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RESUMO

Os genus Rhodotorula foi descrito por F.C. Harrison, em 1927. Rhodotorula
spp. sao leveduras cor-de-rosa, que pertencem ao reino Fungi, filo
Basidiomycota, classe Urediniomicetos, ordem Sporidiales, familia
Cryptococcaceae e subfamilia Rhodotorulalodeae.

Até o passado recente, Rhodotorula era considerado saprofita ndo virulento
como também um frequente contaminante. No entanto, membros de genus
Rhodotorula emergiram como patdgenos em humanos devido a
imunossupressao e a tecnologia de implantacdo de corpos estranhos no
organismo humano.

Rhodotorula foi recentemente reconhecida como patdégeno humano,
afetando especialmente pacientes imunocomprometidos. Anteriormente
consideradas como ndo patogénicas, as espécies de Rhodotorula tém
emergido como patdgenos oportunistas com a habilidade de colonizar e
infectar pacientes suscetiveis. A maioria dos casos de infec¢cdo por
Rhodotorula reportados na literatura sdo fungemias associadas a cateteres,
endocardites, meningites, peritonites e endoftalmites. Esta levedura preenche
0s critérios de um patdgeno emergente. No projeto de vigilancia ARTEMIS, as
leveduras do género Rhodotorula foram o patégeno néao-Candida mais

comumente isolados de espécimes clinicos (4,2% de 8821 isolados).



O conhecimento da patogénese das infec¢des sistémicas por Rhodotorula é
baseado em estudos de relato de casos ou de pequenas séries, considerando-
se raridade da infeccdo em comparagdo com aspergilose e candidiase. Além
disso, pouco se sabe a respeito da eficacia clinica dos antifungicos, apesar da
publicacdo de alguns estudos com dados de susceptibilidade aos antifingicos
in vitro. O desenvolvimento de um modelo experimental em animais da
infeccdo por Rhodotorula seria uma importante ferramenta para entendermos
0s aspectos fisiopatolégicos dessa doenca.

O desenvolvimento de modelos experimentais em animais tem
demonstrado ser uma ferramenta util e apropriada para o estudo da
patogénese e analise da eficacia de drogas antifungicas em diferentes
infeccbes  fangicas como a  candidiase, paracoccidioidomicose,
coccidioidomicose e blastomicose.

O presente estudo teve como objetivo 0 desenvolvimento de um modelo
experimental de infeccdo disseminada em ratos Wistar, bem como a
qguantificacdo do grau de infeccdo e inOculos necessarios para causar
rodotorulose disseminada.

Os resultados mostraram que quando imunossuprimimos 0s ratos com
corticoide, ndo obtivemos nenhum grau de infeccdo em qualquer érgao. O
anico agente imunossupressor com o0 qual obtivemos algum resultado foi a
ciclofosfamida. Porém este agente possui diversos efeitos adversos e 0s ratos,
quando imunossuprimidos por um longo periodo, desenvolvem infec¢cBes
oportunistas, principalmente pneumonia bacteriana. O 6rgdo mais afetado foi o

figado, seguido do baco, porém néo atingimos a dose letal mediana (LD 50).
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Sugerimos mais estudos para que se possa determinar o indculo fangico
ideal e também a dose de imunossupressor, bem como o tempo mais

adequado entre o inicio da terapia imunossupressora e o inéculo fungico.
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1. INTRODUCAO

Rhodotorula é o genus de leveduras cor-de-rosa classificadas na familia

1

das Cryptococcaeceae, subfamilia das Rhodotorulalodeae ~. As espécies de

Rhodotorula estdo frequentemente presentes em ar ambiente, sdo tambéem
colonizantes da pele, escarro, urina e fezes % Até o passado recente,
Rhodotorula era considerado saprofita ndo virulento como também um
frequente contaminante. No entanto, membros de genus Rhodotorula
emergiram como patégenos em humanos devido a imunossupressdo e a
tecnologia de implantac&o de corpos estranhos no organismo humano *>.

Rhodotorula tem sido implicada como uma infrequente causa de infec¢des
como septicemias, endocardites, meningites, ventriculites e peritonites. O
genus Rhodotorula contém oito espécies, das quais R. mucilaginosa é a mais
frequente causa de infeccBes *. Em um estudo realizado no Hospital de
Clinicas de Porto Alegre, de um total 76.454 frascos de hemocultura coletados
em cinco anos, 10 frascos provenientes de sete pacientes apresentaram o
crescimento de R. mucilaginosa °.

A maioria das fungemias por Rhodotorula esta principalmente associada ao
uso de cateteres intravenosos centrais, doencas linfoproliferativas e neoplasias

21 O cateter é

sélidas associadas ao uso de corticdides e quimioterapia ® ~
considerado a porta de entrada na maioria das fungemias por Rhodotorula. No

entanto, a translocagdo desse fungo do trato gastrointestinal para a corrente
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sanguinea parece ser outra porta de entrada nos pacientes sem cateter central
5.

Estudos de susceptibilidade in vitro indicam que as espécies de
Rhodotorula apresentam baixa concentragao inibitéria minima para anfotericina
B (0,8 — 1,2 pug/ml) e alta concentragdo minima para o fluconazol (6,4 - >100
ng/ml) % Recentemente, Diekema e colaboradores testaram 64 isolados de
Rhodotorula e encontraram resisténcia in vitro ao fluconazole e caspofungina e

27 Considerando 0s novos

sensibilidade a anfotericina e 5-flucitosina
antifangicos triazolicos, o ravuconazole foi o que apresentou melhor atividade
contra a Rhodotorula (CIMsg, 0,25 pg/ml). Apesar dos dados dos testes in vitro
de susceptibilidade aos antifungicos, o tratamento das infec¢des fungicas
disseminada por Rhodotorula é controverso.

O desenvolvimento de modelos experimentais em animais tem
demonstrado ser uma ferramenta Util e apropriada para o estudo da
patogénese e analise da eficacia de drogas antifungicas em diferentes

infeccbes  fangicas como a  candidiase, paracoccidioidomicose,

coccidioidomicose e blastomicose.

13



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Organismo

O género Rhodotorula é polifilético e consiste em 47 espécies diferentes,
constituindo um téxon bastante heterogéneo. A maioria das espécies de
Rhodotorula pertence ao subfilo Pucciniomycotina, também a classe dos
Microbotryomycetes (29 espécies) ou a classe Cystobasidiomycetes (15
espécies). As trés espécies restantes sdo classificadas no subfilo
Ustilaginomycotina e nédo produzem pigmentos carotenoides 2.

Os genus Rhodotorula foi descrito por F.C. Harrison, em 1927. Rhodotorula
spp. sao leveduras cor-de-rosa, que pertencem ao reino Fungi, filo
Basidiomycota, classe Urediniomicetos, ordem Sporidiales, familia
Cryptococcaceae e subfamilia Rhodotorulalodeae ' 2% *°.

As células sédo esféricas, ovoides ou alongadas; podem desenvolver
pseudo-hifa ou hifa verdadeira e ndo sdo formados balistoconidios. Algumas
cepas produzem pigmentos vermelhos ou amarelos em culturas em agar
malte. A maioria, mas néo todas as espécies sdo capazes de assimilar inositol.
Quando o inositol é assimilado, entdo o D-glucuronato ndo é assimilado.

Substancias como o amido ndo sao sintetizadas por qualquer uma das

espécies de Rhodotorula e sua capacidade fermentativa € limitada. As
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leveduras do género Rhodotorula sdo produtoras de urease e reativas ao azul
de diaz6nio B. Algumas espécies podem representar estagios anamoérficos de
Rhodosporidium, Leucosporidium e outros géneros com septos de poros
simples ?® e possuem uma rara capacidade bioquimica e produzem enzimas
com aplica¢des potenciais. Enquanto outros microrganismos produzem lipidios
como um dos componentes de suas células, estas leveduras acumulam mais
de 60% de sua massa celular em forma de gordura (principalmente
triacilglicer6is) e por isso sdo denominadas leveduras oleaginosas *!. Um
requisito fisiolégico fundamental para a superproducdo de lipideos nestas
leveduras é o excesso de carbono, e deficiéncia de um nutriente, geralmente o
nitrogénio, no meio de crescimento. Na auséncia de nitrogénio no meio de
crescimento, o organismo tende a entrar na fase estacionaria de crescimento e
a sintese de componentes celulares nitrogenados desacelera e o excesso de

32, 33

carbono disponivel é canalizado para os lipideos Estas leveduras

também sdo uma boa fonte da enzima fenilalanina aménia-liase, que é

utilizada no tratamento da fenilcetonuria 3% °.

Esta enzima pode ter sido
induzida na fase exponencial, na presenca do indutor de fenilalanina, que
habilitou o organismo a utilizar fenilalanina como a Unica fonte de carbono e
nitrogénio *°.

As espécies consideradas patdégenos emergentes sdo: R. mucilaginosa,

que frequentemente esta associada a infeccdes em humanos %% %

, € menos
frequentemente, R. glutinis e R. minuta °. Tais espécies tém sido implicadas

em um amplo espectro de fungemia e outras doengas em pacientes
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imunocomprometidos, no entanto, alguns casos de rodotorulose em pacientes
imunocompetentes ja foram descritos % *°.

R. mucilaginosa (Jorgensen) F.C Harrison (1928), que anteriormente era
denominada como R. rubra “°, tem distribuicdo mundial, em ambientes
terrestres, aquaticos e marinhos, a partir de uma ampla variedade de
substratos. Esta espécie possui uma longa lista de sinbnimos devido a
variabilidade entre as cepas na utilizacdo de carboidratos. Algumas destas
variacdes podem representar espécies diferentes, uma possibilidade que os
estudos de sequenciamento de nucleotideos devem responder nos proximos
anos, possivelmente eliminando alguns dos problemas taxonémicos do género
Rhodotorula 2. Fell et al. (1992) analisaram uma regi&o do rRNA de cepas de
Sporobolomyces alborubescens, R. grinbergsii, R. rubra, R. pilimanae, R.
matritensis e R. mucilaginosa demonstrou alinhamentos de sequencias
idénticos, o que indica espécies sindnimas entre estes taxons **.

R. glutinis (Fresenius) F.C Harrison (1928) é isolada a partir de uma ampla
variedade de substratos e é provavelmente a espécie mais prevalente do
género Rhodotorula. Esta espécie tem distribuicio mundial e seu primeiro
relato como patdgeno foi causando infeccdo cutanea em galinhas ?° e pode ser
identificada bioquimicamente pela assimilagédo de nitrato, que € positivo apenas

para R. glutinis “** %,

R. glutinis possui duas variedades: R. glutinis
(Fresenius) F.C Harrison (1928) var. glutinis (1958) e R. glutinis var.
dairenensis Hasegawa & Banno (1958), que sdao muito similares entre si,

diferindo apenas na assimilacao do nitrato, que para a var. dairenensis assimila

0 nitrato mais fracamente do que a var. glutinis, o 2-ceto-D-gluconato nao é

16



assimilado pela var. dairenensis e esta Ultima espécie necessita de tiamina
para o seu crescimento %. R. glutinis é a espécie do género que pertence a
ordem Sporidiobolales (Classe Microbotryomycetes), bem como a levedura R.
mucilaginosa. A circunscricdo classica de R. glutinis foi baseada principalmente
em algumas propriedades fisioldgicas e culturais. No entanto, varios estudos

4 -4 Mais

relataram heterogeneidade genética e fisioldégica de R. glutinis
recentemente, Sampaio et al. (2001) e Galdanho e Sampaio (2002)
reavaliaram a circunscricdo desta espécie utilizando um grande namero de
isolados que foram previamente identificados como R. glutinis por critérios
fenotipicos e descobriram que a maioria destes isolados néo pertenciam a esta
espécie. As mais comuns foram cepas anamorfas de Rhodosporidium
babjevae, mas outras espécies de Rhodotorula (R. dairenensis, R. graminis, e
Rhodotorula spp.) também foram identificadas erroneamente como R. glutinis.
Este estudo demonstrou que de um total de 45 isolados, apenas quatro foram
inequivocadamente identificados como R. glutinis. Portanto, ha possibilidade
de que a maioria dos estudos que relatam o isolamento de R. glutinis a partir
de fontes humanas, podem ter sido confundidas com outras espécies de
leveduras. Além disso, torna-se claro que a identificacdo precisa de R. glutinis
e espécies relacionadas € apenas possivel utilizando-se técnicas moleculares
50, 51.

R. minuta (Saito) F.C Harrison (1928) € uma espécie que também tem
distribuicdo mundial e ocorréncia em uma ampla variedade de substratos. No
entanto, a variabilidade fisiol6gica, como a expressada em modelos padrdes,

sugerem que as cepas identificadas como R. minuta podem representar uma
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diversidade de espécies, porém esta observacdo deve ser confirmada pela
anélise da sequencia de nucleotideos 2. Na literatura, os relatos de doencas

causadas por esta espécie de Rhodotorula incluem sepse da articulacdo do

| 52 53

quadril *¢, endoftalmite e sepse relacionada a cateter em paciente HIV

positivo °. R. minuta representa um terco das espécies de Rhodotorula
clinicamente importantes, que ao contrario da R. glutinis e R. mucilaginosa, R.
minuta é atribuida & ordem Cystobasidiales (Classe Cystobasidiomycetes) 2.

Podemos detectar visualmente as colbnias apdés 24 a 48 horas de
incubacgédo. Elas geralmente exibem aspecto liso e/ou mucoso e pigmento
carotenoide tipico, variando de cor amarelada a avermelhada, raramente forma
micélio e cresce rapidamente em quase todos os tipos de meios de cultura. A
temperatura maxima de crescimento varia de 25°C a 37°C % % ** (Fig. 1). As
leveduras do género Rhodotorula também n&o sédo capazes de fermentar
carboidratos e sédo produtores da enzima urease. Rhodotorula spp. é bastante
similar ao Cryptococcus em termos de crescimento, tamanho e forma da
célula, presenca de capsula e habilidade de assimilar uréia. A diferenca entre
estes géneros esta na incapacidade das leveduras do género Rhodotorula de
assimilar o inositol e fermentar actcares *°.

Microscopicamente, as células leveduriformes sdo esferoidais, ovais ou
alongadas, com brotamento multilateral ou polar; auséncia ou formacéao de
pseudo-hifa ou hifa e auséncia de balistoconidio. A auséncia de balistoconidio
€ o fator que a diferencia de outras leveduras do género Sporobolomyces que

apresentam pigmentacdo avermelhada. Algumas espécies podem apresentar-

se encapsuladas %°.
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Em 2004, Rhodotorula foi a levedura mais isolada em diferentes areas de
um hospital venezuelano, especialmente na Unidade de Terapia Intensiva
(UTI) *°. H& também relatos na literatura de pseudo-surto envolvendo a
contaminacdo de equipamento broncoscépico *® ~ *%. Outros relatos incluem
contaminacao de solugbes, quimioterapicos e possivel fonte comum de casos

de peritonite em pacientes sob didlise peritoneal " %% >°,

O fungo em questéo
também foi isolado de recipiente de agua em ambiente hospitalar e na
comunidade .

Em 2006, Nagahama e colaboradores descreveram uma nova espécie,
Rhodotorula pacifica sp. nov., isolada de sedimentos encontrados a 991
metros de profundidade ao noroeste do Oceano Pacifico. Nas cepas NY-96 e
NY-246, ndo foi observada a formacdo de blastoconidios e nem reproducdo
sexuada ®*. Outras espécies tém sido descritas, como por exemplo, em 2009,
Goulev e Scorzetti descreveram trés novas espeécies: Rhodotorula rosulata sp.
nov, Rhodotorula silvestres sp. nov e Rhodotorula straminea sp.nov. ®2. No ano
seguinte, (2010), Libkind e colaboradores isolaram uma espécie denominada
como Rhodotorula meli sp. nov , provinda do desgelo glacial da Patagonia
(Argentina). Neste estudo, foram encontradas oito cepas produtoras de
colbnias cor-de-rosa foram isoladas. Todas as cepas isoladas ndo assimilavam
inositol e nitrato, mas tinham a capacidade de assimilar D-glucoronato ®. Mais
recentemente, outra espécie foi descrita por Huang e colaboradores (2011), é a
Rhodotorula taiwanensis sp. nov., identificada em Taiwan através de estudos
morfoldgicos, fisioldgicos e filogenéticos. Esta espécie foi isolada da planta

Artemisia argyi, pertencente ao clado R. glutinis. Quando submetida ao método
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de Dalmau, apresentou resultado negativo para hifas ramificadas e pseudo-
hifas ®*.

Em humanos, Rhodotorula pode ser isolada de unhas, pele,
pulmdes, fezes, urina e das maos de profissionais da saude, como mostra o
estudo feito no Chile entre julho de 1999 a julho de 2000, onde foram
analisados 163 estudantes de medicina como grupo teste e 90 estudantes de
Engenharia como grupo controle. A coleta de material foi feita da palma das
maos destes estudantes e como resultado, obteve-se a R. mucilaginosa como
fungo mais prevalente em ambos os grupos, seguida da Candida parapsilosis.
Nesse mesmo estudo, os alunos de Medicina foram dividimos em trés
subgrupos: alunos do ciclo basico, alunos do ciclo pré-clinico e alunos do ciclo
clinico. O ultimo grupo foi 0 que obteve uma percentagem maior de prevaléncia
de Rhodotorula isolada da palma das maos (40%) enquanto que 50% dos
alunos da Engenharia (grupo controle) eram portadores deste fungo na palma
de suas méos ®°. Na cidade de Pelotas, Rio Grande do Sul (Brasil), também foi
realizado um estudo onde Rhodotorula sp. foi isolada de mé&os de profissionais
da saude. Este estudo avaliou cinco UTIs (Unidade de Tratamento Intensivo)
de trés diferentes hospitais de Pelotas. No hospital nimero 1, com apenas uma
UTI, foram avaliados vinte e cinco trabalhadores e destes, apenas um
apresentou Rhodotorula sp. No hospital numero 2, com duas UTIs (uma UTI
geral e uma UTI pediatrica), foram avaliados vinte e oito trabalhadores, sendo
gue destes, sete apresentaram a levedura em questdao nas maos e no hospital

namero 3, também com duas UTIs (UTI geral e UTI pediatrica), dois
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trabalhadores da UTI geral e dois trabalhadores da UTI pediatrica
apresentaram Rhodotorula sp. nas méaos °°.

A identificacdo correta do género e espécie de um fungo é requisito
importante para o conhecimento epidemiolégico das diferentes infecctes
fungicas e auxilia na escolha da terapéutica, uma vez que alguns fungos
apresentam resisténcia intrinseca a diferentes antifiingicos ** **. As espécies
de Rhodotorula sdo suscetiveis a anfotericina e flucitosina in vitro, mas nédo ao
fluconazol ou caspofungina; a sensibilidade aos triazélicos como voriconazol é
variavel > ?’. As espécies de Rhodotorula, incluindo R. mucilaginosa e R.
glutinis, sdo muitas vezes resistentes ao fluconazol e voriconazol, portanto a
anfotericina € o agente antifungico de escolha para o tratamento de infec¢bes

causadas por Rhodotorula °’.

Fig. 1 — Macroscopia das coldnias de R. mucilaginosa
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2.2 Rhodotorula e o meio ambiente

R. mucilaginosa é uma das espécies de basidiomicetos mais ubiquas (e
talvez a mais). Varios autores descrevem o isolamento de deste fungo em
diferentes ecossistemas, incluindo locais com condigcbes pouco favoraveis,
como as profundezas do Mar Baltico ®®, Lago da Patagdnia de alta altitude °°,
solo e vegetacdo da Antartica ° e ambientes aquaticos hipersalinos de alta
temperatura como Mar Morto (Israel), Lago Enriquillo (Republica Dominicana),
Great Salt Lake (Estados Unidos) ' e também em duas praias brasileiras:
Praia Bairro Novo e Praia Casa Caiada, ambas localizadas em Olinda,
Pernambuco. Neste estudo, R. mucilaginosa foi a terceira levedura mais
isolada na agua do mar, depois de Brettanomyces bruxellensis e Candida
fennica. Outros dois estudos reportaram a ocorréncia de espécies de
Rhodotorula em aguas marinhas poluidas por residuos domésticos "> 3. R.
mucilaginosa também é a espécie com maior frequéncia de aparecimento em
alimentos e bebidas. Varios estudos relataram a presenca desta espécie em

76 - 78

amendoim, cidra de maca ", cerejas °, frutas frescas , suco de frutas ”°,

79 - 81 8 83 8

gueijos , salsichas ®, moluscos comestiveis e crustaceos 24, entre
outros. As outras duas espécies de Rhodotorula sdo menos frequentes e
normalmente quando estdo presentes, R. mucilaginosa também estad. No
entanto, algumas excecdes sdo conhecidas, como por exemplo, Callon et al.
(2007) reportaram o isolamento de R. glutinis e R. minuta como Unicas

representantes das leveduras pigmentadas em amostras de leite de cabra %.
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R. glutinis também tem distribuicdo universal e tem sido isolada de uma
grande variedade de substratos. Algumas fontes conhecidas séo: ar, aguas
doces, aguas marinhas, ambientes terrestres, alimentos e bebidas, animais e
humanos .

Comparada com R. mucilaginosa e R. glutinis, R. minuta é a espécie menos
frequentemente isolada em ambientes naturais. Esta espécie tem sido
detectada no ar, 4gua do mar (incluindo ambientes profundos) ®* e agua doce

86

No Brasil, estudos ambientais documentaram a presenca de Rhodotorula
em frutas tropicais ®’, plantacdo de cana-de-actcar %, solo amazénico 2°, em
camardes e nas aguas da baia de Sepetiba no Rio de Janeiro . Também foi
isolada em ambiente hospitalar na cidade de Recife **.

Bai e colaboradores (2010) isolaram R. mucilaginosa de amostras leites
fermentados feitos pelos némades do Tibete (Planalto Tibetano), na China. O

numero de amostras utilizadas foi de 69 amostras de leites fermentados e

destas, 225 cepas de leveduras foram isoladas .

Embora o consumo de alimentos contaminados com leveduras podem néo
ter um papel direto na causa de infec¢cdes oportunistas, ha uma preocupacao
crescente de que os alimentos podem ser uma subestimada fonte ambiental

destes patégenos *.

De fato, Tomsikova et al. (2002) estudaram a
contaminacdo fungica de alimentos distribuidos para pacientes
imunocomprometidos, em hospitais, e obtiveram como resultado, a presenca

de leveduras (incluindo Rhodotorula spp.) em 82% das frutas, em 13% dos
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queijos e em 46% de produtos defumados . Deste modo, fica claro que os
alimentos com substanciais cargas de leveduras representam um risco aos

pacientes hospitalizados suscetiveis % = .

Para esclarecer o papel dos
alimentos na contribuicAo para infecgbes fungicas oportunistas, sao
necessarios mais estudos para esclarecer a (i) sobrevivéncia e o crescimento
de leveduras de origem alimentar no sistema gastrointestinal, (ii) o potencial
destas leveduras de se transferirem do sistema gastrointestinal para a corrente
sanguinea e (iii) a ocorréncia geral e ecologia destas leveduras em hospitais e
em ambientes de cuidados de satde %3. Quanto ao primeiro ponto, Rhodotorula

spp. ja foi isolada a partir de amostras de fezes %% %°

, 0 que indica que estas
leveduras conseguem sobreviver em condigbes extremas do trato
gastrointestinal. No entanto, ela ndo tem sido reportada como levedura

predominante da flora intestinal humana *%°

. Quanto ao segundo ponto, se
estas leveduras sé@o capazes de colonizar e se desenvolver no trato digestivo,
ainda é incerta a necessidade de investigacdes mais aprofundadas, bem como
a sua capacidade de passar do sistema gastrointestinal para a corrente
sanguinea. Por fim, € importante lembrar que Rhodotorula spp. foi um dos
microrganismos mais isolados das méos de enfermeiros e demais funcionarios
de hospital > 1%, Além disso, muitos pacientes estudados no mesmo dia de
sua admissdo no hospital foram considerados portadores de tais leveduras *°.
Rhodororula possui uma forte afinidade por plastico, tendo sido isolada de
varios equipamentos médicos, como maquinas de hemodidlise, broncoscépios

14, 58

de fibra otica e varias outras fontes ambientais, incluindo cortinas de

chuveiro, banheiras e escovas de dente 1,
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Uma consequéncia direta da ampla exposi¢do a estas leveduras é que em
pessoas, que por alguma razdo tém o sistema imunoldgico deprimido, nestes
casos, Rhodotorula podem se tornar um patégeno oportunista, causando uma
variedade de infec¢Oes sistémicas. Como consequéncia, 0s pacientes podem
sofrer um aumento na morbidade e mortalidade através da colonizagéo, alergia

e infeccdo invasiva por tais leveduras .

2.3 Rhodotorula em animais

As leveduras do género Rhodotorula sdo amplamente distribuidas no meio

105 - 107

ambiente e sua patogenicidade tem sido questionada, mas nos ultimos

anos foi relatado um crescimento do numero de infecgdes por Rhodotorula spp.

25, 105, 107 - 110

em humanos Entre poucas referéncias sobre a patogenicidade

de Rhodotorula spp. em animais, ha vérios relatos de surto de infec¢cbes

cutaneas em frangos 1~ 3

e um relato de infeccdo pulmonar em um ovino,
; ; 114
causada por R. mucilaginosa ~™".
Este fungo também pode ser encontrado em piscinas onde animais
marinhos s&o mantidos em cativeiro *°. As diferentes espécies deste género
sd0 normalmente comensais em animais terrestres e aquaticos ** = *?°. Mais

recentemente, R. mucilaginosa foi isolada de lesées cutaneas de cetaceos *°

e répteis %
Em 2010, Alvarez-Perez et al., relataram R. mucilaginosa como agente

causador de lesfes cutaneas em um ledo-marinho de oito anos e meio. O
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animal estava alojado em uma piscina sem cloro, com outras trés fémeas da
mesma espécie e um casal de focas cinzentas. A agua era recirculada através
de uma série de filtros de areia e sua temperatura era mantida entre 24 e 26°C
e salinidade a 20 g/L. O tratamento topico de escolha foi com sertaconazol,
gue resultou em recuperagdo completa do animal e preveniu a progressédo da
micose superficial pela remocéao da levedura, apesar de algumas publicacoes
terem relatado a resisténcia in vitro de cepas de Rhodotorula aos agentes
azélicos e as equinocandinas > 106105109, 123

R. mucilaginosa pode ser considerado um patdgeno oportunista que pode
causar lesbes cutaneas em pinipedes em cativeiro. Os pinipedes séo

124,125 ' mas ha varios relatos

relativamente resistentes a micoses superficiais
de infecgOes superficiais causadas por leveduras, em focas, ledes e elefantes
marinhos *%° = 1% Os provaveis fatores associados com esse tipo de lesdo sdo
a temperatura da piscina térmica, niveis elevados de cloro na &gua que
eliminam a flora bacteriana normal da pele, infec¢coes bacterianas e virais
prévias ou concomitantes, uso prolongado de antibidticos, desequilibrios
nutricionais, presenca de abrasfes cutaneas e varios fatores de estresse
intrinsecos e extrinsecos 2% 12> 127129,

Entre os poucos relatos de infeccdo em animais causada por Rhodotorula,
podemos citar um caso de epididimite, que consiste em uma infeccdo comum
em animais domésticos. Neste caso, o animal acometido foi um cdo com
guatro anos de idade que desenvolveu um inchamento severo no escroto e foi

tratado com diversos antibi6ticos, mas os sinais clinicos ndo melhoraram.

Posteriormente, os testiculos e o epididimo foram removidos cirurgicamente
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para andlise histopatoldgica e microbiologica. As coloragdes de PAS (Acido
periodico-Schiff) e GMS (Gomori — Grocott com metenamina argénica) - foram
positivas para leveduras e R. glutinis foi isolada do epididimo. Entdo se
diagnosticou epididimite granulomatosa devido a infeccdo por Rhodotorula,
porém este fungo néo foi isolado dos testiculos e com isso, ha possibilidade
deste ser resultado de contaminacdo devido a erros técnicos e ha relatos de
Rhodotorula ter sido raramente isolada de espécimes clinicos do trato
geniturinario 3% 3,

Em 1992, Bourdeau et al. relataram um caso de dermatite por R.
mucilaginosa em um gato, que apresentou lesbes crostosas, vermelho-
alaranjadas na ponte nasal e no nariz. O felino foi tratado com cetoconazol (via
oral) por 4 meses e ainda estava em remissdo apés 18 meses %2,

Outro estudo realizado em 1993, por Costa et al., isolaram fungos do leite
das vacas de diversos rebanhos leiteiros para identificar os diferentes géneros
e espécies envolvidos na mastite. Um total de 2.078 amostras de leite foi
coletado de 22 rebanhos leiteiros, de 16 municipios no Estado de Sao Paulo.
Destas amostras, foram isoladas 251 cepas de fungos (12,07%), sendo que
208 (82,86%) eram leveduras. Entre as leveduras isoladas, as mais
prevalentes foram Cryptococcus spp. (71 cepas) e Rhodotorula spp. (40
cepas). A mastite € um sério problema econdmico no contexto da pecuaria
nacional. Os prejuizos ocorrem tanto na quantidade quanto na qualidade do
leite produzido, com consequéncias no segmento da produ¢édo dos derivados
lacteos. Os agentes causadores de mastite sdo bactérias, fungos e algas,

sendo as bactérias os agentes isolados com maior frequéncia ***. A mastite
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micética ocorre sob a forma de surtos localizados ** e/ou apds tratamento
com antimicrobianos **. A mastite micética secundaria é a forma clinica mais
encontrada, se desenvolve ap0s a administragcdo de antimicrobiano
intramamario para tratamento ou prevencédo de casos de mastite bacteriana **’
~ 139 Amaral et al. (1998) realizaram um estudo que objetivou identificar a
frequéncia de microrganismos no meato acustico externo de gatos sadios.
Foram utilizados 50 felinos higidos (26 machos e 24 fémeas), sem defini¢cao
racial, com distintas idades e estes animais foram divididos em dois grupos
com 25 animais em cada um. O primeiro grupo era constituido por animais
domiciliares e o segundo grupo era constituido por animais querenciados.
Como resultado, encontrou-se Rhodotorula spp. com uma frequéncia de 20%
no primeiro grupo e uma frequéncia de 4,1% no segundo grupo. Ambos os
grupos de animais ndo apresentaram qualquer manifestacao lesional tipica de
otopatia, caracterizando esta proliferacdo em condicdes de higidez da
chamada microbiota fangica sapréfita **°. Em semelhante estudo, realizado em
2001 por Duarte et al. , com o objetivo de estudar a presenca de fungos no
canal auditivo de 45 bovinos adultos com otite parasitaria externa. Das 45
culturas feitas em &gar Sabouraud dextrose, sete (15,5%) foram positivas para
leveduras do género Candida, cinco (11,1%) foram positivas para R.
mucilaginosa, duas (4,4%) foram positivas para fungos do género Aspergillus
e oito ‘Micelia sterilia’, porém os autores recomendam gque mais estudos sejam
feitos para elucidar a importancia deste fungo na etiologia da otite bovina ***.
Em 2005, Brotto et al. pesquisaram a microbiota fungica saprofita no conduto

auditivo médio de macacos rhesus clinicamente saudaveis, destinados a
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pesquisa biomédica. Quarenta macacos rhesus foram divididos em dois
grupos, o primeiro formado por animais adultos, alojados em gaiolas
individuais localizadas em containers especiais de experimentacdo com
temperatura e umidade controladas e o segundo grupo era originado da
colonia de criacdo e formado por animais jovens, mantidos em ambientes
livres, sem controle da temperatura e umidade. Neste estudo, o cerimen do
conduto auditivo médio dos animais foi coletado através de swabs. Como
resultado, no primeiro grupo, o fungo mais prevalente foi Aspergillus (80%),
seguido da Candida (60%) e em terceiro lugar, Rhodotorula e Cladosporium
(5%). No segundo grupo, Candida sp. teve a maior prevaléncia (95%) e
Rhodotorula ficou em quinto lugar, com prevaléncia de 15% nestes animais
142.

Atualmente, as aves selvagens séo provavelmente os animais com o maior
potencial zoondtico, devido as longas distancias que percorrem quando
migram. Nos ultimos anos, tem havido relatos frequentes de muitas espécies
de aves selvagens colonizando areas urbanas e suburbanas. Em um estudo
feito em Balkans (Roménia, Hungria e Bulgaria), onde 1726 aves foram
abatidas e importadas ilegalmente para a Italia, avaliou-se o papel destas aves
como portadores de patdgenos para humanos e para animais. As amostras a
serem cultivadas foram coletadas diretamente da cloaca destas aves com
cotonete estéril e cultivadas em Agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol.
Como resultado, encontraram-se leveduras em 15,7% destes animais, com a
maior porcentagem em galeirdes (58,8%) e o menor em codornas (1,7%). R.

mucilaginosa e Candida albidus foram as leveduras mais isoladas. R.
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mucilaginosa também foi a levedura mais frequentemente isolada das excretas
de pombos %143,

Os pombos sédo uma fonte potencial de leveduras patogénicas. Costa et al.
investigaram o0s pombos, como uma origem potencial de leveduras
patogénicas e coletaram 47 amostras de excrementos de pombos e 322
amostras da cloaca de pombos entre os anos de 2006 e 2007. As amostras
também foram coletadas de arvores localizadas perto dos habitats de pombos,
na cidade de Fortaleza, Ceara (Brasil). Como resultado das amostras de
excrementos dos pombos, a levedura mais frequentemente isolada foi a
Candida albicans, seguida do Cryptococcus neoformans, e da R. mucilaginosa.
R. mucilaginosa apareceu em duas amostras coletadas da cloaca das aves e
em seis amostras de excrementos, totalizando oito amostras positivas. Nas
amostras provenientes de arvores, somente Candida glabrata foi isolada ***.

Posteriormente, em Bagsar Lumpur (Malasia), R. mucilaginosa e R. glutinis
foram encontradas em material fecal de aves selvagens. Neste estudo,
coletou-se 45 amostras de material fecal de aves selvagens de 12 sitios
diferentes da cidade e foram encontradas 14 espécies diferentes de leveduras,
entre elas estava R. mucilaginosa/glutinis, presente em 4,44% das amostras,
assim como Candida tropicalis e C. glabrata **°.

Melville et al. (2004) também relatam a presenca de Rhodotorula spp. como
agente colonizante em amostras de orofaringe e cloaca de avestruzes sadios,

sendo os animais em estudo, 9 fémeas adultas e 41 filhotes machos e fémeas.

Entre outros microrganismos encontrados, Rhodotorula spp. estava presente
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em 8% das amostras coletadas, tanto nas amostras de orofaringe como nas
amostras de cloaca destes animais **°.

Mais recentemente, Shokri et al. (2010) identificaram a flora de leveduras
no trato genital de dromedarios fémeas saudaveis e determinaram o namero
de unidades formadoras de colbnia (UFCs). As amostras foram obtidas do trato
genital de 50 dromedarios fémeas nao prenhas. Um total de 500 amostras
coletadas de diferentes partes do trato genital destes animais foi submetido a
cultura para fungos. Foram obtidas 454 colbnias de leveduras que pertenciam
a oito géneros diferentes. Destes oito géneros, Candida foi o mais frequente

(73,1%) e Rhodotorula apareceu em quinto lugar com 2,4% 7.

2.4 Rhodotorula em humanos

Anteriormente consideradas como nao patogénicas, as espécies de
Rhodotorula tém emergido como patdgenos oportunistas com a habilidade de
colonizar e infectar pacientes suscetiveis. A maioria dos casos de infeccéo por
Rhodotorula sdo fungemias associadas a cateteres, endocardites e meningites
198 " |nfeccdes ndo sistémicas como endoftalmites e peritonites (usualmente
associadas com a continua dialise peritoneal) tém sido relatadas em pacientes

imunocomprometidos * * %°,

R. mucilaginosa e R. glutinis representam aproximadamente 0,5% das

leveduras isoladas da cavidade oral e mais de 12% das leveduras isoladas das

103

fezes e swabs retais E importante observar que o isolamento de
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Rhodotorula de sitios humanos, especialmente mucosas, tem sido
frequentemente de significancia clinica questionavel, embora o isolamento
deste fungo a partir de sitios humanos estéreis ja foi previamente descrito **°.

O primeiro relato de fungemia por Rhodotorula foi feito por Louria, em 1960
> Subsequentemente, um aumento no nimero de casos foi publicado,
principalmente nas Ultimas duas décadas **°. No entanto, este aumento pode
ser um viés de publicacdo ap6s o reconhecimento de Rhodotorula como um
patdgeno. Outra possivel explicacdo é a dramatica expansdo de novas
modalidades de tratamento relacionadas a medicina intensiva e transplantes,
cateteres venosos centrais de curto e longo prazo com ou sem nutricdo
parenteral, antibidticos de amplo espectro e quimioterapia. Estudos de
fungemia demonstraram que a incidéncia de Rhodotorula foi entre 0,5 e 2,3%
nos Estados Unidos e Europa % % 131,

De 1970 até 1985, nenhum caso de infeccdo por Rhodotorula foi reportado
em pacientes hematologicos, porém o numero de casos de infec¢des por
Rhodotorula nestes pacientes comecou a crescer depois de 1985. O aumento
de fungemias por Rhodotorula relacionadas a cateteres esta associado com o
aumento de modalidades mais agressivas de tratamento, os quais incluem
unidades de terapia intensiva (UTIs), CVCs (cateter venoso central) de curto e
longo prazo, nutricdo parenteral, antibioticos de amplo espectro, transplante de
orgaos e quimioterapia. A maioria dos casos reportados na literatura foi datada

depois de 1994, quando os CVCs e terapias intensivas se tornaram

amplamente disponiveis.
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Fungemia por Rhodotorula é a forma mais comum de infeccdo. Na maioria
dos casos, esta associada ao uso de cateteres intravasculares em pacientes
que estdo recebendo quimioterapia ou antimicrobianos a longo prazo % % 1% 1>
25,59, 108, 149,12 ' A5 fungemias relacionadas a CVC sdo a forma mais comum de
infeccdo e causa de morte entre pacientes com doengas associadas com
Rhodotorula **°.

Vérios casos de fungemia relacionados ao uso de CVCs foram descritos
entre 1960 e 2011 e variam desde casos isolados até as séries de casos. Na
tabela 1 estdo listados 118 casos de fungemia relacionados ao uso de CVC
entre 0 ano de 1960 e 2011, com o0s respectivos agentes causadores e as
doengas de base dOS pacientes 2,4,5, 8-17,19, 20, 22, 24 - 26, 59, 152 — 170.

Em todos os casos listados, os pacientes faziam uso de CVC, de curta ou
longa duracdo, CAPD, ou entdo, nos casos descritos por Perniola et al. (2006),
0s neonatos acometidos por fungemia, faziam uso de cateter umbilical *°.

A primeira e maior série de casos de fungemia por Rhodotorula (23 casos),
gue ocorreu em um grande centro oncolégico americano e foi descrita por
Kiehn et al. (1992). Os autores relataram um aumento substancial do
isolamento desta levedura quando comparado a controles historicos. A grande
maioria dos pacientes apresentava alguma doenca de base, sendo o cancer a
mais comum. Dois pacientes estavam neutropénicos no momento do
isolamento do fungo em hemocultura. Neste estudo, 13 pacientes receberam
antifungicos sistémicos associados a remoc¢ao do CVC, cinco receberam penas

terapia antifingica, cinco pacientes tiveram apenas o CVC removido e em

apenas um caso o paciente teve a hemocultura periférica positiva concomitante
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com a hemocultura coletada do CVC. R. mucilaginosa foi a espécie
responsavel pela maioria dos casos. Nao houve recorréncia da infeccdo em
nenhum dos pacientes do estudo *°.

No Brasil, Colombo et al. relataram o primeiro caso de fungemia por R.
glutinis em 1997. O paciente era um menino de 11 anos, com leucemia aguda,
submetido a terceira reinducdo de quimioterapia. O desfecho foi o ébito do
paciente 7.

Em 2003, Zaas et al. publicaram a segunda maior série de casos (10 casos)
de fungemia por Rhodotorula spp. relacionada a CVC ocorrida em um hospital
norte-americano entre os anos de 1992 e 2001. Os autores ndo descreveram
mais detalhadamente as variaveis clinicas e nem o tratamento. Novamente a
espécie mais prevalente foi R. mucilaginosa, seguida da R. glutinis. Todos os
pacientes, exceto um, apresentavam alguma patologia de base, como
cardiopatia congénita, SIDA, neoplasias, doenca intestinal cronica e dois casos
de transplante (um pulmonar e o outro de medula 6ssea). Dois pacientes
estavam neutropénicos no momento do desenvolvimento da fungemia e cinco
pacientes estavam em uso de nutricdo parenteral. Entre os 10 casos descritos,
0S autores descrevem apenas em nove sobre a conduta tomada referente ao
CVC. Destes nove pacientes, em apenas trés nao retiraram o CVC mas
receberam terapia antifungica: fluconazol seguido de anfotericina B deoxicolato
(em um paciente) e anfotericina B deoxicolato (em dois pacientes). Dentre 0s
pacientes que retiraram o CVC (seis pacientes), trés pacientes foram tratados
com fluconazol endovenoso, um paciente foi tratado com anfotericina B

lipossomal, um paciente recebeu anfotericina B deoxicolato e um paciente n&o
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recebeu terapia antifingica. Ndo houve relato de ébito ou recaida da infec¢éo
25.

Perniola et al. (2006) reportaram 4 casos de fungemia relacionada a CVC
por R. mucilaginosa em uma unidade de terapia intensiva neonatal (UTI
neonatal) em um hospital italiano, registrados em janeiro de fevereiro de 2003.
A primeira hemocultura positiva ocorreu em 23 de janeiro e a Ultima em 11 de
fevereiro. Os recém-nascidos (RNs) que desenvolveram a fungemia
apresentaram sinais clinicos como taquicardia, letargia e evidéncia de
desconforto respiratério. Todos os quatro RNs apresentaram trombocitopenia,
dois apresentaram neutropenia e todos, exceto um, demonstrou aumento na
proteina C reativa. Todos os RNs acometidos pela fungemia por R.
mucilaginosa eram prematuros, trés RNs tiveram bacteremia prévia a fungemia
por R. mucilaginosa, e trés receberam fluconazol profilatico. A terapia
antifingica com anfotericina B lipossomal foi iniciada nos RNs entre seis e sete
dias ap6s as hemoculturas. No primeiro RN que desenvolveu a fungemia, a
terapia antifangica foi atrasada em funcdo da incerteza inicial sobre a real
viruléncia da levedura. Entdo uma segunda hemocultura positiva foi obtida para
este mesmo neonato antes que a terapia antifingica fosse iniciada. Todos os
quatro RNs tinham acessos venosos (CVC, cateter venoso umbilical, ou
ambos) desde o nascimento, porém a remog¢ao precoce ou substituicdo do
cateter seguida da confirmacdo de sepse por R. mucilaginosa foi possivel em
apenas dois RNs. As hemoculturas realizadas no final da terapia antifangica
foram todas negativas ®. Também em 2006, outro estudo retrospectivo, feito

por Lunardi et al., no Hospital de Clinicas de Porto Alegre, revisou os dados
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demograficos, fatores de risco, tratamento e desfechos associados a fungemia
por Rhodotorula durante os anos de 2002 a 2005. Neste periodo analisado,
Rhodotorula foi encontrada em 10 hemoculturas provindas de sete pacientes.
Os fatores de risco mais comuns foram as neoplasias sélidas e hematoldgicas
gue estavam recebendo corticosteroides e drogas citotoxicas, a presenca de
CVC, como também o uso de antibiéticos de amplo espectro. Dos sete
episddios, cinco foram tratados com agentes antifingicos e tiveram o CVC
removido e dois pacientes tiveram apenas o CVC removido. A terapia
antifangica incluiu anfotericina B e 5-flucitosina (dois pacientes), somente
anfotericina B (dois pacientes), fluconazol (um paciente) e voriconazol seguido
de anfotericina B (um paciente). Trés dos sete pacientes foram a 6bito, tendo
assim uma taxa global de mortalidade de 42%. O resultado foi favoravel para
o0s pacientes que tiveram apenas 0 CVC removido °.

Duboc de Almeida et al. (2008) descreveram 25 casos de fungemia por R.
mucilaginosa ocorridos no Hospital de Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo. Todos os isolados deste estudo foram
identificados como R. mucilaginosa. A maioria (88%) dos pacientes tinha CVC
e 10 pacientes (40%) eram haviam sido submetidos a transplante de medula
0ssea. Anfotericina B deoxicolato foi o antifngico mais utilizado e o CVC foi
removido em 89,5% dos pacientes e quatro (17,4%) pacientes foram a Obito
152.

Embora vérias publicagcdes tenham descrito Rhodotorula como causa de

micoses humanas, ha poucas publicacdes de revisdo da literatura em relagéo a
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epidemiologia, fatores de risco e desfecho relacionados as infec¢des por este

fungo.

Em recente estudo de revisdo abrangendo os casos de fungemias por
Rhodotorula spp. associadas a cateter entre os anos de 1966 e 2006, Tuon et
al. (2007) analisaram 66 pacientes, sendo que 28 estavam presentes na
literatura como relato de caso e 38 estavam reportados na literatura como série
de casos. Os autores encontraram R. mucilaginosa como agente responsavel
por 71,7% dos casos, R. glutinis com 7,5% e em 18,6% dos casos ndao houve
identificacdo da espécie de Rhodotorula. A média de idade dos pacientes
encontrada nesta revisdo foi de 31,8 anos (1 — 69 anos) e 59,6% das
fungemias investigadas ocorreram em pacientes do sexo masculino. O sitio da
coleta do sangue no momento da fungemia (veias periféricas ou CVC) foi
relatado em 36 casos (54,5%), sendo todas as hemoculturas positivas com
amostras provindas de veias periféricas. A doenca de base mais comumente
associada com a fungemia relacionada a cateter foi o cancer. Neoplasias
hematoldgicas foram encontradas em 21 pacientes (33,3%) e neoplasias
sélidas em 17 pacientes (27,7%). SIDA, insuficiéncia renal cronica, cirrose e
desordens gastrointestinais com o uso de CVC para nutricdo parenteral
também foram considerados fatores predisponentes. O tratamento com
antibidticos de amplo espectro foi realizado por 55% dos pacientes e apenas
um paciente (1,1%) que apresentou fungemia relacionada a cateter néao tinha

nenhuma doenca de base **°.
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Em geral, R. mucilaginosa é a espécie responsavel pela maioria dos casos
de infeccbes por este género e leveduras (~70%), seguida primeiro pela R.
glutinis (~10%) e R. minuta (~6%). Os relatos nos quais as espécies dos
isolados de Rhodotorula ndo foram identificadas correspondem a porcentagem
restante dos casos *’.

Secundariamente, imunossupressao, neutropenia e uso de corticosteroides
(com dose superior a 0,5 mg/kg/dia) foram relacionados com fungemia
relacionada a cateter e estavam presentes em 40% dos pacientes. O
transplante de 6rgao solido foi descrito em apenas um caso (pulméao), mas 11
pacientes foram submetidos ao transplante de medula 6ssea. Os cateteres de
longa duragcdo, como o cateter de Hickman, foram o0s mais comumente
utilizados por este grupo de pacientes (62,5%) e os cateteres de curta duragéo
(Swan-Ganz) foram empregados em 37,5% dos pacientes.

As doencas de base mais comuns entre 0s pacientes que desenvolveram
fungemia por Rhodotorula foram as neoplasias, principalmente as
hematoldgicas. Entre outras patologias de base, estdo os tumores soélidos,
SIDA, sindrome do intestino curto, Doenca de Crohn, entre outras. Na maioria
dos casos de fungemias relacionadas ao uso de CVCs, R. mucilaginosa foi o

agente causador mais comumente isolado, seguida da R. glutinis.

A mais recente revisao da literatura, publicada no ano de 2010, por Garcia-
Suarez et al., que analisaram 29 casos de fungemias causadas por
8 171.

Rhodotorula em pacientes hematoldgicos, publicados entre 1985 a 200

Com o0 uso de novos agentes antineoplasicos, como analogos de purinas, altas
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doses de quimioterapia com resgate de células-tronco hematopoéticas e
anticorpos monoclonais, ndo s6 levou a uma melhora na sobrevivéncia dos
pacientes, mas também a uma maior incidéncia de infec¢bes oportunistas
como infec¢Bes fungicas invasivas principalmente em pacientes hematologicos
2 172 =17 Como resultados desta revisdo, a média de idade encontrada nos
pacientes foi de 26,7 anos (2 — 69 anos) e 66% destas infecgdes ocorreram em
pacientes do sexo masculino. Em muitos casos (48,3%), ndo havia mencéao se
a amostra coletada no momento da fungemia era provinda de veia periférica ou
se a amostra havia sido coletada do CVC do paciente. A doenca hematoldgica
mais comumente encontrada foi a leucemia aguda (65,6%), seguida de linfoma
nao-Hodgkin (20,7%) e R. mucilaginosa foi novamente a espécie mais
encontrada nestes casos de fungemia (79,3%), seguida da R. glutinis (10,3%)
e espécies sem identificacdo (10,3%). Este estudo mostrou que 100% dos
pacientes que desenvolveram fungemia por Rhodotorula estavam fazendo uso
de algum acesso venoso central, portanto, o principal fator de risco citado
pelos autores foi 0 uso de cateteres venosos de curto e longo prazo, como o
cateter de Hickman, que foi o cateter mais utilizado por estes pacientes (77%).
Os cateteres de curto prazo estavam presentes em 23% dos pacientes que
desenvolveram fungemia por Rhodotorula e 18 pacientes (62,1%) estavam
neutropénicos quando desenvolveram fungemia. Quinze pacientes estavam
fazendo uso de antibioticos de amplo espectro, 14 pacientes (48,2%) faziam
uso de esteroides (com dose superior a 0,5 mg/kg/dia), 6 pacientes (20,6%)

haviam sido submetidos a transplante de células-tronco hematopoéticas, dois
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pacientes (6,9%) estavam recebendo nutricdo parenteral total e 13 (44,8%)
fizeram terapia profilatica com fluconazol.

Diferentemente das fungemias, as algumas das demais infec¢des causadas
por Rhodotorula ndo necessariamente estdo vinculadas ao uso de CVCs ou
doencas de base. Infeccbes nao sistémicas como infeccbes oculares e
peritonites em pacientes em uso de CAPD ndo tém associagdo com
imunossupressao. Contudo, condi¢cdes prévias que permitiram a colonizagédo

de Rhodotorula foram encontradas na maioria dos pacientes.

Em 2008, Tuon et al. realizaram a primeira revisao sistematica de todas as
infeccbes causadas por Rhodotorula, ndo somente das infec¢cdes associadas
ao uso de cateter venoso central e encontraram um total de 128 casos.
Novamente o principal fator de risco para fungemia por Rhodotorula foi a
insercdo de CVC, que foi encontrada em 83,4% dos pacientes com fungemia
108'

A meédia de idade encontrada pelos autores de 34,5 anos (1 — 74 anos) e
65% de todos os casos de infec¢cao por Rhodotorula ocorreram em pacientes
do sexo masculino. O tipo de infeccdo mais documentada foi a fungemia,
presente em 103 casos (79% de todas as infec¢des por Rhodotorula), entre os

quais, 86 casos (66%) foram associados ao uso de CVC 2~ % 8~10.14.16,17.19, 20

24, 25, 26, 59, 153, 155 - 157, 159 - 161 Tampém foram descritos sete casos de

endocardites 12, 15, 18, 24, 38, 161, 194

e em 10 pacientes, o sitio de origem da
fungemia n&o foi evidenciado ** ~ 13 23 %9153, 165 ' A mortalidade por fungemia

causada por Rhodotorula foi de 14,4%, enquanto que a fungemia n&o
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associada com CVC teve uma maior mortalidade (20%) do que endocardites
(14,2%) e fungemias associadas com CVC (13,5%). Depois da fungemia, as
infeccbes oculares (endoftalmites, ceratites e infec¢des corneais), com um total
de nove casos, foram as infeccfes mais comuns por Rhodotorula, seguidas de
6 casos (5% de todos os casos de infeccdo por Rhodotorula) de peritonites
associadas ao uso de CAPD " *®~1"® 'Um total de cinco casos de meningite e
um caso de ventriculite foram descritos. As doencas de base encontradas
foram: AIDS (dois casos), meningioma (um caso) e leucemia linfoblastica
aguda (um caso) e apenas um paciente ndo tinha nenhuma doenca de base.
No paciente que apresentou ventriculite, o fator predisponente foi 0 uso de um
cateter intraventricular. Embora os quatro casos de meningites ndo terem sido
considerados nosocomiais € nem relacionados a procedimentos invasivos,
parecem ter relagdo com cuidados de saude. Todos os casos de peritonites por
Rhodotorula estavam associados com insuficiéncia renal crénica e a pacientes
em uso de CAPD, na presenca do cateter Tenckhoff. Nos seis casos
publicados, o0os pacientes ndo haviam recebido antibiéticos prévio ao
desenvolvimento de peritonite flngica °®. As peritonites merecem atencéo
especial, pois acometem pacientes sob dialise peritoneal e esta associada ao
uso de CAPD. Pacientes em uso de CAPD correm o risco de desenvolver
peritonite por Rhodotorula, pois ja receberam antibioticoterapia prévia para
peritonite bacteriana. Individuos sob diélise peritoneal com uso de CAPD tem

uma incidéncia de em torno de um peritonite/ano/paciente 1’

As peritonites
fungicas sdo relativamente incomuns na didlise peritoneal e embora

representem em torno de 5% de todos os episddios de peritonites em
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pacientes em uso de CAPD, este fator contribui significativamente para a
morbidade, abandono do programa de CAPD e mortalidade **°. A
contaminacdo do cateter de dialise com organismos ubiquos do ambiente
serve como portal de entrada '”°. Rhodotorula é facilmente isolada do fluido
peritoneal, proporcionando assim a identificacdo precoce e o tratamento
antifangico. Em torno de 80% dos pacientes que sobrevivem a peritonite por
Rhodotorula abandonam o programa de CAPD e iniciam a hemodialise, o que
aumenta o risco de outras infeccdes %,

Na tabela 2 estédo listados todos os casos de infec¢cdes por Rhodotorula,
exceto fungemias, ocorridos entre os anos 1975 — 2011 & 7 18 21 5253, 148, 158,
166, 176, - 178, 181 — 205.

Imunossupressao foi encontrada em 40% dos relatos de infecgdo por
Rhodotorula, analisados por Tuon et al. (2008). As causas de
imunossupressdo encontradas foram o uso de corticosteroides (13 casos —
10%), neutropenia (20 casos — 15%), SIDA (9 casos — 7%) e desnutricdo (12
casos — 9%). Neoplasias sélidas foram encontradas em 13,2% dos pacientes
(17 casos) e neoplasias hematoldgicas em 32,8% (42 casos) e 12 pacientes
transplantados desenvolveram infeccdo por Rhodotorula (11 pacientes
transplantados de medula éssea, um paciente transplantado de pulmdo e um
paciente com transplante de rim). O intervalo de tempo da infeccdo fungica
apos o transplante de 6rgao foi de 1,6 anos e em todos os casos, a infecc¢éo foi
atribuida ao uso de drogas imununossupressoras. Embora 87% dos pacientes
gue desenvolveram infeccdo por Rhodotorula tenham tido imunossupressao ou

cancer, a condicdo mais associada com a infecgéo por este fungo foi o uso de
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CVC, encontrado em 83,4% dos casos de fungemia por Rhodotorula (86
casos) e apenas cinco pacientes com fungemia por Rhodotorula ndo tinham
nenhuma doenca de base, apenas 0 uso prévio de antibidticos de amplo
espectro em 38% dos pacientes com infeccdo por Rhodotorula e 15,1%
estavam recebendo nutricdo parenteral. As condigcdes menos comuns citadas
neste estudo, que estavam associadas com fungemia foram: cirurgia
abdominal, cirrose (dois pacientes), doencas auto-imunes e queimaduras %°°.
Evidentemente, as infeccbes ndo sistémicas causadas por Rhodotorula, como
infeccdo ocular e peritonite em pacientes que estavam em uso de CAPD né&o
tiveram associagdo com imunossupressao. Contudo, condi¢gbes prévias que
permitiram a colonizacdo por Rhodotorula foram encontradas na maioria dos
pacientes. Nesta revisdo encontrou-se R. mucilaginosa foi o patdogeno mais
comum em fungemias (74% dos casos), seguida da R. glutinis (7,7% dos
casos) e em 17% dos casos, a espécie de Rhodotorula nao foi identificada 1.
A endoftalmite fangica enddgena tem aumentado devido ao uso
generalizado de terapias imunossupressivas, nutricdo parenteral, uso de
drogas injetaveis e AIDS *3. Os organismos mais comuns sdo a Candida e o
Aspergillus *°® e Rhodotorula raramente causa infecgdes oculares, sendo que
0s casos mais comuns descritos na literatura incluem ceratites e endoftalmites.
Dacriocistite e infecgdo corneal lamelar também foram reportadas **® '*°. Dos
11 casos de infec¢Oes oftalmoldgicas, seis foram ceratites, trés endoftalmites,
uma infecgdo corneal e uma dacriosite. Destes 11 pacientes, apenas dois
apresentavam doenca de base (HCV e HIV). As infec¢cbes oculares por

Rhodotorula sdo extremamente raras. Romano et al. (1975) isolaram este
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fungo de apenas um em 304 olhos saudaveis, e de trés em 313 pacientes com
ceratoconjuntivite cronica, ceratoconjuntivite ou ceratite ', Os sinais clinicos
de ceratites fungicas sao: tratamento de longo prazo com esteroides,
infiltracdes profundas, lesbGes satélites, e progressdo, apesar da terapia
antimicrobiana tépica >* 87 190193 Em func&o da pouca penetracdo corneal do
tratamento antifingico topico, os casos de infiltracdo profunda do estroma
muitas vezes exige ceratoplastia penetrante a fim de evitar extensdes esclerais
e intraoculares. O tratamento poés-operatério com anfotericina B tdpica por
varias semanas é necessario para evitar recorréncias da infeccdo '**. As
endoftalmites enddgenas sao responsaveis por 2 — 15% de todos os casos de
endoftalmites e as endoftalmites fungicas representam mais da metade dos
casos de endoftalmites. A fungemia leva a uma semeadura metastatica de
organismos na coroide, e posterior infecgdo intraocular, embora em muitos
casos, 0s pacientes sdo sistematicamente assintomaticos e as hemoculturas
podem ser negativas. O envolvimento bilateral esta presente em 25% dos

casos 2%,

Apesar do avanco da terapia antibidtica e dos avancos cirargicos, o
progndstico para os pacientes com endoftalmite enddégena continua sendo
ruim, por fatores como a viruléncia do organismo, o estado imunolégico do
hospedeiro e atraso no diagnéstico 2%,

Outras infecc¢des frequentes sdo as infec¢des do sistema nervoso central
(SNC) (10 casos): sete casos de meningite, dois casos de meningoencefalite e
um caso de ventriculite. Nestes pacientes, a doenc¢a de base mais comumente

associada € a SIDA. As infecc¢des fungicas no SNC tiveram um aumento

acentuado apés o advento da SIDA, uso generalizado de antibiéticos de amplo
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espectro, corticosteroides e outros imunossupressores. Entretanto, infeccdes
do SNC por Rhodotorula continuam sendo incomuns . Rhodotorula spp. pode
ser a causa de doencga fungica invasiva em hospedeiros imunocomprometidos
e imunocompetentes, mas pode ser erradicada se for tratada agressivamente
22,148 191 'Um caso de recidiva de meningite por Rhodotorula spp. foi descrita
por Gyaurgieva et al. (1996). Eles erradicaram a infeccdo com terapia
supressiva e terapia de manutencdo com itraconazol **®.

A meningite por Rhodotorula deve ser considerada uma infeccédo hospitalar,
pois os cinco casos de infecgao no sistema nervoso central foram nosocomiais,
incluindo o caso de ventriculite. Apenas um caso de infeccdo comunitéria foi
reportado em 2001, por Lanzafame et al. Embora seja dificil de explicar como a
Rhodotorula tem acesso ao liquor sem haver uma quebra de barreira, como a
presenca de cateter ou neoplasma, em pacientes ndo hospitalizados % .

As endocardites por Rhodotorula spp. sédo infec¢cdes pouco comuns e de
acordo com os casos descritos na tabela 3, ndo tiveram relagdo com
imunossupressédo. O primeiro caso foi descrito em 1960, por Louria. O paciente
ndo recebeu terapia antifungica e foi a 6bito. A doenca de base neste caso, foi
a insuficiéncia cardiaca congestiva *°. Posteriormente, em 1975, Naveh et al.
relataram outro caso de endocardite, no qual o paciente ndo possuia doenca
de base. O tratamento foi feito com 5-flucitosina e o paciente teve recuperagéo
completa *2.

Em 2008, dois autores descreveram casos de infeccdo Ossea pos-
operatdria em uma paciente soropositiva para HIV e o outro paciente néo

possuia nenhuma doenca de base. Goyal et al. descreveram um caso de
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infeccdo que se apresentou como fratura sindicalizada do fémur (n&o unido do
fémur), causada por R. mucilaginosa. O paciente foi tratado com anfotericina B

199 gavini et al. relataram um caso

e precisou receber um enxerto 0sseo
similar, porém a paciente era soropositiva para HIV e havia fraturado a epifese
femoral esquerda. A infeccdo se manifestou como uma coxite crénica, depois
da paciente ter passado pela cirurgia de fixacdo interna. A terapia antifungica
foi feita com anfotericina B lipossomal, que erradicou a infeccdo e uma
substituicdo cirGrgica da prétese femoral foi indicada **°.

Em sitios incomuns, as infec¢gées por Rhodotorula descritas na literatura
sd0: hidrossalpinge **3, duas infeccées em prétese ortopédica °% ', dois casos
de infeccdo disseminada por Rhodotorula com isolamento do fungo na medula

22, 209

dssea . um caso de onicomicose 2°2, um caso de linfadenite 24, um caso

de infeccdo 6ssea poés-operatéria **°

, um caso de ulceragbes orais em um
paciente soropositivo para HIV **® e um caso de infeccdo em cabelos humanos
imitando o quadro de piedra branca *#*.

O caso de hidrossalpinge ocorreu em uma paciente de 24 anos, sem
doenca de base ou imunossupressdao, com historico de dois abortos. As
gueixas incluiam corrimento vaginal crénico e infertilidade secundaria. Na
cultura microbioldgica, isolou-se R. glutinis. Nao ha relato sobre qual a terapia
antifingica utilizada e o desfecho do caso %,

O caso de ulceracdes orais causadas por R. mucilaginosa ocorreu em um
paciente soropositivo para HIV, que apresentava contagem de células CD4 =

52 células/ml e fez terapia antirretroviral por quatro anos. Mesmo com o uso de

fluconazol, o paciente ndo apresentou nenhuma melhora em suas Ulceras orais
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e as Ulceras eram bilaterais e profundas. ApoOs repeticdo das culturas, o
paciente iniciou itraconazol e a terapia antirretroviral foi mantida. Com isso,
ocorreu uma importante melhora nos sintomas, com cicatrizacdo das
ulceracbes e a contagem de células CD4 também foi repetida e permaneceu
baixa (42 células/ml) **°.

O primeiro caso de onicomicose causada por R. mucilaginosa foi descrito
por Cunha et al. (2009), o que mostra que leveduras emergentes também
devem ser consideradas como agentes primarios oportunistas causadores de
onicomicose. O paciente era imunocompetente e a onicomicose afetou a unha
do hélux. Os testes de susceptibilidade realizados para 5-flucitosina,
anfotericina B, fluconazol, itraconazol e voriconazol apresentaram sensibilidade
a 5-flucitosina e anfotericina B e resisténcia aos azélicos e a terbinafina. Neste
relato, o isolado de R. mucilaginosa tinha a capacidade de decompor
queratina, que é uma caracteristica associada aos fungos dermatéfitos 2%,

Fung et al. (2009) descreveram um caso de linfadenite, ocorrido em um
paciente de 46 anos, soropositivo para HIV, com histérico de insuficiéncia renal
cronica, anemia, herpes zoster e encefalite toxoplasmica. O tratamento de
escolha foi com itraconazol 200 mg por via oral durante 8 meses. O paciente
n&o teve nenhuma recaida ap6s dois meses do término do tratamento 2°*.

Em 1990, Pires et al. relataram R. mucilaginosa como agente etiolégico
responsavel por um quadro de infeccdo em cabelos humanos, imitando o
guadro de piedra branca. O exame microscopico dos pélos infectados revelou

um aumento do volume de cabelo em algumas regides, caracteristico da

tricorrexe nodosa. Em outras regides, os pélos jA se apresentavam
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fragmentados e, com relativa facilidade podia-se observar leveduras
arredondadas com brotamento em base estreita. A levedura isolada foi

identificada como R. mucilaginosa, sem atividade lipolitica 2.

Rhodotorula spp. € um patdgeno oportunista, embora algumas infeccdes
ndo documentadas histopatologicamente parecem duvidosas *%®. A
imunossupressao e o uso de CVCs parecem ser 0s principais fatores de risco

para o desenvolvimento de infecgbes por esta levedura.

2.5 Patogénese

Rhodotorula foi recentemente reconhecida como patégeno humano,

37 Anteriormente

afetando especialmente pacientes imunocomprometidos
consideradas como ndo patogénicas, as espécies de Rhodotorula tém
emergido como patdgenos oportunistas com a habilidade de colonizar e
infectar pacientes suscetiveis. A maioria dos casos de infeccdo por
Rhodotorula reportados na literatura sao fungemias associadas a cateteres,

23 Esta levedura

endocardites, meningites, peritonites e endoftalmites
preenche os critérios de um patégeno emergente *’. No projeto de vigilancia
ARTEMIS, as leveduras do género Rhodotorula foram o patégeno ndao-Candida
mais comumente isolados de espécimes clinicos (4,2% de 8821 isolados) ©’.
Infeccdes por Rhodotorula ocorrem no mundo inteiro, mas sd&o mais

frequentemente isoladas na regido Asia-Pacifico (48,8%). R. mucilaginosa

(também conhecida como R. rubra) é a causa mais comum de fungemia
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causada pelas espécies de Rhodotorula, seguida da R. glutinis e R. minuta ®"
1% "Em geral, a mortalidade por fungemia causada por Rhodotorula chega a
15%. Pacientes com cancer (incluindo aqueles submetidos a transplante de
medula 6ssea) e pacientes com SIDA sdo os que tém mais risco de infecgédo
sistémica por Rhodotorula. Pacientes que passaram por cirurgia abdominal,
cirrose, doencas auto-imunes ou queimados também tém riscos '®. Os sinais e
sintomas clinicos de infeccdo por Rhodotorula ndo séo especificos, e variam
de sutis e leves a severos, incluindo choque séptico *°.

Fungemia por Rhodotorula é a forma mais comum de infeccdo. Na maioria
dos casos, esta associada ao uso de cateteres intravasculares em pacientes
que estdo recebendo quimioterapia ou antimicrobianos a longo prazo % % 1% 1>
25, 59, 108, 149, 152 " A fepre é a manifestacdo mais frequente associada com a
fungemia. Além do uso de CVCs, que funcionariam como porta de entrada de
Rhodotorula no organismo humano, causando assim fungemia, Lunardi et al.
(2006) consideraram a hipétese deste fungo penetrar na corrente sanguinea
através de uma ruptura da mucosa gastrointestinal, causada por drogas
citotoxicas. As espécies de Rhodotorula estdo presentes na flora
gastrointestinal normal e o uso de antibiéticos de amplo espectro pode
contribuir para um crescimento excessivo deste fungo no trato gastrointestinal
5.

Fatores  predisponentes para infeccbes  oportunistas  incluem
imunossupressdo, uso de antibidticos/antifingicos de amplo espectro e

presenca de dispositivos externos, tais como os CVCs % '®. Embora o uso

destes dispositivos seja o principal fator de risco para o desenvolvimento de
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infeccBes oportunistas ** *** 2! Rhodotorula tem sido implicada em varios

53, 181, 182, 185 — 188, 190, 192, 193 21, 148, 158,

casos de infec¢cbes oculares , meningites

166, 189, 191, 200, 201, 212 7,176 — 178, 195, 205

, peritonites , endocardites 8, ventriculites °,

2,3, 23

infecgdes associadas ao cancer , infec¢des associadas ao uso de CVCs

3, 11, 14, 23, 25, 149, 152, 160, 164, 191

e outros dispositivos de longa permanéncia e

vérias outras infeccdes sistémicas & 2 22 52 154,139, 165,

No entanto, é importante lembrar que em muitos casos, faltam evidéncias
de que esta levedura seja responsavel pelo processo patogénico. Em alguns
casos, a base para considerar Rhodotorula como uma levedura patogénica é
baseada na resolugcdo da febre, acompanhada pelo desaparecimento da
levedura da hemocultura, sem evidéncia clara de remocé&o do foco infeccioso.

Tal evidéncia é sugestiva de que o isolado encontrado na hemocultura seja o

agente etiolégico da febre, porém isso néo é definitivo 3’

2.6 Diagnéstico e tratamento

Na maioria das infeccdes comprovadas, Rhodotorula € isolada a partir de
um sitio estéril. Nesses casos, a decisdo de atribuir um papel causal para
Rhodotorula € relativamente simples, e o paciente deve ser tratado
apropriadamente para uma infeccdo fungica invasiva. Uma situacdo mais dificil
€ guando o organismo € isolado a partir de outros locais do corpo que podem

ser colonizadas por Rhodotorula, especialmente na auséncia de sinais ou
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sintomas de infecgdo. Neste cenario, € necesséario diferenciar a infeccao
verdadeira da colonizacéo *.

Por causa da constante expansdo do espectro dos patégenos fungicos
(incluindo as leveduras), o campo da micologia médica se tornou um campo de
estudo extremamente desafiador em relacéo as infec¢des causadas por fungos
oportunistas.

A identificacdo convencional das espécies e cepas de leveduras € baseada
em caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas e bioquimicas. Para identificar
seguramente as espécies, € necessario realizar de 50 — 100 testes fenotipicos.
Este procedimento é trabalhoso, demorado (geralmente demora 3 semanas ou
mais) e apenas uma pessoa experiente consegue interpretar adequadamente
os resultados dos testes %3, Além disso, identificaces ambiguas podem ser
obtidas devido a variabilidade das cepas.

A identificacdo convencional dos isolados de leveduras no laboratério
clinico é baseada em varios painéis bioquimicos e enzimaticos disponiveis
comercialmente. No entanto, algumas das desvantagens destes kits incluem:

bases de dados limitados % 2%

e ocorréncia frequente de identificacao
A 152, 216 - 221 A~ :
errbnea . As espécies de Rhodotorula crescem facilmente em
hemoculturas e em todos os meios adequados para levedura, como Agar
Sabouraud dextrose. Ndo ha nenhum teste soroldgico para diagndstico
disponivel #°.
Os métodos de diagndstico moleculares possuem diversas vantagens em

relacdo aos meétodos convencionais baseados em caracteristicas fenotipicas.

Devido a sua alta especificidade e sensibilidade, estes métodos moleculares
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deveriam ser usados rotineiramente nos laboratérios clinicos como um
complemento das informacdes fornecidas pelos métodos convencionais e,
sobretudo, ajudar no diagnéstico de casos duvidosos #%.

A necessidade de terapia antifungica para fungemia causada por
Rhodotorula ainda € incerta. Conforme relatado por alguns autores, um nimero
consideravel de sobreviventes de fungemia por Rhodotorula ndo receberam
tratamento com antifngicos > 1% 23 %26,

As recomendacbes de tratamento para infeccdes por estes organismos
menos comuns ainda nao estdo padronizadas, e a maioria dos relatos
descrevem menos de 10 organismos e nem todos utilizam as padronizacgoes e
metodologias do NCCLS (National Committee for Clinical Laboratory
Standards) ' ?* = 2% portanto se torna dificil avaliar o papel da terapia
antifangica nos pacientes com infeccdo pelo genus Rhodotorula. O manejo
ideal dos pacientes com cateteres permanentes infectados com Rhodotorula
ndo estd bem definido. H& vérios relatos que documentam a resolucdo da
fungemia e da infeccdo pela remogdo do cateter intravascular sem terapia
antifungica % 2198152 por gutro lado, varios relatos sugerem que somente a
terapia antifingica pode ser suficiente % 1% 37108

N&o ha padronizagéo especifica do teste de sensibilidade para leveduras do
género Rhodororula, mas devido as caracteristicas partilhadas com o género
Cryptococcus, ambos heterobasidiomicetos, tém sido testados através do

protocolo proposto pelo NCCLS para Cryptococcus neoformans 2> 27 223224,
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Apesar das limitagdes, a padronizacdo proposta pelo NCCLS é considerada
o método de referéncia para os testes de sensibilidade aos antifungicos, devido
a boa reprodutibilidade intra e interlaboratorial #2° =228,

O grupo europeu para teste de sensibilidade aos antifungicos, EUCAST
(European Committee for Antimicrobial Testing), propds algumas modificacdes
no teste de sensibilidade aos antifungicos para leveduras em relacdo ao
método de referéncia do NCCLS %7 2%,

Dois estudos feitos por Cuenca-Estrella et al. (2002, 2003) demonstraram
boa concordancia entre os métodos NCCLS (1997, 2002) e EUCAST (2002),
variando entre 92% e 96,8%, dependendo da combinagdo droga-levedura,
além de reprodutibilidade interlaboratorial %2° %33 |

Na tabela 3, temos em sintese os estudos feitos de entre 1998 e 2010,
constando o autor, metodologia empregada, as espécies testadas, agentes
antifungicos e os respectivos CIMs ou resultados pelo método de disco difusdo

25, 27,105 - 107, 109, 110, 123, 152, 160, 162, 164, 167, 198, 202, 203, 224, 234 — 238

Todos os ensaios in vitro demonstraram que a anfotericina B tem a melhor

) 25, 27, 105, 107, 123, 152, 160, 162, 164, 198, 202, 203, 224, 234 — 237
atividade

, com CIMs que
variam entre 0.03 e 8 mg/L. Quando os isolados de Rhodotorula sao testados
pelos métodos do NCCLS #*? os isolados sdo o0s mais suscetiveis a
anfotericina B e flucitosina enquanto que os CIMs de fluconazol, caspofungina
e micafungina séo altos, representando entdo resisténcia a estes agentes, por
isso € importante lembrar que Rhodotorula spp. € intrinsecamente resistente a
equinocandinas e relativamente resistente a maioria dos azdlicos, exceto

| 27, 123, 130, 239

isavuconazo Recentemente, profilaxia ou tratamento com
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fluconazol tem se mostrado um fator de risco para o desenvolvimento de
fungemia por Rhodotorula, além da presenca de CVC, alimentacao parenteral,

59,198,162 Agsim como

antibidticos de amplo espectro, neutropenia, e cirurgia
ocorre com o género Candida, os isolados de leveduras ndo-Candida que séo
resistentes ao fluconazol também exibem uma suscetibilidade diminuida ao
voriconazol ¢, limitando assim o papel desta classe no tratamento de infeccées
fungicas que quebra a cobertura dos agentes azoélicos **°. O papel dos agentes
azélicos de espectro estendido ainda € incerto, pois carece de dados clinicos
adicionais. Dos agentes azolicos de espectro estendido, ravuconazol € o
agente mais potente in vitro contra leveduras do género Rhodotorula e talvez
possa ser uma alternativa terapéutica no tratamento de infecgcbes por
Rhodotorula *’.

Uma vez que infeccbes por Rhodotorula podem graves e fatais,
provavelmente o melhor a ser feito € descontinuar o uso de CVCs, se possivel,

e tratar o paciente com anfotericina B #'°

, com ou sem flucitosina. Apesar de a
flucitosina ter excelente atividade in vitro, ndo deve ser utilizada para
monoterapia ***. A anfotericina B lipossonal deve ser considerada como opcéo
de tratamento de infecgcbes por Rhodotorula, devido a sua menor
nefrotoxicidade quando comparada com a anfotericina B deoxicolato
convencional, mantendo a mesma atividade antifiangica contra Rhodotorula

spp.?*°. Alguns casos foram reportados na literatura, nos quais este antifiingico

funcionou com éxito para a cura de varios tipos de infec¢cdes por Rhodotorula

14, 16, 19, 209
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TABELA 1: Fungemias causadas por Rhodotorula (1962 — 2011) — 118 casos

Referéncia (Ano)

Agente

Doenca de base

Louria (1960)
Shelbourne (1962)
Louria (1967)
Louria (1967)
Leeber (1969)
Pien (1980)
Pien (1980)
Rusthoven (1984)
Anaissie (1989)
Anaissie (1989)
Silva (1989)
Silva (1989)
Silva (1989)
Silva (1989)
Silva (1989)
Leibovitz (1991)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Kiehn (1992)
Braun (1992)
Polo (1993)

Rhodotorula spp.
Rhodotorula spp.
Rhodotorula spp.
Rhodotorula spp.
Rhodotorula spp.

R. glutinis

Rhodotorula spp.
Rhodotorula spp.

R. mucilaginosa
R. mucilaginosa
R. mucilaginosa
R. mucilaginosa
R. mucilaginosa
R. mucilaginosa
R. glutinis

R. minuta

R. minuta

mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa

AV 000000D07D0

ICC/Endocardite
DM/Endocardite
Cancer de pele
Cancer gastrico
COR
NPT
IC/COR
LMA
Melanoma
LLA
NPT
NPT
NPT
NPT
Cancer renal
AIDS
Sarcoma
LLA
Céancer uterino
Doenca de Crohn
LMA
Cancer ovariano
Linfoma
LMA
Anemia aplasica
LMC
LMA
Cancer metastatico
Cancer 0sseo
LMA
Cancer testicular
LLA
LLA

Sindrome de intestino curto

Sarcoma
Linfoma
Sarcoma de Kaposi
Cancer 0sseo
Linfoma
NPT
AIDS



Marinova (1994)
Sheu (1994)
Goldani (1995)
Walsh (1995)
Walsh (1995)
Walsh (1995)
Colombo (1997)
Fanci (1997)
Lui (1998)
Ahmed (1999)
Papadogeorgakis
(1999)
Alliot (2000)
Alliot (2000)
Kiraz (2000)
Paschou (2001)
Chung (2002)
Chung (2002)
Hsueh (2003)
Lo Re (2003)
Zaas (2003)
Zaas (2003)
Zaas (2003)
Zaas (2003)
Zaas (2003)
Zaas (2003)
Zaas (2003)
Zaas (2003)
Zaas (2003)
Zaas (2003)
Pasqualotto (2005)
Pasqualotto (2005)
Pasqualotto (2005)
Perniola (2006)
Perniola (2006)
Perniola (2006)
Perniola (2006)
Lunardi (2006)
Lunardi (2006)
Lunardi (2006)
Lunardi (2006)
Lunardi (2006)
Lunardi (2006)
Lunardi (2006)
Luckman (2007)
Neofytos (2007)
Kofteridis (2007)

Rh
Rh

Rh
Rh
Rh

Rh
R.
R.
R.

AOODD

A 0D

A 00

R.
R.
R.
Rh
Rh
Rh

AL 0DDDD

odotorula spp.
odotorula spp.

R. minuta

odotorula spp.
odotorula spp.
odotorula spp.

R. glutinis

odotorula spp.

mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa

R. glutinis

mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
R. glutinis

mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
R. glutinis

mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
R. glutinis

mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa

odotorula spp.
odotorula spp.
odotorula spp.

mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
mucilaginosa
R. glutinis

NPT
LMA
AIDS
AIDS
AIDS
AIDS
LLA
LLA
AIDS

Adenocarcinoma/Carcinoma epiderméide

Cancer de célon

Linfoma
Tumor SNC
Linfoma
Linfoma/NPT
LMA
LMA
Tumor nasofaringeo
Sindrome do intestino curto/NPT
Transplante pulmonar
AIDS
Tumor SNC/NPT
NPT
Nao
NPT
NPT
NPT
LLA
Tumor SNC
LMA
Sarcoma de Ewing
Cancer
Prematuridade/FLU/BP
Prematuridade/BP
Prematuridade/FLU/BP
Prematuridade/FLU
Leucemia/COR
Leucemia/ TMO/COR
Sarcoma de Ewing
Cancer de intestino/NPT
Lipossarcoma
Tumor testicular
Leucemia/COR/Fusariose
LMA
Anemia falciforme
BP

56



Kofteridis (2007)

Pamidimukkala (2007)

Riedel (2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)
Duboc de Almeida
(2008)

R. glutinis
R. glutinis
R. glutinis

. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa
. mucilaginosa

. mucilaginosa

ATB de amplo espectro prévia
LES
Transplante de 6rgao solido
LNH
Anemia aplasica
Neuroblastoma
Cirrose por HBV
LMA
Linfoma Burckitt
LNH
Linfoma Hodgkin
N&o +
Anemia falciforme
Sindrome intestino curto
LNH
Linfoma Hodgkin
LLA
LNH
LMA
LMA
Linfoma Hodgkin
LMA
Hepatopatia congénita
Anemia aplasica

LMA
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Duboc de Almeida R. mucilaginosa LNH

(2008)
Duboc de Almeida R. mucilaginosa LNH intestinal
(2008)
Duboc de Almeida R. mucilaginosa LNH
(2008)
Pulvirenti (2010) R. glutinis DM/Cirrose hepatica
Al-Obaid (2011) R. glutinis LLA
Mori (2011) R. mucilaginosa SMD/TMO

LLA — Leucemia linfocitica aguda; ATB — Antibioticoterapia; LMA — Leucemia
mieldide aguda; LNH — Linfoma ndo-Hodgkin; TMO — Transplante de medula
0ssea; NPT — Nutricdo parenteral total; LES — Lapus eritematoso sistémico; DM —
Diabetes mellitus; LMC — Leucemia mielbéide crbénica; BP — Bacteremia prévia;
SNC - Sistema nervoso central; FLU — Profilaxia com fluconazol; COR — Uso de
corticoide; IC — Insuficiéncia cardiaca; AmB — Anfotericina B; SMD — Sindrome

mielodisplasica; HBV — Virus da hepatite B; + - Abcesso hepatico por S. aureus
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TABELA 2: Outras infec¢des causadas por Rhodotorula (1975 — 2011) — 38 casos

Referéncia (Ano) Agente Doenca Doencade Tratamento Desfecho
base
Romano (1975) R. mucilaginosa Ceratite N&o AT + NIS Cura
Segal (1975) R. mucilaginosa Ceratite N&o AT + NIS Cura
Naveh (1975) R. mucilaginosa Endocardite N&o 5-FC Cura
Pore (1976) R. mucilaginosa Meningite LLA AmB Obito
Eisenberg (1983) R. mucilaginosa Peritonite IRC C+IPA Cura+H
Eisenberg (1983) R. mucilaginosa Peritonite Diabetes C+IPA Cura+H
Eisenberg (1983) R. mucilaginosa Peritonite N&o C+IPA Obito
Gogate (1987) R. glutinis Hidrossalpinge N&o ND ND
Donald (1988) R. mucilaginosa Ventriculite Meningioma 5-FC Cura
Pires (1990) R. mucilaginosa Infeccdo em N&o ND ND
cabelos
Casolari (1992) R. glutinis Ceratite N&ao AT + AmB Cura
+5-FC
Gregory (1992) R. minuta Endoftalmite N&ao CET Vitrectomia
Guerra (1992) R. glutinis Ceratite ND AmB +5 — Ceratoplastia
FC
Pennington (1995) R. mucilaginosa Peritonite IRC C+AmB Cura+H
Muralidhar (1995) R. mucilaginosa Dacriocistite ND MICO + Cura
NAT
Gyaurgieva (1996) R. mucilaginosa Meningite AIDS 5-FC Cura
Huttova (1998) R. mucilaginosa Meningite NEU MICO Cura
Ahmed (1998) R. mucilaginosa Meningite AIDS MICO Obito
Panda (1999) Rhodotorula spp. Infeccéo N&o AT Cura
corneal
Pinna (2001) R. minuta Endoftalmite HCV AT + CET Vitrectomia
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Lanzafame (2001)
Zoyoa (2001)
Merkur (2002)

Cutrona (2002)

Bawazeer (2003)
Soylu (2004)
Lifshitz (2005)
Alothman (2006)
Kaur (2007)

Pamidimukkala (2007)
Thakur (2007)
Savini (2008)
Goyal (2008)

Baradkar e Kumar (2008)
Shinde (2008)
Cunha (2009)

Fourtounas (2009)

Fung (2009)
Unal (2011)

R. glutinis
R. mucilaginosa
R. mucilaginosa
R. minuta

Rhodotorula spp.
Rhodotorula spp.

R. mucilaginosa

Rhodotorula spp.

R. mucilaginosa
R. glutinis

R. mucilaginosa

R. mucilaginosa

R. mucilaginosa

Py,

. mucilaginosa
R. glutinis

. mucilaginosa

. mucilaginosa

. mucilaginosa

. mucilaginosa

0020

Meningite
Peritonite
Endoftalmite
Sepse
articulacéo
quadril
Ceratite
Peritonite
Ceratite
Peritonite
Ulceracgdes
orais
Meningoencef
alite
Meningoencef
alite
Coxite cronica
pos-operatoria
Infeccdo Ossea
pos-operatoria
Meningite
Meningite
Onicomicose
Peritonite
Linfadenite
Peritonite

Nao
IRC
AIDS
ND

Nao

Nao

Nao

TOS
AIDS

Lapus
AIDS

AIDS +
cirurgia
Cirurgia

AIDS + TB
AIDS
Nao
IRC

AIDS/IRC
IRC

AmB
C+CET
AmB + AT
AmB + Bac

AT
C+IPA
AmB + AT
C+AmB
FLU + ITRA

AmB +5 -
FC
AmB

AmB

AmB
AmB
ND
C+AmB
ITRA
C+AmB

Cura
Cura
Enucleacéo
Reimplantacao

Cura
Cura+H
(;ura
Obito
Cura
Obito
Obito
Cura
Enxerto 6sseo
Cura
Cura
ND
Cura

Cura
Cura+H
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ICC: Insuficiéncia cardiaca congestiva ; AT: Anfotericina B topica; NIS: Nistatina; LLA: Leucemia linfocitica aguda; IRC:
Insuficiéncia renal cronica; C: Remocao do cateter de Tenckoff; H: Hemodialise; IPA: Anfotericina B intraperitoneal; 5 —
FC: 5 — Flucitosina; NEU: Neuroblastoma; AmB: Anfotericina B; HCV: Hepatite C; TB: Tuberculose; ND: Nao disponivel;
CET: Cetoconazol; MICO: Miconazol; NAT: Natamicina; FLU: Fluconazol; ITRA: Itraconazol; TOS: Transplante de 6rgao

sélido; ATB: Antibioticoterapia; DM: Diabetes mellitus; Bac: Bacitracina
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Tabela 3 — Resumo de estudos sobre teste de susceptibilidade de Rhodotorula spp.

Referéncia (Ano) Metodologia Espécies Agentes Intervalo CIM (mg/L)

antifangicos

Espinell-Ingroff (1998) NCCLS M27-A R. mucilaginosa (5) AmB 0.25-1
FLU 05->64
ITRA 0.25-4
VOR 0.25-4
Carrillo-Mufioz et al. (1999) Sensititre YeastOne R. mucilaginosa (1) AmB 0.06
5-FC 0.06
FLU 2256
ITRA 0.125
CETO 0.03
Galan-Sanchez et al. (1999)  Sensititre YeastOne R. mucilaginosa (14), AmB 0.125-0.5
R. glutinis (13) e R. S-FC 0.06-0.25
FLU 64 — 256
minuta (6) ITRA 0.25-1
CETO 0.125-0.25
Koc et al. (2000) Etest Rhodotorula spp. (3) AmB 0.125-0.5
FLU 0.25-16

GETO 0.125 -2



Garcia-Martos et al. (2001)

Zaas et al. (2003)

Hsueh et al. (2003)

Preney et al. (2003)

Serena et al. (2004)

Sensititre YeastOne

NCCLS M27-A

Etest

Etest

M27-A2

R. mucilaginosa (3),
R. glutinis (2)

R. mucilaginosa (8),

R. glutinis (2)

R. glutinis (5)

R. mucilaginosa (21),
R. glutinis (9)

R. glutinis (10)

ITRA

AmB
5-FC
FLU
CETO
ITRA

AmB
5-FC
FLU
ITRA
VOR

AmB
5-FC
FLU

CETO
ITRA

FLU
ITRA

AmB

63

0.06-1

0.03-0.5

0.06 -0.25

64 - > 256

0.06 - 0.25

0.03-0.5

0.05-1

0.125-0.25

32->64
05-4
1->8

0.125
0.06

> 256
0.25

05-8

2 256
=23 - 232

0.12-0.5



Gomez-Lopez et al. (2005)

Diekema et al. (2005)

Perniola (2006)

FLU
ITRA
VORI

RAV

M27-A2 R. mucilaginosa (25), AmB
5-FC
FLU
ITRA
VORI
RAV

R. glutinis (4)

M27 — A2 R. glutinis (29), R. AmB
AmB (Etest)
5-FC

minuta (5), CAS

Etest mucilaginosa (24), R.

Rhodotorula spp. (6) FLU
ITRA
POSA
RAV
VORI

Sensititre YeastOne R. mucilaginosa (4) AmB

64

> 128
1->16
1-8
0.06 -0.5

0.03-8
0.06 - > 64
8->064
0.06 - >8
0.25-8
0.03-8

05-2
0.12-8
<0.06 - 0.5
8-16
32-=264
0.5-16
0.5-16
<0.06 -2
0.25-16

0.25



FLU > 256

ITRA 2
CETO 0.25
VOR 2
5-FC 0.125
Neofytos (2007) ND R. mucilaginosa (1) AmB <0.05
CAS > 16
FLU =64
VOR <2
Savini (2008) Sensititre YeastOne R. mucilaginosa (1) FLU > 256
ITRA > 16
VOR 8
AmB 0.25
5-FC <0.03
Riedel (2008) Disco difusédo — CLSI R. glutinis (1) VOR S (£0.06)
FLU R (ND)
Duboc de Almeida et al. M27-A2 R. mucilaginosa (25) AmB 0.5
FLU > 64

(2008)

Pfaller et al. (2009) CLSI M44 - A R. mucilaginosa (61), FLU S (14,8 -44%)
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Da Cunha (2009)

Fourtounas (2009)

Krzysciak et al. (2010)

Carrillo-Mufioz et al. (2010)

ATB Fungus 3

System

ND

ATB Fungus INT 2

CLSI M44 - A2

R. glutinis (37),
Rhodotorula spp.
(283)

R. mucilaginosa (1)

R. mucilaginosa (1)

R. glutinis (5), R.
minuta (14), R.
mucilaginosa (45)

R. minuta (2), R.

VOR

66

R (50,4 — 82%)
S (23 — 54,1%)
R (39,5 — 68,9%)

0.125
256
0.064
2
32
0.5
05-2
05-1
2->128
0.125->4
S (1)



mucilaginosa (2)

Lee et al. (2010) CLSI M44 - A Rhodotorula spp. (3) FLU R — 100%
VOR R —66,7%
S -33,3%

AmB: Anfotericina B; FLU: Fluconazol; ITRA: Itraconazol; VOR: Voriconazol; 5-FC: 5 — Flucitosina; CETO: Cetoconazol;
RAV: Ravuconazol; CAS: Caspofungina; POSA: Posaconazol; TER: Terbinafina; R: Resistente; S: Sensivel; ND: N&o

disponivel
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3. JUSTIFICATIVA

O conhecimento da patogénese das infeccdes sistémicas por Rhodotorula é
apenas baseado em estudos de relato de casos ou de pequenas séries,
considerando-se a raridade da infec¢do. Além disso, pouco se sabe a respeito da
eficacia terapéutica dos antifingicos no seu tratamento. O desenvolvimento de um
modelo experimental em animais seria uma importante ferramenta para
entendermos os aspectos fisiopatoldgicos dessa doenca assim como a eficicia de

antifingicos no seu tratamento

4. OBJETIVOS

- Desenvolver um modelo experimental de rodotorulose disseminada em
ratos Wistar.
- Quantificagdo do grau infeccdo e indculos necessarios para causar

rodotorulose disseminada.
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Abstract
Previously considered nonpathogenic, Rhodotorula species have emerged as

opportunistic pathogens with the ability to colonize and infect susceptible
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patients. Rhodotorula species are ubiquitous saprophytic yeasts that may be
recovered from many environmental sources. Several authors describe the
isolation of this fungus in different ecosystems, including sites with unfavorable
conditions. Compared to R. mucilaginosa, R. glutinis and R. minuta is less
frequently isolated in natural environments.
Among a few references about the pathogenicity of Rhodotorula spp. in animals,
there are several reports of an outbreak of skin infections in chickens and a
report of a lung infection in sheep but there is no review article about this subject
in the literature. Most of cases of infection due to Rhodotorula in humans are
fungemia associated to central venous catheter (CVC) use. Risk factors included
solid and hematologic malignancies who were receiving corticosteroids and

cytotoxic drugs, the presence of CVC and the use of broad-spectrum antibiotics.

Search strategy

To describe Rhodotorula in the environment, we searched in PubMed
with the terms “Rhodotorula” and “Rhodorotula environment”. The articles with
duplicate information were excluded because the aim of this review is to mention
the different places in the environment where Rhodotorula can be found and

how this organism supports different environmental conditions.

A search of all reported cases of rhodotorulosis in animals from 1980 to
June 2011 was done in PubMed, with the terms “Rhodotorula”, “Rhodotorula

mucilaginosa”, “Rhodotorula veterinary” and “Rhodotorula animals”, for studies

102



on the epidemiologic, pathogenesis, case reports and review studies. No review
article was found in these searches.

A search of all reported cases of rhodotorulosis in humans from 2000 to
June 2011 was done in PubMed, with the terms “Rhodotorula”, “Rhodotorula
mucilaginosa”, “Rhodotorula infection” and “Rhodotorula epidemiology”. We also
found 3 review articles on this search and they were included in our study.

Rhodotorula and the environment.

Rhodotorula species are ubiquitous saprophytic yeasts that may be

recovered from many environmental sources. This yeast has a strong affinity for
plastic, having been isolated from various medical equipments such as dialysis
equipments, fiber-optic bronchoscope and several other environmental sources,
including shower curtains, bathtubs and toothbrushes [1-3].

Several authors describe the isolation of this fungus in different
ecosystems, including sites with unfavorable conditions, such as the depths of
the Baltic Sea , Lake Patagonia high-altitude , soil and vegetation of Antarctica
and aquatic hyper saline environments of high temperature as the Sea Dead
(Israel), Lake Enriquillo (Dominican Republic), Great Salt Lake (USA) and
brazilian beaches located in northern Brazil. In this study, R. mucilaginosa was
the third most isolated yeast in seawater. Two other studies have reported the
occurrence of Rhodotorula species in marine waters polluted by household
waste [4-8].

R. mucilaginosa is commonly isolated in foods and beverages. Several

studies have reported the presence of R. mucilaginosa in peanuts, apple cider,
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cherries, fresh fruits from, fruit juice, cheese, sausages, edible mollusks, and
crustaceans [9-15]. Although the consumption of food contaminated with yeast
may not have a direct role in causing opportunistic infections, there is growing
concern that food may be an underestimated source of environmental
pathogens [16].
Compared to R. mucilaginosa, R. glutinis and R. minuta is less frequently
isolated in natural environments. This species has been detected in air, sea
water (including deep environments) freshwater and goat milk [17-19].
Environmental studies in Brazil have documented the presence of Rhodotorula
sp. in tropical fruits, sugar cane and and shrimp in the waters of Sepetiba Bay in
Rio de Janeiro [20-22]. In fact, Tomsikova et al. reported Rhodotorula sp.
contamination of food provided to immunocompromised patients in hospitals.
Food contaminated with substantial concentration of Rhodotorula represents a
risk to susceptible patients hospitalized [23]. Further studies are needed to
clarify the role of food contamination by Rhodotorula and the development of
opportunistic fungal infections. These studies should focus in the survival and
growth of Rhodotorula in the gastrointestinal system, its potential to transfer from
the gastrointestinal to bloodstream and a better understanding of ecology of
Rhodotorula in hospitals and healthcare environments [24]. In fact, Rhodotorula
spp. has been isolated from stool samples indicating that these yeasts can
survive in the extreme conditions of the gastrointestinal tract and is still uncertain
its ability to pass the gastrointestinal tract into the bloodstream [25, 26]. A direct

consequence of the wide exposure to Rhodotorula, patients who for some
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reason have a depressed immune system can develop Rhodotorulosis, causing
a variety of systemic infections. Moreover, it is important to remember that
Rhodotorula spp. is the most common microorganisms isolated from the hands

of hospital employees and patients [27].

Rhodotorula in animals

Among a few references about the pathogenicity of Rhodotorula spp. in
animals, there are several reports of an outbreak of skin infections in chickens
and a report of a lung infection in sheep, caused by R. mucilaginosa [28, 29].
Rhodotorula was reported as the causative agent in some case reports in the
literature, as epididymitis, skin lesions in a sea lion, dermatitis in a cat that had
crusted lesions and mastitis [30 — 33]. This fungus can also be found in pools
where sea animals are kept in captivity [34].

Mastitis is a serious economic problem in the context of the national
livestock. Losses occur both in quantity and quality of milk produced, with
consequences on production segment of the dairy products. The causal agents
of mastitis are bacteria, fungi and algae, bacteria being the most frequently
isolated agents [35].

Some authors reported Rhodotorula genus as a colonizant agent in
oropharynx and cloaca from ostriches, in fecal samples and cloaca of wild birds
and pigeons in urban and suburban areas, in the ear canal of adult cattle with

parasitic otitis, in healthy rhesus monkeys and in healthy cats. This yeast was
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also reported in the yeast flora of the genital tract of healthy female camels [36—
42].

Currently, wild birds are probably the animals with the greatest zoonotic
potential, due to travel long distances during migration. In recent years, there
have been frequent reports of many wild bird species colonizing urban and
suburban areas [38].

In summary, Rhodotorula pathogenicity in animals is based only on case
reports, there is still no review article in the literature. Perhaps this
microorganism has not an important pathogenicity for Veterinary Medicine.

Figure 1 shows a picture of skin lesions in a Southern sea lion caused

by R. mucilaginosa which was published by Alvarez-Perez et al., 2010.

Rhodothorula in humans

Previously considered nonpathogenic, Rhodotorula species have
emerged as opportunistic pathogens with the ability to colonize and infect
susceptible patients. Most cases of infection with Rhodotorula fungemia are
associated with catheters, endocarditis and meningitis [43]. No systemic
infections such as endophthalmitis and peritonitis (usually associated with
continuous peritoneal dialysis) have been reported in immunocompromised
patients[44].

The isolation of Rhodotorula human sites, especially the mucous
membranes, has often been of questionable clinical significance, although the

isolation of this fungus from human sterile sites has been previously described
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[45]. The first report of fungemia by Rhodotorula was made by Louria in 1960
[46]. Subsequently, an increasing number of cases have been published,
especially in the last two decades. However, this increase may be a publication
bias after recognition of Rhodotorula as a pathogen [47]. Another possible
explanation is the dramatic expansion of new treatment modalities related to
critical care medicine and transplantation, CVCs for short and long term with or
without parenteral nutrition, broad-spectrum antibiotics and chemotherapy.
Studies have demonstrated that fungemia incidence of Rhodotorula was
between 05 and 23% in the US. and Europe [48].
From 1970 until 1985, no cases of Rhodotorula infection was reported in
hematological patients, but the number of cases of Rhodotorula infection in
these patients began to grow after 1985. The increase of fungemia by
Rhodotorula related to catheters is associated with an increase of more
aggressive treatment modalities, which include intensive care units, central
venous catheters, short-and long-term parenteral nutrition, broad-spectrum
antibiotics, organ transplants and chemotherapy. Most cases reported in the
literature dated after 1994, when CVCs and intensive therapies have become
widely available [49].
Fungemia by Rhodotorula is the most common form of infection. In most

cases, is associated with the use of CVCs in patients who are receiving
chemotherapy or long-term antimicrobial. The CVC-related fungemia are the
most common form of infection and cause of death among patients with

diseases associated with Rhodotorula [43, 46, 47, 50, 51].
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Table 1 shows 66 cases of fungemia related to CVC use between 2000
and 2011. In all cases listed, the patients were using CVC, short or long-term
CAPD, or, in cases described by Perniola et al. (2006), newborns affected by
fungemia had an umbilical catheter [59]. Zaas et al. (2003) published a large
number of cases (10 cases) of fungemia by Rhodotorula spp. CVC-related
occurred in a U.S. hospital. The most prevalent species was R. mucilaginosa,
followed by R. glutinis. Most of the patients had some underlying disease such
as congenital heart disease, AIDS, cancer, chronic intestinal disease and two
cases of transplant (one lung and one bone marrow). Two patients were
neutropenic at the time of the development of fungemia and five patients were
receiving parenteral nutrition. All the patients received antifungal treatment. Only
in three patients the CVC was not removed. There were no reports of death or
relapse of infection [50].

Perniola et al. (2006) reported four cases of CVC-related fungemia by R.
mucilaginosa in a neonatal intensive care unit (NICU) in an Italian hospital. All
the newborns were infected with fungemia by R. mucilaginosa were premature,
three newborns had bacteremia prior to fungemia, and 3 received prophylactic
fluconazole. All 4 neonates had venous access (CVC, umbilical venous catheter,
or both) since birth, but early removal or replacement of the catheter followed by
confirmation of sepsis by R. mucilaginosa was possible in only two newborns.
Blood cultures performed at the end of antifungal therapy were negative [59].

Another retrospective study reviewed the demographics, risk factors,

treatment and outcome of seven patients with Rhodotorula fungemia associated
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with over the years from 2002 to 2005 in a Brazilian hospital. Risk factors
included solid and hematologic malignancies who were receiving corticosteroids
and cytotoxic drugs, the presence of CVC, and the use of broad-spectrum
antibiotics. Three of the seven patients died, with overall mortality rate of 42%.
The result was favorable for patients who have just had the CVC removed [44].
Duboc de Almeida et al. (2008) described 25 cases of fungemia by R.
mucilaginosa in Brazil. The majority patients had CVC and 10 patients (40%)
had undergone bone marrow transplantation. Amphotericin B deoxycholate was
the most commonly antifungal used and the CVC was removed in 89.5% of
patients. Four (17%) patients died [51].
In a recent review article covering the cases of fungemia by Rhodotorula

spp. associated with catheter between the years 1966 and 2006, Tuon et al.
(2007) analyzed 66 patients with Rhodotorula fungemia. R. mucilaginosa was
responsible for most of cases, followed by R. glutinis. The most prevalent
underlying diseases were hematologic malignancies and solid tumors. AIDS,
chronic renal failure, cirrhosis and gastrointestinal disorders with the use of CVC
for parenteral nutrition were also considered predisposing factors [47].
The most recent literature review published in 2010 by Garcia-Suérez et al.,
analyzed 29 cases of Rhodotorula fungemia in patients with hematological
disorders. This study showed that 100% of patients who developed fungemia by
Rhodotorula were making some use of central venous access, such as the

Hickman catheter [49].
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Unlike fungemia, some of the other infections caused by Rhodotorula
are not necessarily linked to the use of CVCs or the underlying disease. In
2008, Tuon et al. performed the first systematic review of infections caused by
Rhodotorula in 128 patients. The authors analyzed all articles about Rhodotorula
infections published until January 2006. The most common Rhodotorula
species found by the authors was R. mucilaginosa, followed by R. glutinis and R.
minuta. Immunossupression was found in 40% of patients and the most
common underlying condition associated with Rhodotorula infection was the use
of CVC.

Table 2 lists all cases of Rhodotorula infections except fungemia,
occurring between the years 2000 to 2011. In 2008, two authors described
cases of postoperative bone infection in a patient seropositive for HIV and the
other patient had no underlying disease. Goyal et al. described a case of
infection that had unionized as fracture of the femur (the femoral non-union),
caused by R. mucilaginosa. The patient was treated with amphotericin B and
had to receive a bone graft [80]. Savini et al. reported a similar case, but the
patient was seropositive for HIV and had fractured the left femur. The infection
manifested as a chronic coxite after the patient has undergone surgery for
internal fixation. Antifungal therapy was performed with liposomal amphotericin
B, which eradicated the infection and a surgical replacement of the femoral
prosthesis was indicated [79].

The first case of onychomycosis caused by R. mucilaginosa was

described by Cunha et al. (2009), which shows that emerging yeast should also
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be considered as primary agents causing opportunistic onychomycosis. The
patient was immunocompetent and onychomycosis affecting the nail of the
hallux [83].

Conclusions

Rhodotorula species are ubiquitous saprophytic yeasts that may be

recovered from many environmental sources. R. mucilaginosa is commonly
isolated in foods and beverages. Several studies have reported the presence of
R. mucilaginosa in peanuts, apple cider, cherries, fresh fruits from, fruit juice,
cheese, sausages, edible mollusks, and crustaceans. Rhodotorula was reported
as the causative agent in some case reports in the literature, as epididymitis,
skin lesions in a sea lion, chicken and cats. This fungus can also be found in
pools where sea animals are kept in captivity. Previously considered
nonpathogenic, Rhodotorula species have emerged as opportunistic pathogens
with the ability to colonize and infect susceptible patients. Rhodotorula in
humans are fungemia associated to central venous catheter (CVC) use. Risk
factors included solid and hematologic malignancies who were receiving
corticosteroids and cytotoxic drugs, the presence of CVC and the use of broad-
spectrum antibiotics. Unlike fungemia, some of the other localized infections
including bone, skin, and perioperative infections caused by Rhodotorula are not

necessarily linked to the use of CVCs or the underlying disease.
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Table 1 — Reports of Rhodotorula Fungemia (2000 — 2011)

Reference Number of Species Underlying disease
described cases
44 7 R. mucilaginosa LEU/COR/ES/LIP/TC/F
50 10 R. mucilaginosa SBD/LT/TPN/AIDS/CSC/ALL/
(8)/ R. glutinis NO
(2)

51 25 R. mucilaginosa NHL/AA/NEU/HBC/AML/BLY/

HLY/NO+/SCA/SBD/ALL/CLD

INHL
52 2 R. glutinis/R. LY/CSC
mucilaginosa
53 1 R. mucilaginosa LY
54 1 R. mucilaginosa LY/TPN
55 2 R. mucilaginosa AML
56 1 R. glutinis NC
57 1 R. mucilaginosa SBD/TPN
58 3 Rhodotorula AML/ES/C
spp.

59 4 R. mucilaginosa PRE/FLU/PB
60 1 R. mucilaginosa AML
61 1 R. mucilaginosa SCA
62 2 R. glutinis PB/PBSAT
63 1 R. glutinis SLE
64 1 R. glutinis SOT
65 1 R. glutinis DM/LC
66 1 R. glutinis ALL
67 1 R. mucilaginosa MS/BMT

LEU: Leukaemia; COR: Corticoid; ES: Ewing Sarcome; LIP: Liposarcoma; TC:

Testucular Cancer; F: Fusariosis; SBD: Short bowel disease; LT: Lung transplant;

TPN: Total parenteral nutrition; AIDS: Acquired imune deficiency syndrome; CSC:

Central nervous system cancer; ALL:

disease; NHL: Non-Hodgkin

lymphoma,;

Acute lymphocytic leukaemia; NO: No

AA: Aplastic anemia; NEU:

Neuroblastoma; HBC: Hepatitis B virus cirrhosis; AML: Acute myeloid leukaemia;
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BLY: Burckitt Lymphoma; HLY: Hodgkin Lymphoma; + : The patient had liver
abscess caused by S. aureus; SCA: Sickle cell anemia; CLD: Congenital liver
disease; INHL: Intestinal Non-Hodgkin lymphoma; LY: Lymphoma; NC:
Nasopharynx Cancer; C: Cancer; PRE: Prematurity; FLU: Fluconazole profilaxis;
PB: Previous bacteremia; PBSAT: Previous broad spectrum antibiotic therapy;
SLE: Systemic lupus erythematous; SOT: Solid organ transplant; DM: Diabetes
mellitus; LC: Liver cirrhosis; MS: Myelodysplastic syndrome; BMT: Bone marrow

transplant

Table 2 — Reports Rhodotorula infections other than fungemias from 2000 to
2011

Reference Species Underlyin Disease Treatment Outcome
g disease
68 R. minuta HCV Endophtalmitis TA + Vitrectomy
Ketoconazol
69 R. glutinis NO Meningitis AmB Cure
70 R. CRF Peritonitis C+ Cure
mucilaginosa Ketoconazol
71 R. AIDS Endophtalmitis SA+TA Enucleation
mucilaginosa
72 R. minuta NA Arthroplasty AmB + Bac Reimplantation
infection
73 Rhodotorula NO Keratitis TA Cure
spp.
74 Rhodotorula NO Peritonitis C +IPA Cure + H
spp.
75 R. NO Keratitis SA+TA Cure
mucilaginosa
76 Rhodotorula SOT Peritonitis C+AmB Death
spp.
77 R. AIDS Oral ulcerations FLU + ITRA Cure

mucilaginosa
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79

80

81

82

83
84

85

86

87

R. AIDS Meningoencephalit  AmB + 5FC Death
mucilaginosa is

R. AIDS + FPI AmB Cure
mucilaginosa Surgery

R. Surgery PFEN AmB Bone grafting
mucilaginosa

R. AIDS + TB Meningitis AmB Cure
mucilaginosa

R. glutinis AIDS Meningitis AmB Cure

R. NO Onychomycosis NA NA
mucilaginosa

R. CRF Peritonitis C+AmB Cure
mucilaginosa

R. AIDS + Lymphadenitis ITRA Cure
mucilaginosa CRF

R. CRF Peritonitis C+AmB Cure + H

mucilaginosa

HCV: Hepatitis C infection; TA: Topical amphotericin; NO: No underlying disease;
AmB: Amphotericin B; CRF: Chronic renal failure; C: Catheter removal; AIDS:
Acquired imune deficiency syndrome; SA: Systemic amphotericin; NA: Not
available; Bac: Bacitracin; IPA: Intraperitoneal amphotericin; H: Hemodialysis;
SOT: Solid organ transplant; FLU: Fluconazole; ITRA: Itraconazole; SLE: Systemic
lupus erythematous; 5FC: 5-Fluorocytosine; FPI: Femoral prosthesis infection;

PFN: Persistent femoral nonunion; TB: Tuberculosis

Fig 1 — Skin lesions in a Southern sea lion published by Alvarez-Perez et al.,

2010.
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6. Artigo 1l
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Experimental Rhodotorulosis infection in rats

FERNANDA WIRTH and LUCIANO Z. GOLDANI
Infectious Diseases Unit, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Universidade
Federal do Rio Grande do Sul,

Porto Alegre, Brazil

Abstract: The low pathogenicity of Rhodotorula spp. is probably related to
its reduced ability to grow at 37 °C, an attribute typically enhancing virulence of
pathogenic strains. Animal experimentation is a valuable tool to study the
pathogenesis of unusual human mycosis, such as Rhodotorula infection. The
authors describe the first experimental model of disseminated Rhodotorula
infection described in the literature and comment the relevant histopathologic
aspects of the infection. Our results showed that the most affected organs by R.

mucilaginosa were the lungs, spleen, and especially the liver which presented
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severe degree of infection. Considering the animals were highly
immunocompromised, histopathology of the involved affected organs revealed few
epithelioid cells and multinuclear giant cells in association with abundant yeast

forms with occasional granuloma formation.

Key words: Rhodotorula; experimental infection; rat; animal model.

Rhodotorula is a genus of yeasts, color classified in the family of
Cryptococcaeceae, subfamily of Rhodotorulalodeae (1) Rhodotorula species are
often present in ambient air, as well as colonizing skin, sputum, urine, and feces
(2) During the last two decades, Rhodotorula spp. have emerged as opportunistic
pathogens, particularly in immunocompromised patients (3). Fungemia associated
with catheters, endocarditis, peritonitis, meningitis, and endophthalmitis is one of
the most common infections reported in the literature (4). The Rhodotorula genus
contains eight species, of which R. mucilaginosa is the most common cause of
infections (1). In a study conducted in our institution, a total of 76 454 blood culture
bottles collected in 5 years, 10 bottles from seven patients showed growth of R.
mucilaginosa (5). Most of the fungemia caused by Rhodotorula is mainly
associated to the use of central venous catheters, lymphoproliferative disorders,
and solid tumors associated to the use of steroids and chemotherapy (4, 6-26).
The catheter is considered the gateway to most of fungemia by Rhodotorula.
However, translocation of this fungus in the gastrointestinal tract into the
bloodstream appears to be another port of entry in patients without central venous
catheter. The development of experimental animal models has proven to be a

useful and appropriate tool for studying the pathogenesis and analysis of the
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effectiveness of antifungal drugs in various fungal infections, such as candidiasis,
paracoccidioidomycosis, coccidioidomycosis, and blastomycosis. Considering that
Rhodotorulosis is an unusual infection in which most of the current knowledge is
based on description of case reports, the authors develop animal model to

understand the main aspects of Rhodotorula

MATERIALS AND METHODS

Animals

Nine Wistar rats (Universidade Federal de Pelotas, RS, Brazil) weighing
250-350 g were used for all experiments. The rats were housed (five per cage) in
pre-sterilized cages and had access to free diet and water ad libitum in the
biohazard isolation suite at the experimental laboratory in Hospital de Cli'nicas de
Porto Alegre, Brazil. Animals were kept under strict hygienic conditions. Animals
were checked daily, and mortality was recorded for up to 40 days. The groups

were divided into five animals for infected group and four animals for the control

group.

Fungal inoculum

The isolate of R. mucilaginosa was isolated from an immunocompromised
patient with Rhodotorula fungemia. Two days prior to challenge, the isolate was
cultured in Sabouraud’s dextrose agar. On the day of the challenge, culture plates
were excised with a sterile scalpel blade and rinsed twice with saline solution. The

final pellet was resuspended in saline, the concentration of yeasts in 1 mL of saline

130



solution was counted using a hemacytometer, and the number of viable yeast cells
administered to the rats was determined after plating the solution in Sabouraud
dextrose plates. Rats were inoculated with 1 mL suspension containing 1.4 - 10*

colony forming unit of R. mucilaginosa.

Immunosuppression

Cyclophosphamide was administered by intraperitoneal injections to both
groups of animals at a dose of 50 mg/ kg twice a week for 15 days. Rats in the
infected group were inoculated by intraperitoneal route with Rhodotorula after 15
days of immunosuppression. On day 16, the dose was decreased to 25 mg/ kg
twice a week to both groups and this dose was maintained throughout the

remainder experiment.

Histopathologic analysis

As the animals were dying, the organs were collected and one fragment of
each one was sent to the Pathology Service of Hospital de Cli'nicas de Porto
Alegre. The collected organs were: liver, lungs, heart, kidneys, and spleen. The
fragments of organs were preserved in 10% buffered formalin for 24 h before being
processed. Paraffin blocks were cut into 5-um thick sections which were stained
using hematoxylin and eosin and Grocott-methenamide silver. The fungal burden
classification was due to the number of yeast cells by field in the 400- magnification
in the microscope. The classifications used were: severe, moderate, few, and
none. Severe infection had more than 20 yeast cells by high power field (hpf), the

moderate infection had from 10 to 20 yeast cells/hpf, the few infection had from 1
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to 10 yeast cells /hpf, and none had no yeast cell /hpf). The study was approved

by the local institutional ethics committee.

Results

Rhodotorula-Infected group and control group did not differ significantly in
body weight during the experiment (data not shown). No animal was sacrificed
after the 40th day. Mortality was observed for 40 days and did not differ
significantly between infected and control groups. In the infected group of animals,
the deaths occurred on days 4th, 18th, 25th, 32nd, and 36th after the fungal
inoculum. In the control group of animals, the deaths occurred on days 1st, 4th,
11th, and 28th after the infected group received the fungal inoculum (Fig. 1). As
shown in Fig. 2, histopathologic analysis of the immunosuppressed animals
induced by cyclophosphamide revealed that the liver, lungs, and spleen presented
severe to moderate degree of Rhodotorula infection characterized by a mixed
inflammatory infiltrate composed with neutrophils, lymphocytes, macrophages /
monocytes, rare epithelioid cells with numerous small yeast- cell forms. A
granulomatous reaction was occasionally observed in the liver (Fig. 3). The
granuloma was compact, circumscribed and composed by epithelioid and giant
cells. In contrast, the heart and kidney presented a mild degree of infection
characterized by the presence of occasional small yeast forms with minimal to no

inflammatory reaction (Fig. 4).

DISCUSSION
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The generally low pathogenicity of Rhodotorula spp. is probably related to its
reduced ability to grow at 37° C, an attribute typically enhancing virulence of
pathogenic strains (3). Several clinical and environmental isolates of R. glutinis
complex have been reported to grow at 37 °C, however, it should be noted that the
species R. toruloides often misidentified as R. glutinis, and hence included in the
R. glutinis complex, can grow at 37°C. Other explanations probably derive from the
scarce ability of these yeasts to secrete degradative enzymes, such as
proteinasel10 and phospholipases, which may be associated with pathogenic
processes caused by opportunistic yeasts. Animal experimentation is a valuable
tool to study the pathogenesis of relevant human mycosis (27). To date, this is the
first experimental model of Rhodotorula infection developed in animals. The main
features of our animal model of disseminated Rhodotorula infection are
summarized in Table 1. Although hematogenous route through central venous
catheter infection and translocation from the gastrointestinal tract are the main
portal entry of Rhodotorula in humans, intraperitoneal injection of the fungus has
gained acceptance in different models of experimental mycosis, because it is an
easy procedure with reproducibility and effectiveness. Considering the high
concentration of the inoculum necessary to cause infection, we were not able to
inject this inoculum through the tail vein of the animals. Rats were susceptible to
the infection after intense suppression of cellular immunity induced by
cyclophosphamide and inoculation of a high concentration of yeasts (28). We have
previously tried cortisone-induced immunosuppression and lower doses of
cyclophosphamide in rats and we were not able to develop disseminated

Rhodotorula infection (data not shown). Toxic effects including hemorrhagic cystitis
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and a high degree of immunosuppression induced by cyclophosphamide resulting
in opportunistic infections contributed to the overall mortality in the control rats, and
a similar mortality rate when compared with the infected rats. In fact, Rhodotorula
strains appear to be virulent than the more common yeast pathogens such as
Candida. Severe immunosuppression and infection probably due to a high
concentration of the fungus through infected venous catheters in patients have
been reported in the literature (8-16). Our results showed that the most affected
organs by R. mucilaginosa were the lungs, spleen and especially the liver which
presented severe degree of infection. Interestingly, liver abscesses have been
previously described in an immunocompromised host with acute myelogenous
leukemia (22). These three organs can be considered the major marker for
measuring intensity of infection and therapeutic efficacy in this experimental model.
Considering the animals were highly immunocompromised, histopathology of the
involved affected organs revealed few epithelioid cells and multinuclear giant cells
in association with abundant yeast forms with occasional granuloma formation. In
summary, this was an interesting animal model to explore further studies focusing

pathogenic mechanisms and future therapeutic options for Rhodotorula infection.

Fig. 1. Time of death of the rats infected by Rhodotorula mucilaginosa.
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Fig. 2. Liver (A), lung (B), and spleen (C) sections stained by Gomori's

methenamine-silver demonstrated severe infection with numerous yeast cells of

Rhodotorula mucilaginosa (400- magnification).

Fig. 3. Heart (A), and kidney (B) sections stained by Gomori’'s methenamine-silver
demonstrated mild infection with few yeast cells of Rhodotorula mucilaginosa (400-

magnification).
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Fig. 4. Presence of granulomatous inflammation in the liver of rats with

Rhdodotorula infection (hematoxylin-eosin stain, 400- magnification).

Table 1. Characteristics of the experimental model of disseminated

Rhodotorula infection in rats

Intense immunosuppression with cyclophosphamide

High concentration of the inoculum (10 cfu)

Dissemination of the infection through intraperitoneal inoculation

Lungs, liver and spleen were the most affected organs

Similar rate of mortality between infected and control group due to the high
degree of immunosuppression and toxic effects of cyclophosphamide
Histopathology showing abundant yeast forms with occasional granuloma

formation in target organs
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