCAPATICCI et al., 2018; GOURIET
et al., 2016; GALAN et al., 2015; RELLOSO et al., 2015; JAMAL et al., 2014;
LOHMANN et al., 2013), além disso, mais especificamente, um trabalho relatou o
isolamento em amostra de soro com IgE proveniente do polem de uma espécie de
arvore (Ailanthus altissima) (MOUSAVI et al., 2017). Ainda, 2 autores realizaram o
isolamento em sangue (NONI et al., 2020; COBO; ZARAGOZA; NAVARRO-MARI,
2020), 1 em unha (IDRIS et al., 2020) e 1 em fezes (BORGES et al., 2018). A levedura
também foi identificada em hemoculturas positivas em 4 casos (PRIGITANO et al.,
2020; RUIZ DE ALEGRIA PUIG et al., 2018; YONETANI et al., 2016; RODRIGUEZ-
SANCHEZ et al., 2014). Por fim, um autor descreveu a suas amostras como “isolados
clinicos e ambientais”, ndo explicitando quais eram esses isolados, como ja citado

anteriormente (BELLANGER et al., 2013). Esse tipo de amostra foi incluido na
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contagem como “ambiente” e como “humano” também. Ainda, se tratando de
identificacdo de Rhodotorula diretamente em cepas (ndo especificando a sua
procedéncia), foram encontrados 8 estudos (HORKA et al., 2017; DEAK et al., 2015;
GHOSH et al., 2015; WANG et al., 2013; BILLE et al., 2012; SEYFARTH et al., 2012;
BADER et al., 2011; QIAN et al., 2008).

Além disso, mais dois tipos de amostras foram descritos em 3 estudos: papel
(ANNA et al., 2020; KRAKOVA et al., 2018) e orofaringe de gavido (SILVA et al., 2020),
demonstrando a diversidade de locais e sitios que esse micro-organismo pode
realmente ser encontrado. Como ja citado anteriormente, Rhodotorula tem emergido
como patdégeno oportunista por sua capacidade de colonizar e infectar pacientes mais
suscetiveis. Acredita-se que um fator agravante seja sua alta afinidade por plastico,
possibilitando o seu crescimento em superficies usadas no cotidiano, como cortinas
de chuveiro e até escovas de dente. Além disso, alguns equipamentos médicos
também sdo incluidos, como maquina de hemodiélise, por exemplo, comprovando a
necessidade de identificacdo rapida do micro-organismo (PFALLER; DIEKEMA,
2004). A ilustracdo abaixo (Figura 10) demonstra a variabilidade de amostras,
divididas por classes, nos 43 artigos selecionados para o presente estudo. Salienta-
se que o estudo de Bellanger e colaboradores, de 2013, foi inserido na classe de
amostras humanas e na classe de amostras ambientais, pois se tratava de “isolados

clinicos e ambientais”.

17

Alrenticas Humanas sAmbentass #»Cepaa »Ouwtron

Figura 10 - Tipos de amostras
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5 CONCLUSAO

Através dessa revisdo da literatura, realizada com estudos entre os anos 2000
e 2020, foi possivel concluir que a espectrometria de massas por MALDI-TOF estd em
ascensao. A técnica esta disponivel a mais de 30 anos, mas somente a partir de 2008
comecou a ser aplicada em laboratorios clinicos. Essa ferramenta, que anteriormente
estava sendo utilizada somente para espécies bacterianas, hoje em dia j& esta apta
para aplicacdo em leveduras, mostrando um alto grau de especificidade, logo,
confiabilidade dos seus resultados, pois dos 43 estudos selecionados, 37
conseguiram realizar a identificacao da levedura Rhodotorula, correspondendo a 86%.

Um fator limitante € a falta de dados espectrais nos bancos de dados comerciais
para que seja possivel a comparacao do obtido com o de referéncia. Dessa forma, ha
conflito de resultados, pois espécies diferentes apresentam proteinas iguais sendo
detectadas, ou seja, sdo identificadas como o mesmo micro-organismo devido a falta
de espectros de referéncia. E provavel que parte dos 14% de estudos que nao foram
capazes de realizar a identificacdo da levedura de forma correta possua como
justificativa essa deficiéncia de espectros comparativos. Em contrapartida, acredita-
se que com a ampliacdo do uso desse método de analise, as espectrotecas sejam
alimentadas cada vez de forma mais rapida, possibilitando um desempenho melhor.

MALDI-TOF MS ainda néao possui o potencial de identificar coldénias mistas e
estudos relataram que algumas das espécies mais problematicas para identificacéo
eram as de leveduras vermelhas, como Rhodotorula spp., Rhodosporidium spp.,
Sporobolomyces spp., pois 0s pigmentos carotenoides da sua parede celular
dificultam a extracdo das proteinas, porém novas ferramentas e tecnologias estao
sendo estudadas para que esse tipo de complicagéo seja eliminado.

Podem haver algumas contestacbes sobre a necessidade de identificar
Rhodotorula por MALDI, ja que é uma levedura de coloracao caracteristica, facilmente
reconhecida no meio de cultura. Entretanto, em estudos recentes, essa levedura nao
cresceu em meio de cultura de levedura cromogénico, pois o0 proprio meio mostrou
um efeito inibitorio significativo no crescimento das espécies devido a presenca dos
pigmentos carotenoides presentes na sua parede celular. J& o MALDI se mostrou
capaz de identificar Rhodotorula em grande parte dos estudos selecionados, sendo

capaz de trazer a sua identidade nao so a nivel de género, mas a nivel de espécie em
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81,1% dos estudos, ou seja, dos 37 artigos que fizeram a identificacdo, 30 foram a
nivel de espécie.

Com relagdo ao tempo de andlise, MALDI-TOF MS se mostrou muito vantajoso,
pois mesmo com a etapa de extragdo dos fungos, esse método ainda € mais rapido
gue os moleculares e muito mais rapido que realizar culturas e testes bioquimicos. Em
cerca de 20 minutos € possivel visualizar os resultados utilizando MALDI, enquanto
séo necessarias 48h, ou mais, com 0s outros meétodos.

Como todas as espécies de Rhodotorula sao resistentes a fluconazol e ha
relatos de suscetibilidade moderada a equinocandinas, esses medicamentos nao
devem ser considerados como terapia apropriada. O tratamento de escolha nesse
caso é baseado em anfotericina B, seguida de flucitosina. Embora o MALDI seja
utilizado principalmente como técnica para identificacao rapida, sua contribuicdo para
a escolha direcionada da terapia vem aumentando, pois a correta identificacéo permite
a selecéo de antifungicos, ajudando na diminuicdo do tempo de internagcéo hospitalar
e custos.

Portanto, ainda € necessario que se amplie a espectroteca para que seja
possivel a obtencéo de resultados mais confidveis, com pontuacdes mais altas, mas
a espectrometria de massas por MALDI-TOF esta revolucionando as analises de
micro-organismos pela rapidez, precisdo, baixo custo por andlise e promete ser o
método que vai dominar os laboratérios, contribuindo para a escolha da terapia ideal
para o paciente de forma rapida e ainda, evitando o uso incorreto de antifingicos e

prevenindo o aumento da resisténcia aos medicamentos.
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ANEXO A — TABELA DE DADOS DOS ESTUDOS SELECIONADOS
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- TIPO DE METODO DE  IDENTIFICAGCAO NIVEL DE X .
ANO  REFERENCIA AMOSTRA EXTRACAO  DE Rhodotorula IDENTIFICACAO PONTUAGAG — ESPECIE
2008 QIAN et al. Micro-organismo Outros Sim Género NI
2011 BADER et al. Micro-organismo prggg)t%%a Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2012 BILLE et al. Micro-organismo 2 Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2012 MAOQ et al. Solo Qutros Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2012 SEYFARTH etal. Micro-organismo 1 Sim Género NI
2013 BELLANGER et Isolados_ c||n|§:os NI sim Espécie 18-21 R. mucﬂag_ln_osa
al. e ambientais e R. glutinis
2013 LOHMANN et al. S_uperflmes € 3 Sim Espécie >1,7 R. mucilaginosa
fluidos humanos
2013 WANG et al. Micro-organismo Outros Sim Espécie NI R. taiwanensis
2014  JAMAL etal. Superficies e 3 Nzo _ _ B
fluidos humanos
RODRIGUEZ- x
2014 SANCHEZ et al. Hemocultura 3 Nao _ _ _
2014 PAVLOVIC et al. Alimentos 3 Sim Género N _
2014 GHANI et al. Agua NI Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2015  GALAN et al. Superficies e 2e3 N&o _ ~ ~
fluidos humanos
2015 RELLOSOetal. S_uperflues € 3 Sim Espécie >2.0 R. mucilaginosa
fluidos humanos
2015 DEAK et al. Micro-organismo 2 (direto na placa Sim Espécie NI R. mucilaginosa
e em tubo)
2015 GHOSH et al. Micro-organismo 1,2e3 Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2016 LYAS et al. Efluente industrial 3 Sim Espécie NI R. mucilaginosa
Superficies e .
2016 GOURIET et al. fluidos humanos Outros N&o _ _ _
2016 YONETANI et al. Hemocultura Outros Nao
2017  MIGUEL et al. Cacau 3 Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2017 HORKA et al. Micro-organismo NI Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2017 MOUSAVI et al. Soro Outros Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2018 XIAO et al. S_uperf|C|es € NI Sim Espécie NI R. mucilaginosa
fluidos humanos
SCAPATICCI et Superficies e . - I
2018 al. fluidos humanos 3 Sim Espécie >1,7 R. mucilaginosa
2018 BORGES et al. Fezes 2 Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2018  MAZARI et al. Agua 3 Sim Género NI
2018 RESENDE etal.  Bebida chinesa 3 Sim Espécie NI R. mucilaginosa
. . - R. mucilaginosa
2018 HUYBEN et al. Peixe 3 Sim Espécie NI e R. graminis
2018 KRAKOVA et al. Papel 3 Sim Espécie 2,000 - 2,299 R. mucilaginosa
2018 TARTOR et al. Peixe 2 Sim Género NI
2018 QUINTILLA et al. Alimentos 3 Sim Género <17
RUIZ DE
2018 ALEGRIA PUIG Hemocultura 2 Sim Espécie NI R. mucilaginosa
et al.
2019 PRIGIZf‘NO et Hemocultura NI Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2019 DALLUGE et al. Gelo do solo 2 Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2019 PERUZY et al. Carne de javali 3 Sim Género NI
CHAGAS Laticinios, carne . - -
2019 BARROS et al. e peixe 3 Sim Espécie 2 R. glutinis
2020 IDRIS et al. Unha NI Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2020 NONI et al. Sangue NI Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2020 COBO et al. Sangue NI Nao
2020 FRENKEL et al. Areia de praia NI Sim Espécie NI R. mucuag_ln_osa
e R. glutinis
2020 SILVA et al. Orofarlnge de 2 (direto na sim Espécie NI R. mucuag_m_osa
gaviao placa) e R. glutinis
2020 MARTINS et al. Gréaos de café 2 Sim Espécie NI R. mucilaginosa
2020  ANNAetal. Papel 2 (direto na Sim Espécie NI R. mucilaginosa

placa)

e R. glutinis




