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RESUMO

A esporotricose, micose subcutanea causada pelo complexo Sporothrix schenckii, é
cosmopolita e a mais frequente na América Latina. Nos ultimos anos tem aumentado
significativamente o numero de casos no Brasil, com destaque para o aumento no estado
do Rio de Janeiro. Atualmente, quatro novas espécies dentro do género Sporothrix tém
sido consideradas, sendo essas: Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix
mexicana ¢ Sporothrix luriei, as quais sdo altamente associadas as duas espécies ja
existentes S. schenckii e S. albicans, sendo a ultima recentemente renomeada como S.
pallida. A caracterizagdo destas espécies foi realizada por meio da utilizagdo de provas
fenotipicas: morfologia de conidios, teste de crescimento a 30°C e 37°C, teste de
termotolerancia, auxonograma e sequenciamento parcial do gene da calmodulina. O
principal objetivo deste estudo foi a caracterizagdo de espécies do complexo Sporothrix por
meio de taxonomia molecular através do desenvolvimento de metodologia baseada em
acidos nucléicos para a identificacdo das espécies e a determinacdo do perfil protedmico do
complexo Sporothrix, utilizando metodologia baseada em espectrometria de massa em
célula intacta (MALDI-TOF ICMS). No presente trabalho foi realizada a identificagdo em
nivel de espécie de isolados clinicos e ambientais oriundos da epidemia de esporotricose
no Rio de Janeiro, de um surto zoonético familiar no estado do Espirito Santo e dois
isolados clinicos oriundos de Portugal. Por meio da identificacdo por taxonomia polifasica
de 246 isolados clinicos € um ambiental obtidos da endemia de esporotricose no Estado do
Rio de Janeiro foi demonstrado que esta abordagem ¢ fundamental para a identificacdo das
espécies do complexo Sporothrix. A identificacdo em nivel de espécies de cepas do
complexo Sporothrix spp. provenientes de diferentes regides geograficas, demonstrou S
.globosa e S. mexicana circulando em Portugal, sugerindo que a esporotricose seja
subdiagnosticada naquele pais, e que esta micose poderia ser considerada emergente no sul
da Europa. Também descrevemos o primeiro surto causado por S. brasiliensis fora da zona
endémica do Rio de Janeiro. Para a identificagdo das espécies de Sporothrix descrevemos
uma PCR fingerprinting utilizando o primer universal T3B, o qual distinguiu com sucesso
as espécies S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, e S. schenckii. Essa metodologia gerou
padrdes de bandas distintos, permitindo a correta identificagdo de todos os 35 isolados
clinicos estudados apresentando 100% de concordancia com o sequenciamento parcial do
gene da calmodulina, sendo uma técnica rapida e de facil execugdo. A padronizacdo da
metodologia do MALDI-TOF ICMS, possibilitou a determinacdo de perfis protedmicos
distintos entre as espécies do complexo Sporothrix, demostrando a aplicabilidade desta
técnica na diferenciagdo das espécies. A caracterizagdo de espécies do complexo
Sporothrix em nosso estudo foi a maior reportada na literatura especializada até o presente.
Concluimos que a taxonomia polifasica ¢ fundamental para diferenciacdo das espécies de
Sporothrix, podendo ser realizada com as técnicas de T3B Fingerprinting ¢ MALDI-TOF
ICMS, tendo importancia na epidemiologia e clinica da esporotricose.

Palavras-chave: Complexo Sporothrix, taxonomia polifasica, T3B Fingerprinting
MALDI-TOF ICMS.
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ABSTRACT

Sporotrichosis, a subcutaneous mycosis caused by the Sporothrix schenckii complex, has a
worldwide distribution and is frequent in Latin America. In last years, the number of cases
has been significantly increased in Brazil, especially in Rio de Janeiro state. Recently, four
new species, in Sporothrix genus have been considered, these species are: Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana, and Sporothrix luriei which are
highly associated to the two existing species S. schenckii and Sporothrix albicans that has
been recently renamed as Sporothrix pallida. The characterization of these species was
performed by the use of phenotypic tests: morphology of conidia, growth rates at 30°C and
37°C, thermotolerance, carbohydrate assimilation tests and partial sequencing of the
calmodulin gene. The main goal of this study was the characterization of species of
Sporothrix complex by molecular taxonomy, through the development of methodology
using nucleic acids for identification of species and determination of proteomic profile of
Sporothrix using a method based on intact cell mass spectrometry (MALDI-TOF ICMS).
In the present work the identification to the species level of clinical and environmental
isolates originating from the sporotrichosis endemic in Rio de Janeiro, from an outbreak of
zoonotic sporotrichosis in Espirito Santo, and two clinical isolates from Portugal was
performed. Through identification by polyphasic taxonomy of 246 clinical isolates and one
environmental isolate obtained form the endemic sporotrichosis in Rio de Janeiro state, it
has been shown that this approach is essential to identify the species of the Sporothrix
complex.The identification at species level of strains from the Sporothrix spp. complex
from different geographic regions demonstrated S. globosa and S. mexicana circulating in
Portugal, suggesting that sporotrichosis should be under diagnosed in that country and that
this mycosis could be considered as an emerging mycosis in southern Europe. We also
describe the first outbreak caused by S. brasiliensis outside the endemic zone of Rio de
Janeiro. To identify the species of Sporothrix we describe a PCR fingerprinting using the
universal primer T3B which distinguished successfully the species S. brasiliensis, S.
globosa, S. mexicana, and S. schenckii. This methodology has generated different band
patterns allowing the correct identification of all 35 clinical isolates studied with 100 % of
concordance with partial sequencing of the calmodulin gene, being a methodology fast and
casy to apply. The standardization of MALDI-TOF ICMS technique allowed the
determination of distinct proteomic profiles between different species of Sporothrix,
demonstrating the feasibility of this technique in the differentiation of species. The
speciation of Sporothrix complex in this study was the largest reported in the specialized
literature up to now. We conclude that the polyphasic taxonomy is essential for
differentiation of Sporothrix species and could be performed with the techniques of T3B
fingerprinting and MALDI - TOF ICMS, having importance in the epidemiology and
clinics of sporotrichosis.

Keywords: Sporothrix complex, polyphasic taxonomy, sporotrichosis, T3B
Fingerprinting, MALDI-TOF ICMS.
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1. INTRODUCA

1.1 — Esporotricose

1.1.1 - Historico

O fungo Sporothrix schenckii foi isolado pela primeira vez por Benjamin Schenck, em
1896, de um paciente com 36 anos, do sexo masculino, apresentando lesdes na mao e no braco
direito. Este isolado, obtido da secre¢do dos abscessos que o paciente apresentava, foi
estudado pelo micologista Erwin Smith, que concluiu que este fungo pertencia ao género
Sporotrichum (Schenck, 1898). Anteriormente, Linck em 1809 e Lutz em 1889 ja tinham se
referido a possiveis casos de esporotricose. No entanto, ndo foi possivel o isolamento do fungo
para a confirmagdo dos casos (Kwon-Chung & Bennet, 1992). O segundo caso indiscutivel de
esporotricose descrito, também nos Estados Unidos, em Chicago, por Hekton & Perkins
(1900), relata o desenvolvimento de uma lesdo no dedo de um menino apds ter sofrido um
ferimento por uma martelada, lesdo esta que regrediu espontaneamente. Tais pesquisadores
deram a esse fungo patogé€nico sua denominacdo atual, Sporothrix schenckii (Hekton &
Perkins, 1900). Em 1907, o primeiro caso de infec¢do natural em animais foi descrito por Lutz
& Splendore (1907), em ratos, no Brasil, onde a possibilidade de contdgio ao homem pela
mordedura desses animais foi mencionada (Pupo, 1917). Este fungo tem sido identificado em
diversas areas do mundo e, mais recentemente, a maioria dos casos publicados € proveniente
da América Latina, em especial México, Colombia, Brasil e Peru, além do continente africano

(Pappas et al., 2000; Kovarik et al., 2008; Lopez-Romero et al., 2011).

1.1.2. Epidemiologia

A esporotricose ¢ a micose subcutdnea mais prevalente na América Latina (Conti-
Diaz, 1989; Kovarik et al., 2008, Lopez-Romero et al., 2011), onde as taxas de infec¢do em
areas rurais sdo relevantes (Pappas et al., 2000). No Brasil, a distribui¢do de S. schenckii no
meio ambiente e as caracteristicas do seu nicho ecoldgico t€ém sido muito pouco estudadas.
Podendo ser enumerados os trabalhos referentes ao isolamento deste fungo do solo, apesar de
alguns casos terem sido descritos em especial no Rio Grande do Sul, Sdo Paulo e Rio de

Janeiro (Freitas et al., 1965; Lopez et al., 1999; Barros et al., 2004, Freitas et al., 2010).



No homem, a esporotricose ¢ uma doenga que costuma ocorrer sob a forma de casos
isolados ou em pequenos surtos familiares ou profissionais, envolvendo pessoas expostas a
vegetais ou solo rico em matéria organica, como agricultores, floristas, jardineiros e mineiros,
além de laboratoristas (Carrada-Bravo, 1975; Cooper et al., 1992a; Hajjeh et al, 1997).
Epidemias envolvendo grande nimero de pessoas ou amplas regides geograficas sdo raras e
tém sido relacionadas a uma fonte de infec¢do comum no ambiente. A maior epidemia
conhecida de esporotricose foi registrada na Africa do Sul em trabalhadores de uma mina
cujas madeiras estavam contaminadas pelo fungo (Quintal, 2000). Outra importante epidemia
ocorreu nos Estados Unidos, sendo relacionada a um tipo de musgo contaminado por S.
schenckii (Coles et al., 1992), sendo esta fonte de infeccdo confirmada por métodos
moleculares de tipagem dos isolados clinicos e ambientais (Cooper et al., 1992b). Também
nos Estados Unidos, uma microepidemia de esporotricose ocorreu através da contaminagao de
pessoas pelo feno estocado numa casa abandonada, onde se realizavam festas de “Halloween”
(Dooley et al., 1997). Mais recentemente foi descrito na Australia um aumento do nimero de
casos de esporotricose, que por métodos moleculares ficou demonstrado ser relacionado a
exposicao ao fungo presente no feno (O’Reilly & Altman, 2006; Feeney et al., 2007).

No Brasil, a esporotricose foi primeiramente reportada em 1907 (Lutz & Splendore,
1907). Desde entdo, outros casos tém sido descritos, em especial no Rio Grande do Sul e em
Sao Paulo (Freitas et al., 1965; Lopes et al., 1999). Uma revisdo dos casos de esporotricose no
Rio Grande do Sul entre 1967 e 2002 revelou um nimero de 304 casos de esporotricose,
sendo 96% deles confirmados pelo isolamento de S. schenckii em cultura. Na maioria dos
pacientes (75%) a infeccdo foi relacionada a exposi¢do a matéria organica contaminada
(Lopes et al., 1999). Nao foi possivel verificar transmissdo zoondtica da esporotricose neste
estudo. Entretanto, recentemente foi descrita transmissdo zoonética de esporotricose na Regido
Sul (Madrid et al., 2010). Também foi verificado que o nimero de casos de esporotricose
nesse estado brasileiro estava diminuindo desde a década de 90 (Rosa et al., 2005), mas no
periodo entre 2008 e 2010, foi observado um aumento consideravel no numero de casos de
esporotricose na regido (Madrid et al, 2012). Outro estudo realizado por inquérito
epidemiolégico com esporotriquina em Morro Velho, uma cidade do quadrilatero ferrifero em
Minas Gerais, revelou positividade em 13,67% dos individuos submetidos ao estudo, embora

S. schenckii ndo tenha sido isolado de nenhuma amostra de solo colhida na localidade



estudada (Rodrigues & Resende, 1996). Assim como no Sul do pais, casos de esporotricose
também foram evidenciados em um estudo realizado na regido Norte, no periodo de 1973 a
1983 (Talhari et al., 1988).

O estado do Rio de Janeiro apresenta atualmente uma endemia de esporotricose, fato
esse demonstrado inicialmente por Schubach e colaboradores (2005a, 2008) em um estudo
realizado no periodo de 1998 a 2004. Nesse estudo foram diagnosticados em uma tUnica
institui¢do hospitalar 759 casos de esporotricose humana, 1.503 de esporotricose felina e 64 de
infec¢do canina, onde em 83,4% dos casos de esporotricose humana os pacientes relataram
terem tido contato com gatos com esporotricose (Schubach et al., 2008). Recentemente Silva e
colaboradores (2012) realizaram uma atualizagdo dos dados desta endemia, sendo
reconhecidos 1.848 casos de esporotricose humana no estado do Rio de Janeiro, no periodo
entre 1997 e 2007. Esta endemia difere das epidemias ocorridas em outros lugares do mundo
por ndo serem transmitidas por uma fonte vegetal contaminada pelo fungo, mas sim por gatos
domésticos infectados por S. schenckii (Hay & Morris-Jones, 2008). A endemia inicialmente
concentrou-se em areas menos favorecidas do estado do Rio de Janeiro, nos municipios da
regido metropolitana e, no municipio do Rio de Janeiro, principalmente nos bairros do
suburbio. A doenca foi mais comumente observada em mulheres jovens que desenvolviam
atividades no domicilio, proporcionando contato direto com os felinos domésticos. A forma
cutaneo-linfatica da doenca foi a mais frequente, seguida das formas cutinea localizada e
cutanea disseminada (Silva et al., 2012) O itraconazol (ITC) na dose de 100mg/dia foi
eficiente para cura da esporotricose cutdnea em 90% dos pacientes tratados, com boa
tolerabilidade pelos pacientes e sem alteragdes laboratoriais importantes (Barros et al., 2011).
Também foram descritas formas clinicas pouco comuns como envolvimento de mucosas nasal
e conjuntival, isoladas ou associadas a formas cutineas classicas (Schubach et al., 2005a,
2008). Outro aspecto interessante foi o relato de manifestagdes de hipersensibilidade, descritas
pela primeira vez relacionadas a esporotricose, como eritema nodoso, eritema multiforme e

Sindrome de Sweet (Gutierrez-Galhardo et al., 2002, 2005; Freitas et al., 2012).

1.1.3. Patogenia
O inicio da infeccdo pelo Sporothrix aquém dos linfonodos regionais nos seres

humanos, geralmente ocorre ap6s inoculagdo do fungo na pele por ocasido de um trauma com



espinhos, farpas, arranhadura e/ou mordedura de gatos, cdes ou ainda por meio da
contaminacao pré-existente de solucdo de continuidade cutanea, alcangcando o tecido cutaneo e
subcutaneo (Jin et al., 1990; Marques et al., 1993; Madrid et al., 2012). Individuos que
trabalham com solo ou plantas, tais como lavradores, jardineiros, agricultores, entre outros,
sdo mais suscetiveis ao contato com este agente infectante, desenvolvendo essa micose com
maior frequéncia. Os sitios de infec¢do habituais sdo os membros inferiores e superiores. A
transmissao pode ocorrer também de forma menos comum, por meio da inalagdo de estruturas
fingicas, via trato respiratdrio superior, com possibilidade de consequente disseminagao
hematogénica. Quando inalado promove um quadro de pneumonite granulomatosa cavitéria,
podendo iniciar-se semelhante a um quadro de tuberculose (Kwon-Chung & Bennett, 1992;
Zancopé-Oliveira et al., 2011).

A esporotricose foi descrita em 1970 como uma infec¢do oportunista em individuos
imunocomprometidos como: alcodlatras, diabéticos, portadores de malignidade hematolégica,
doenca pulmonar obstrutiva cronica, transplantados utilizando drogas imunossupressoras e
mais recentemente em individuos infectados pelo HIV (Lynch et al., 1970; Ramos-e-Silva et

al., 2007; Freitas et al., 2012).

1.1.4. Formas clinicas

A esporotricose ¢ uma micose de evolu¢do subaguda ou cronica e clinicamente pode
ocorrer com uma variedade de expressdes clinicas, podendo ser dividida em quatro formas
clinicas distintas (Ramos-e-Silva et al., 2007):

A forma linfocutanea ¢ a mais comum e facil de diagnosticar, respondendo por até
75% dos casos, dependendo da regido geografica. Geralmente as lesdes sdo localizadas nas
extremidades superiores e caracterizadas pelo aparecimento de uma lesdo primaria no local da
inoculagdo apos duas ou trés semanas. Esta lesdo pode ser ulcerada com uma base infiltrada ou
papular, nodular, ndédulo-ulcerativa, placa ulcero-gomosa ou vegetativa. A partir da lesdo
inicial, forma-se uma cadeia de nodulos indolores ao longo do trajeto dos vasos linfaticos, os
quais podem tumefazer e ulceram com pequenos exsudatos. Geralmente, os linfonodos
regionais ndo estdo envolvidos, e ndo ha alteragdes observadas na pele entre os linfonodos
(Rippon, 1988). Eritema e infec¢do secundaria podem estar presentes, mas a dor ¢ geralmente

leve (Gutierrez-Galhardo et al., 2002, 2005; Zancopé-Oliveira et al., 2011).



A forma cutanea fixa ¢ o segundo tipo mais comum de esporotricose e contribui para
aproximadamente 20% dos casos desta enfermidade. A lesdo permanece confinada ao local de
inoculagdo e os vasos linfaticos ndo estdo envolvidos. As lesdes sdo tlceras, placas verrucosas,
ou placas infiltradas. Lesdes satélites de pequeno porte sdo comuns e frequentemente
observadas em criancas (Zancopé-Oliveira et al, 2011). As extremidades superiores e
inferiores sdo os locais mais comuns de lesdes, e as criangas apresentam um alto indice de
lesdes na face (Song et al., 2011).Assim como a forma linfocutanea, os pacientes com a forma
cutanea fixa ndo apresentam sintomas sistémicos. No entanto, se deixada sem tratamento, as
lesdes podem evoluir para um curso cronico, ou uma involugdo espontidnea da lesdo pode
ocorrer (Zancopé-Oliveira et al., 2011).

A forma cutanea disseminada se apresenta com lesdes nodulares, gomosas ou
ulceradas disseminadas. Apds a inoculagdo da pele, hd disseminacdo hematogénica, que
inicialmente apresenta lesdes subcutaneas tumefeitas que podem ulcerar depois de semanas ou
meses. Embora muito rara esta forma tem sido relatada em pacientes com Sindorme da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) como a primeira manifesta¢do desta sindrome (Al-Tawfiq
& Wools, 1998; Freitas et al., 2012) e em pacientes submetidos a um longo curso de terapia
com corticosterdides. A esporotricose cutdnea disseminada ¢ mais frequentemente observada,
em até 16% dos casos, em pacientes imunocompetentes cuja transmissao do fungo ocorreu por
meio de trauma determinado por gatos doentes, possivelmente por inoculagdes multiplas do
agente (Barros et al., 2004; Freitas et al., 2010).

A forma extracutanea aparece em menos de 5% dos casos e ¢ a mais dificil de
diagnosticar. Ela surge apos a disseminacdo hematogénica do fungo, inalagdo de conidios,
contato direto com uma lesdo de pele ou inoculacdo direta em uma mucosa. Quaisquer 6rgaos
ou tecidos podem ser afetados pela esporotricose extracutanea, e os sintomas sdo especificos
para o 6rgdo envolvido e acompanhados de febre e comprometimento geral em alguns casos
(Zancopé-Oliveira et al, 2011). O envolvimento pode ser unifocal ou multifocal.
Imunossupressao causada por doencas como diabetes, alcoolismo, cancer, doenga pulmonar
obstrutiva cronica e AIDS ¢ comum nas formas pulmonar e nervosa (Rippon, 1988; Carvalho

et al., 2002; Freitas et al., 2012).



1.1.5. Diagnéstico laboratorial da esporotricose

O diagnostico da esporotricose ¢ baseado no isolamento e identificacdo de seu agente
causal, S. schenckii, de materiais biologicos (Know-Chung & Bennet, 1992; Lopez-Romero et
al., 2011; Zancopé-Oliveira et al., 2011). Para isso, devem ser empregados,
concomitantemente, os exames diretos, onde preparacdes a fresco de espécimes clinicos
tratados com hidréxido de potéssio (KOH) a 10% ou hidroxido de s6dio (NaOH) a 4% sdo
analisadas microscopicamente para a observacao de células leveduriformes de S. schenckii, e o
cultivo. O exame direto ¢ de dificil leitura, uma vez que as células leveduriformes presentes
em amostras clinicas sdo estruturas pequenas e escassas, exceto quando os espécimens
bioldgicos sdo provenientes de gatos domésticos (Reed et al., 1993). Esfregacos de pus e
“imprint ” de bidpsias de lesdes coradas pelo Giemsa favorecem a visualizagdo das formas
infectantes. Em cortes histologicos a impregnacao pela prata de Grocott, a coloragdo pelo
acido periddico de Schiff (PAS) e hematoxilina-eosina (HE) s3o as técnicas
imunohistoquimicas de escolha. Porém, a menos que o material esteja muito rico em estruturas
fingicas, ndo ¢ facil a observagdo das formas leveduriformes caracteristicas de S. schenckii
(Morris-Jones, 2002; Miranda et al., 2011). Geralmente, as formas leveduriformes tém aspecto
variando do globoso a ovalado com brotamentos claveiformes, no interior de macréfagos e
forma de ‘“charuto”(Miranda et al., 2009). Em cerca de 40% dos casos onde o fungo ¢
encontrado, nota-se a presenca de corpo asterdide, substincia eosinofilica de forma radiada
constituida de complexo antigeno-anticorpo, que se deposita na parede de alguns fungos
(Chandler et al., 1980; Morris-Jones, 2002).

O isolamento de S. schenckii ¢ facilmente obtido através da semeadura do material
clinico, que, em geral, é biopsia ou o pus da lesdo, sem um tratamento prévio, em Agar
Sabouraud com cloranfenicol para evitar contaminacdo bacteriana, adicionado ou ndo de
cicloheximida, droga que reduz a contaminagdo por alguns fungos saprofiticos. Entre cinco a
sete dias ja € possivel a observacdo do aparecimento de colonias filamentosas, hialinas com
aspecto umido. Com o tempo as colonias podem apresentar uma coloragdo escura no seu
centro que vai aumentando centrifugamente ou permanece hialina. Na fase filamentosa, deve-
se preparar um microcultivo em lamina objetivando o estudo mais detalhado da microscopia
das estruturas fingicas. A presenca de dois tipos de conidios: hialinos a marrons, de parede

fina, em conidiéforo do tipo simpodial e conidios escuros de parede espessa, dispostos ao logo



da hifa identificam a amostra como S. schenckii (Dixon et al., 1991; Zancopé-Oliveira et al.,
2011).

A observagdo de crescimento de uma colonia miceliana com aspectos descritos acima
¢ indicativa para a realizagdo do teste de termo-conversdo da colonia em meio de BHI agar
(Brain Heart Infusion Agar) com extrato de levedura. Para tanto, distribui-se um pequeno
indculo por toda a superficie do meio de cultura e incuba-se a 37°C por cinco dias. A colonia,
ap6s a conversdo do fungo a levedura, assumird um aspecto cremoso de cor bege amarelado
(Morris-Jones, 2002; Criseo et al., 2008). As colonias de S. schenckii sdo urease negativas
apos sete dias, podendo tornam-se urease positivas ao décimo-quarto dia (Sigler et al., 1990).
Esta caracteristica no entanto, deve ser analisada com cautela, visto que estudos recentes
verificaram vaira¢do na producdo de urease (Marimon et al., 2007) e alta produc@o de urease
ap6s 4 dias de incubagdo em isolados do RJ (Almeida-Paes, 2012). S. schenckii em cultura a
37°C apresenta células leveduriformes hialinas, pequenas, globosas com um ou mais
brotamentos claveiformes, tais como aquelas observadas no exame direto. A confeccdo de
laminas de S. schenckii, tanto na fase filamentosa como na leveduriforme, é feita com
lactofenol-azul de algodao e estas sdo observadas em um microscopio Optico nos aumentos de
100 e 400X (Zancopé-Oliveira et al., 2011).

Para o estabelecimento do diagndstico sorologico da esporotricose varias técnicas t€ém
sido descritas. Reagdes de imunodifusdo dupla com soro de pacientes com esporotricose
subcutdnea ndo apresentam reagoes cruzadas com leishmaniose e cromoblastomicose, doencas
com manifestacdes clinicas semelhantes as da esporotricose (Casserone et al.,1983; Albornoz
et al., 1984). O teste de imunoeletroforese apresenta alta sensibilidade, com a presenga de um
arco anodico, chamado arco S em todos os casos positivos (Albornoz et al., 1984). Os testes de
aglutinagdo em tubo e em particulas de latex t€ém grande valor na pesquisa de anticorpos,
demonstrando boa sensibilidade e especificidade (Karlin & Nielsen, 1970; Blumer et al., 1973;
Casserone et al., 1983). Técnicas imunoenzimaticas também comecaram a ser utilizadas no
diagndstico da esporotricose. As primeiras reagoes imunoenzimaticas (ELISA) descritas na
literatura utilizaram um antigeno purificado de parede celular da forma leveduriforme
(Bernardes-Engemann et al., 2005), e um extrato bruto de cultivo da forma filamentosa de S.
schenckii (Almeida-Paes et al, 2007a). Ambas as técnicas demonstraram valores de

especificidade e sensibilidade satisfatorios. Recentemente, Almeida-Paes e colaboradores



(2007b), descreveram que ELISA utilizando exoantigenos de S. schenckii. Essa técnica
apresentou sensibilidade de 97%, especificidade de 89% e eficiéncia de 92%, estando
associada com a detecgdo de trés isotipos de imunoglobulinas IgG, IgA e IgM. Dependendo
do isotipo verificado existe uma variacdo da sensibilidade e a especificidade deste método
para o diagndstico da esporotricose. Fernandes e colaboradores (2011) realizaram um estudo
comparando o antigeno purificado e o exoantigeno, cujos resultados demonstraram
respectivamente, 90 e 96% de sensibilidade e 96 e 98% de especificidade, corroborando com

os dados apresentados por Almeida-Paes e colaboradores (2007b).

1.1.5.1 Métodos moleculares para o diagndstico da esporotricose

O diagnostico baseado na amplificagdo das sequéncias génicas de fungos pela reacio
em cadeia da polimerase (PCR) ¢ uma ferramenta poderosa para a identificacdo de micoses
invasivas. A primeira PCR descrita para a identificagdo de S. schenckii lato sensu foi descrita
por Kano e colaboradores (2001). Iniciadores baseados no gene codificador da CHS [ (quitina
sintase 1) foram desenhados e a PCR foi capaz de detectar 10 pg de fragmento de DNA
genomico de S. schenckii. Posteriormente essa metodologia foi utilizada para o diagnostico
molecular da esporotricose (Kano et al., 2005). Uma nested PCR para detec¢do de S. schenckii
foi avaliada em amostras clinicas utilizando como alvo a regido do gene 18S rRNA. Essa
reacdo detectou DNA de S. schenckii em amostras de tecidos de animais infectados ou de
amostras clinicas de pacientes com esporotricose, confirmados por cultura ou coloracdo
histoquimica. O ensaio mostrou uma alta sensibilidade e especificidade, indicando que poderia
permitir o diagndstico rapido, com precisdo suficiente para ser Util no diagndstico de pacientes
com esporotricose (Hu et al., 2003). Recentemente, esses iniciadores foram utilizados para
deteccdo de DNA de S. schenckii em 38 cepas oriundas de diversas regides geograficas do
mundo, em amostras de tecido de camundongos infectados experimentalmente, bidpsia de
nove pacientes com esporotricose, duas cepas de Ceratocystis minor, ¢ em 10 isolados de
outros fungos patogénicos (Xu et al, 2010). Os autores demonstraram que a nested PCR
identificou todas as cepas e amostras clinicas de S. schenckii, corroborando com os dados
obtidos por Hu e colaboradores (2003), que relataram alta sensibilidade e especificidade dessa
reagdo, sendo um método rapido para o diagnostico da esporotricose em condigdes livres de

contaminacdo (Xu et al., 2010). Outros estudos também relataram a metodologia da PCR para



o diagnostico da esporotricose. Mendoza e colaboradores (2012) apresentaram uma evolugao
na metodologia da nested PCR descrita anteriormente por Hu e colaboradores em 2003.
Entretanto, este estudo demonstrou que esta metodologia molecular apresentou baixa eficacia
quando comparada com as metodologias convencionais de diagnostico, como a cultura que ¢
considerada “padrao ouro”. Liu e colaboradores (2012) relataram uma PCR em bidpsia de
tecido utilizando o primer para o gene codificador da CHS, S2-R2, apresentou reacdes
positivas em 25 de 30 casos (83,3%). Esses primers também foram utilizados com sucesso
para o diagnostico da esporotricose felina, sem apresentar reacdes cruzadas com células da
pele de gatos sadios ou infectados com outros fungos dimorficos (Kano et al., 2005). Contudo,

estes estudos ndo permitiram a classificacdo em nivel de espécie do complexo Sporothrix.

1.1.5.2 Identificacdo molecular de espécies do complexo Sporothrix

Nos ultimos anos, o desenvolvimento de métodos moleculares baseados na detecc¢ao
de DNA para identificacdo de isolados fingicos promoveu uma redugdo no tempo do
diagndstico, mantendo ou melhorando a especificidade, sensibilidade e precisdo quando
comparado a cultura fungica. Poucos métodos moleculares tém sido aplicados na detecgdo de
DNA de S. schenckii a partir de espécimes clinicos e na identificacdo de Sporothrix spp. em
cultura. O estudo pioneiro utilizando a metodologia de detec¢do de DNA para o diagnostico de
infeccdes fungicas foi relatado por Sandhu e colaboradores (1995), no qual os autores
desenvolveram 21 primers especificos com alvo para a grande subunidade do rRNA de
diversos fungos, incluindo S. schenckii. Os resultados apresentaram um alto nivel de
especificidade (Sandhu et al, 1995). Estudos prévios utilizando a andlise do DNA
mitocondrial tém apresentado heterogenicidade de perfis em cepas de S. schenckii (Suzuki et
al., 1988; Takeda et al., 1991).

Diversos estudos taxondmicos moleculares utilizando diferentes metodologias, como a
restriction fragment length polymorphism (RFLP) de diferentes genes alvos, random
amplified polymorphic DNA (RAPD), sequenciamento do DNA da regido de transcricao
internal do RNA ribossomal (ITS), PCR com alvo no gene da topoisomerase I, amplified
fragment length polymorphism (AFLP), e M13 PCR fingerprinting tém demonstrado que
isolados de S. schenckii apresentam polimorfismos, sugerindo que poderiam ndo ser apenas

uma espécie (Suzuki et al., 1988; Takeda et al., 1991; Lin et al., 1999; Ishizaki et al., 2000;



Mora-Cabrera et al., 2001; Watanabe et al., 2004; Kanbe et al., 2005; Neyra et al., 2005;
Marimon et al., 2006; Zhang et al., 2006; Arenas et al., 2007).

Marimon ¢ colaboradores (2007), baseados nos resultados de estudos anteriores
citados acima, descreveram por meio da combinacdo de caracterisitcas fenotipicas e
genotipicas, quatro espécies relacionadas de S. schenckii: S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei, e
S. mexicana. S. globosa com distribuicdo mundial (Madrid et al., 2009; Oliveira et al., 2010;
Cruz et al., 2012), enquanto S. mexicana sendo restrita ao México e S. brasiliensis ao Brasil
(Marimon et al., 2007). Entretanto, um caso de esporotricose humana causada por S. mexicana
foi relatado por Dias e colaboradores (2011) em Portugal. A ferramenta molecular proposta
para diferenciacdo destas espécies estreitamente relacionadas foi o sequenciamento parcial do
gene da calmoldulina (CAL) (Marimon et al., 2007). Nesse estudo foi proposta uma chave de
identificacdo para o complexo Sporothrix (Marimon et al., 2007, 2008b), que inclui a analise
morfologica de conidios, auxonograma, genotipagem através de amplificagdo por PCR, e
sequenciamento parcial do gene da CAL. Baseado nesse ultimo estudo, Romeo e
colaboradores (2011) analisaram a filogenia molecular e epidemiologia das espécies de
Sporothrix isoladas na Italia, demonstrando 26 cepas ambientais identificadas como S.
albicans, e dois isolados clinicos como S. schenckii sensu stricto. A andlise filogenética
baseada no rDNA e no gene da B-tubulina de S. albicans, S. pallida e S. nivea revelou
semelhanca significativa entre as espécies, sendo proposto que as trés espécies deveriam ser
classificadas como S. pallida. Os autores demonstraram também que a analise da sequéncia
parcial da B-tubulina ¢ recomendada em estudos taxonomicos de espécies Sporothrix isoladas
do ambiente (de Meyer et al., 2011). A andlise do sequenciamento pacial da B-tubulina,
permitiu a descricdo mais detalhada de outras duas espécies de Sporothrix ambientais: S.

brunneoviolacea e S. dimorphospora (Madrid et al., 2010).

1.2 - O género Sporothrix

1.2.1. Sistematica

Infecgoes fungicas invasivas por leveduras e fungos filamentosos sdo significantes
causa de morbidade e mortalidade em individuos com comprometimento do sistema imune e
hospitalizados sob procedimentos invasivos. Com isso, a rapida identificacdo dos agentes

etiologicos isolados de espécimes clinicos ¢ particularmente importante. Neste sentido, a
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sistematica e seu principal constituinte, a taxonomia dos fungos patogénicos, possui grande
importancia uma vez que a posicdo exata dos fungos na classificacdo informa as
caracteristicas do microorganismo, permitindo encaminhar, com maior confiabilidade, o
melhor esquema terapéutico ou profilatico a ser utilizado.

Os estudos taxondmicos em micologia iniciaram-se oficialmente no ano de 1753 em
estudos de Linnaeus, onde foi proposto o sistema binomial de nomenclatura. Christian
Hendrich Persoon e Elias Magnus Fries, conotativamente denominados “pais da micologia”,
propuseram a hipdtese de ocorréncia de relagdo entre todos os niveis da sistematica
taxondmica. Juntamente com os demais taxonomistas do século XVIII, promoveram um
sistema de classificacdo estruturado no estudo da morfologia comparativa. Nesse sistema
proposto baseou-se a classificagdo de espécies e género. Poucos sistemas foram propostos em
substitui¢do aos ja implementados no século XIX, sendo o que mais se destacou foi o da
hipotese filogenética por arranjo numérico e a associacdo de maior quantidade de
caracteristicas. Dentre os taxonomistas que a desenvolveram temos Pier Andrea Saccardo,
o qual foi responsavel pela inser¢do de caracteristicas primordiais na classificacdo dos
fungos como a observacdo da coloracdo, forma e da presenca de septos; caracteristicas
essas que segundo o autor deveriam ser catalogadas. A contribuicdo de Saccardo a
taxonomia fungica foi considerada adversa pelas proximas geragdes de micologistas
chegando a ser taxada como inoperante (Korf, 2005). A quimiotaxonomia foi também
utilizada na sistematiza¢do, mas com poucos adeptos e promovendo surpresa entre os nao
envolvidos nesse sistema.

O’ Hara (1997) apresentou uma visdo resumida e muito didatica da sistematica no
século XX realizando a divisdo da mesma em dois periodos: populacdo sistematica
implementada entre os anos de 1930 e 1940 e da sistematica filogenética a qual foi iniciada em
1960 e continua sendo utilizada durante todos os anos até o presente.

Historicamente, a classificagdo dos fungos primeiramente se baseou em dois principais
eixos: fendtipo o qual inclui todas as caracteristicas que possam ser vistas ou medidas
diretamente a partir do microorganismo, como por exemplo, producdo de metabolitos
secundarios, e bem utilizada na taxonomia de fungos filamentosos (Frisvad, 1998); ecologia
e fisiologia tal como caracteristicas de crescimento sobre diferentes substratos (Frisvad, 1998;

Frisvad & Samson, 2004), muito eficiente na classificagdo de leveduras. Com o transcorrer do
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tempo um terceiro eixo foi introduzido para delimitacdo de espécie, onde o genoma do fungo
reflete a heranga genética (filogenia) (Guarro et al., 1999; Taylor et al., 2000). A classificagdo
baseada na filogenia pode ser utilizada em todos microorganismos. Entretanto, uma grande
parte do genoma pode ser muito similar entre alguns géneros, e a escolha do gene correto
implicard na determinacdo de espécie. Todas as trés formas de classificagdo estdo fortemente
inter-relacionados e algumas vezes redundantes, mas igualmente importantes na descrigdo,
entendimento e classificacdo de espécies (Smedsgaard & Nielsen, 2004).

A defini¢do de espécies fiingicas ndo apresenta um consenso entre os micologistas.
Atualmente os conceitos de espécie mais comumente utilizados na classificac¢do sdo:

L. O conceito morfologico ou fenotipico ou de fendtipo ¢ classico, sendo baseado
na descricdo das caracteristicas morfoldgicas ou outras caracteristicas fenotipicas, como
termotolerancia, producdo de metabodlitos secundarios, presenga de pigmento, entre outros
(Taylor et al., 2000).

2. O conceito ecologico que se baseia na adaptagdo dos organismos ao habitat e
na reproducdo isolada, apresentando grande aplicabilidade na classificacdo de fungos
patogenos de plantas (Davis, 1995).

3. O conceito biologico, o qual define espécie como populagdes que se
reproduzem entre si produzindo uma progénie viavel e sdo isoladas reprodutivamente dos
outros grupos (Kwon-Chung & Varma, 2006). Este também esta fundamentado nas variagdes
genéticas entre espécies com possivel compartilhamento de genes e na presenca de barreiras
quanto a essa “troca de genes” (Davis, 1995; Taylor et al., 2000).

4. O conceito filogenético que define espécie como o menor agrupamento de
individuos interconectados por relagdes genéticas (Taylor et al., 2000).

Todos estes conceitos apresentam vantagens e desvantagens na classificacao de fungos.
Smedsgaard & Nielsen (2004) propuseram um simplificado e pratico modelo para “conceito
de espécie”, o qual engloba a combinagdo de caracteres fenotipicos juntamente com os
aspectos relacionados ao ambiente (ecologia) e suas caracteristicas hereditarias (filogenia ou
genoma).

A insercdo de conceitos de biologia molecular fundamentados principalmente na
analise de sequéncias nucleotidicas do DNA possibilitou o acesso a novas informagdes sobre

os isolados caracterizados. Estudos de morfo-espécies ou de morfologia das espécies estao
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empregando a associagdo de varidveis bioldgicas e filogenéticas, sendo um dos grandes
questionamentos enfrentados pelos morfologistas a decisdo de quantas diferengas sio
necessarias para a definicdo de espécies diferentes. Segundo Guarro e colaboradores (1999), a
aplicacdo do conceito filogenético de espécies tem parcialmente respondido ao
questionamento dos morfologistas quando esse conceito ¢ fundamento na analise cladistica de
caracteristicas moleculares, o que permite bases estruturadas na realizacdo do delineamento
das espécies. A utilizagdo do cladograma determina a existéncia de grupos monofiléticos, os

quais podem ser classificados como espécies ou subespécies.

1.2.2. Filogenia do género Sporothrix

Inicialmente, o agente etiologico da esporotricose era apenas S. schenckii, um fungo
dimorfico, que pode ser encontrado no meio ambiente na forma filamentosa, tendo como
habitat natural vegetacdo, madeira em decomposi¢do e solo. S. schenckii estd inserido no
Reino Fungi, sendo um organismo eucariotico, heterotréfico, sem mobilidade propria, com
parede celular quitinosa e rigida, constituinte da Divisdo Ascomycota, da Classe
Pyrenomycetes, Ordem Ophiostomatales e Familia Ophiostomataceae (Guarro et al., 1999).
Recentemente, Marimon e colaboradores (2007) sugeriram que S. schenckii ndo deveria ser
considerada a tinica espécie causadora da esporotricose, uma vez que através da combinagao
de caracteristicas fenotipicas e genéticas, uma chave de identificacdo foi desenvolvida. Esses
autores propuseram a criagdo de trés novas espécies: S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana
(Tabela 1), sendo essas associadas as demais espécies ja existentes S. schenckii e S. albicans,
recentemente renomeada como S. pallida (de Meyer et al., 2008). A espécie S. pallida
apresenta uma caracteristica peculiar que ¢ a presenga apenas de conidios hialinos.

Marimon e colaboradores (2007) realizaram estudos fenotipicos incluindo morfologia
de conidios em meio Agar Corn Meal 4 30°C por 10 a 12 dias, teste de crescimento a 30°C do
isolado em meio de agar batata (PDA) incubado por 21 dias, teste de crescimento a 37°C do
isolado em meio PDA incubado por 21 dias e auxonograma utilizando os agtlicares rafinose e

sacarose conforme chave de identificagdo proposta.
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Tabela 1. Chave de identificacio de espécies do Género Sporothrix
Fonte: Adaptado de Marimon et al, 2007; p.3206

Espéde Comidio Diametro de colonia Termeotoleranda Assimilacao de acucar
sessil e =50 nan* 37°C Sacarose Rafinose
demaceo
5. albicans Nio Sim Sun + -
8. brsiliensis Sun Mo Sun - -
8. globoss Sun Nio Mio + -
8. mexicas Sun Sun Saun + +
8. schenckii Sim Nio Sun + +
5. haviei Nio Sim Sum - -

* Didimetro obtide apds arescimento fangico em PDA apésincabacie por21diasa 30°C

Ja no estudo genotipico, a PCR foi utilizada com as sequéncias iniciadoras CL1 e
CL2A, as quais sdo oriundas do gene da calmodulina. Posteriormente, 0 mesmo grupo sugere
que S. schenckii var. luriei deveria, também, ser considerada uma nova espécie (Marimon et
al., 2008) apds estudos baseados na mesma metodologia proposta anteriormente (Marimon et
al., 2007).

Até o presente ndo se conhece a forma de reproducdo sexuada de S. schenckii, e dos
outros fungos pertencentes ao complexo, embora haja fortes evidéncias moleculares de que
estes fungos sofram mecanismos de recombina¢ao na natureza (Mesa-Arango et al., 2002).
Recentemente a andlise filogenética dos fragmentos do gene MATI-2 em Ophiostoma himal-
ulmi, Ophiostoma novo-ulmi, Ophiostoma ulmi e S. schenckii demonstrou o agrupamento dos
isolados de S.schenckii e das trés espécies de Ophiostoma em clados distintos, segundo Kano e
colaboradores (2013). Sendo que avaliando as sequéncias de aminodcidos do gene MAT I-2,
observaram aproximadamente 70% de similaridade entre as regides conservadas de
S.schenckii e O. himal-ulmi, indicando ser relativamente elevada a similaridade entre as
espécies. Entretanto, a andlise do gene MAT-1-1 de S.schenckii ndo foi realizada, sendo
necessaria uma analise mais aprofundada do gene MATI-1 de Sporothrix tanto para a sua
classificacdo filogenética quanto para a descoberta de seu teleomorfo (Kano et al., 2013).

Estudos demonstram que S. schenckii e as demais espécies do complexo sdo
ascomicetos, uma vez que apresentam septo simples, com corpusculos de Woronin (Smith &
Batenburg-van der Vegte, 1985) e trés genes de quitina sintase (Chua et al., 1994). Analises

moleculares da regido 18S do DNA ribossomal mostraram evidéncias indiretas de que a forma
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sexuada deste fungo pudesse ser Ophiostoma stenoceras (Berbee & Taylor, 1992). Porém,
estudos morfo-fisiologicos mostram diferencas basicas entre as duas espécies: O. stenoceras ¢
incapaz de produzir conidios demaceos, conforme todos teleomorfos, ao contrario de S.
schenckii, um anamorfo, ndo produzindo peritécio em meios de batata, arroz ou malte, como
acontece com os isolados de O. stenoceras (Dixon et al., 1991; O’Reilly & Altman, 2006). As
diferengas também sdo demonstradas quando ambas espécies sdo inoculadas em
camundongos, pois S. schenckii ¢ encontrado em diversos tecidos apods inoculacdo
intravenosa, o que ndo ocorre com O. stenoceras, que somente ¢ encontrado em determinados
6rgdos e nunca em todos os animais inoculados (Dixon et al., 1992). Tais observagdes levaram
a considerar como espécies diferentes o anamorfo de O. stenoceras (Sporothrix spp.) e S.
schenckii. Outros estudos moleculares (Berbee & Taylor, 1992; Hintz, 1999) refor¢am,

entretanto, que a forma teleomorfica do patogeno S. schenckii pertenga ao género Ophiostoma.

1.2.3. Morfologia e Fisiologia

Os fungos classificados dentro do género Sporothrix sdo de cardter dimorfico; em
vida saprofitica ou em cultivo a 25°C apresentam-se na forma filamentosa, como hifas
hialinas, septadas, ramificadas, com conidios unicelulares de dois tipos: hialinos a castanhos
(demaceos). Os conidios hialinos sdo pequenos, ovoides, surgindo de denticulos distintos na
porcao apical dos conididforos. J& os conidios demaceos sdo grandes, ovoides, com parede
celular espessa, sendo observados ao longo de toda a extensdo das hifas (St-Germain &
Summerbell, 1996). Os conidios ndo possuem a propriedade de realizar a formagao de cadeias
(Sigler et al, 1990). A macroscopia da colonia nesta fase evolutiva do fungo se apresenta
inicialmente de cor branca e gradativamente, ao formar conidios escuros, assume coloracao
marrom a negra. Em parasitismo, ou a partir de espécimes clinicos sob cultivo a 37°C em meio
de cultura apropriado, S. schenckii se apresenta como leveduras unicelulares ovaladas,
globosas e em forma de charuto, podendo apresentar um ou mais brotamentos (Chandler et
al., 1980; Ramos-e-Silva et al., 2007; Lopéz-Romero et al., 2011; Zancopé-Oliveira et al.,
2011). Macroscopicamente a colonia de S. schenckii a 37°C apresenta coloragdo bege
amarelada e aspecto cremoso (Morris-Jones, 2002; Criseo et al., 2008; Lopéz-Romero et al.,

2011; Zancopé-Oliveira et al., 2011).
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Poucos sdo os trabalhos referidos na literatura especializada sobre as caracteristicas
fisiologicas de S. schenckii. Gosh e colaboradores (2002) analisaram e compararam 49
isolados de S. schenckii de trés regides da India e observaram que as mesmas nio
apresentaram variacdo na morfologia em trés diferentes meios de cultivo. Além disso, o
crescimento de todos os isolados foi inibido a 40°C, com crescimento 6timo entre 30 e 37°C.
As leveduras se mostraram mais tolerantes a pressdo osmotica que a forma filamentosa,
crescendo em trés dias, em meio contendo 20% de glicerol, e 10 isolados apresentaram
tolerancia em 30% de glicerol. Na fase miceliana todos os isolados cresceram lentamente em
meio com 20% de glicerol, e nenhum cresceu na concentracao de 30%. Houve crescimento de
todos os fungos na fase leveduriforme em meios acrescidos de NaCl a 9%; ja em
concentragoes mais elevadas somente 24% dos isolados estudadas foram tolerantes. A forma
filamentosa ndo foi capaz de crescer na presenga de uma concentragao salina acima de 7%. O
crescimento 6timo da forma miceliana foi visto no pH entre 3,0-11,5, entretanto, algumas
amostras foram tolerantes ao pH de 12,5. Por outro lado, leveduras cresceram bem em uma
faixa de pH entre 3,0-8,5, mas alguns isolados puderam crescer mesmo em pH 2,0. Variacdes
no padrdo de assimilacdo de carboidratos foram observadas em isolados de diferentes areas
geograficas. Todos os isolados assimilaram adonitol, celobiose, frutose, galactose, glicose,
glicerol, maltose, manose, sorbitol, sacarose, trealose e xilose e nenhuma foi capaz de
assimilar inositol, lactose e dulcitol. Os isolados do norte da India ndo assimilaram ramnose e
os do oeste nio assimilaram amido. Todos os isolados do sul da India assimilaram rafinose e
dextrose. Apenas a forma filamentosa pode degradar a uréia apds 96 horas de incubagdo. O
teste de fenol oxidase foi positivo para todos os isolados. Tanto a fase leveduriforme quanto a
miceliana de todos os isolados puderam assimilar KNOs;. Nenhum dos isolados hidrolisou
caseina ou apresentou atividade de gelatinase (Gosh et al., 2002).

Mais recentemente, alguns autores descrevem as caracteristicas fisiologicas de cepas
de S. schenckii preservadas em agua e por repiques sucessivos (Mendonza et al., 2005), onde
observou-se alteragoes na capacidade de liquefazer gelatina, bem como na degradacdo de

amido.
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1.2.4. Fatores de viruléncia

Seres humanos estdo constantemente expostos a diferentes microorganismos, entre
eles, os fungos, mas somente um niimero limitado entre os ultimos pode causar doenga. Com
isso, a patogenicidade ndo ¢ uma caracteristica estavel na maioria dos fungos. Varios fatores
de viruléncia responsaveis pela sobrevivéncia destes microorganismos tém sido descritos na
literatura especializada. Alguns destes fatores sdo bem determinados como: parede celular e
estruturas complementares responsaveis pela adesdo aos tecidos dos hospedeiros, como a
producdo de fosfolipases, proteases e elastases capazes de causar dano tecidual e quebrar as
defesas do hospedeiro, a capacidade de fazer “switch” a varias vias metabdlicas que sao
fundamentais para a sobrevivéncia intracelular, a termotolerancia (capacidade de crescer a
37°C) a qual ¢é pré-requisito para dissemina¢do hematogénica. Fungos dimorficos, entre eles S.
schenckii, fazem morfogénese conforme o ambiente em que se encontram (Hogan et al.,
1996).

Os fatores de viruléncia de S. schenckii sdo pouco conhecidos devido a escassez de
estudos. Steenbergen e colaboradores (2004) sugerem que a origem da viruléncia esteja
relacionada as relagdes intermicrobianas existentes no habitat natural de S. schenckii, sendo
demonstrado por esses autores que as células leveduriformes, quando fagocitadas por
Acantamoeba castellanii, sdo capazes de sobreviver em seu interior, matar a ameba ¢ a
utilizam como nutriente. Estas relagdes também s3o observadas em outros fungos
dimérficos patogénicos, como o Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e
Cryptococcus neoformans. Entretanto essa caracteristica ndo ¢ compartilhada por fungos
patogénicos que ndo possuem o solo como seu habitat primario como, por exemplo,
Candida albicans, ou por fungos ndo patogénicos como Saccharomyces cerevisiae
(Steenbergen et al., 2004; Malliaris et al., 2004).

Um dos principais fatores de viruléncia associado ao S. schenckii, assim como a
outros fungos patogénicos, ¢ a termotolerancia. Os isolados que sdo capazes de crescer a
35°C, mas incapazes de realiza-lo a 37°C ndo promovem lesdes linfangiticas, limitando-se a
infecgdes cutdneas fixas. J4 os isolados oriundos de lesdes linfangiticas, disseminadas e
extracutaneas apresentam tolerancia e crescimento a 37°C (Kwon-Chung & Bennet, 1992).
Recentes estudos demonstraram que os isolados de S. schenckii provenientes da Colombia,

onde a forma clinica predominante da esporotricose ¢ a cutanea fixa, apresentaram alta taxa
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de inibicdo do crescimento entre 35 a 37°C, ao contrario de cepas do México e da
Guatemala, onde as formas linfangiticas predominam (Mesa-Arango et al., 2002).

Tem sido amplamente discutido que a melanina pode atuar como fator de viruléncia
em varios fungos patogénicos. S. schenckii é capaz de sintetizar melanina, e, portanto,
poderia ser outro fator de viruléncia apresentado pelo mesmo (Jacobson, 2000). A produgdo
de melanina nos conidios de S. schenckii ocorre por meio da via do 1,8-diidroxinaftaleno
penta acetato (Romero-Martinez et al., 2000). Embora macroscopicamente somente a forma
filamentosa do fungo pareg¢a ser melanizada, posteriormente foi demonstrada a produgao de
melanina por S. schenckii também nas formas leveduriformes, tanto in vitro como durante a
infec¢do. Porém, as hifas ndo sdo capazes de sintetizar melanina, somente os conidios
(Morris-Jones et al., 2003). Foi demonstrado que a melaniza¢dao dos conidios torna-os mais
resistentes a fagocitose por macrofagos, o que favoreceria a instalagdo da infeccdo, ja que
estas sdo as particulas infectantes do fungo (Romero-Martinez et al., 2000).

Almeida-Paes e colaboradores (2009) em diferentes meios de cultura demonstraram
que varios isolados foram capazes de produzir mais melanina em meio adicionado de L-
DOPA. Por esse motivo, foram estudadas particulas de melanina obtidas de isolados
cultivados na presenca ou na auséncia deste composto fenodlico. Esses resultados foram
pioneiros em demonstrar que diversas espécies de Sporothrix sdo capazes de utilizar L-DOPA
para aumentar sua sintese de melanina (Almeida-Paes et al., 2009), em especial pelo fato de
isolados albinos na auséncia deste composto produzirem colonias pigmentadas em Meio
Minimo (MM) suplementado com L-DOPA. As particulas de melanina geradas dessas
culturas sdo mais escuras que as isoladas do fungo cultivado em MM e uma atividade
semelhante a lacase foi verificada entre proteinas citoplasmaticas de ambas as morfologias
deste fungo. Anteriormente observacdes de uma atividade de fenoloxidase em isolados de
Sporothrix através do crescimento de colonias negras em meio de Staib foi descrita por Ghosh
e colaboradores, porém sem distinguir entre melanina DHN e melanina derivada de compostos
fenolicos. A possivel utilizagdo de compostos fendlicos exdgenos na sintese de melanina por
S. schenckii também ja havia sido previamente sugerida (Morris-Jones et al., 2003) e os
resultados deste estudo demonstraram claramente este fato. Posteriormente um estudo de
Teixeira e colaboradores (2010), demonstrou que a produg@o de melanina a partir de L-DOPA

foi associada a viruléncia de S. schenckii.

18



Recentemente, Almeida-Paes e colaboradores (2012b) demonstraram a produgdo de
piomelanina na presenga de tirosina pelas espécies do complexo S. brasiliensis, S. schenckii
e S. globosa, estando esse pigmento envolvido na viruléncia dos microrganismos e na

sobrevivéncia a diferentes condigdes ambientais.
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2. RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

A esporotricose ¢ a doenga flingica subcutanea com alta prevaléncia na cidade do Rio
de Janeiro nos ultimos anos, ocorrendo um aumento no nimero de casos diagnosticados em
humanos, no IPEC, de 13 entre 1987 a 1997, de 759 casos entre o periodo de 1998 a 2004,
para 1.848 casos humanos entre 1997 e 2007 (Barros et al., 2001; Schubach et al., 2008; Silva
et al, 2012). Nesta epidemia, um amplo espectro clinico tem sido observado. A forma
predominante de apresentacdo clinica ¢ a cutinea classica. Entretanto, apresentagdes
consideradas raras como lesdes cutaneas com multiplas localizagdes (16,3%) e envolvimento
das mucosas conjuntival (2,8%) e nasal foram observadas (Schubach et al., 2005b; Barros et
al., 2004). Neste sentido, associagdes como eritema nodoso (Gutierrez-Galhardo et al., 2002),
Sindrome de Sweet (Freitas et al.,, 2012) e eritema multiforme (Gutierrez-Galhardo et al.,
2005) foram descritas pela primeira vez. Provavelmente, a transmissdo zoonotica em contraste
com a via classica da infec¢do por Sporothrix, onde material de solo e planta carregado com
hifas saprofiticas do patdgeno sdo a fonte de contaminagdo, a transmissdo de Sporothrix spp.
por gatos para outros gatos e seres humanos por meio da inoculacdo direta de células
leveduriformes exibindo uma riqueza parasitaria, deve estar influenciando estas formas de
apresentacao clinica.

O diagndstico e tratamento precoces de qualquer sitio extracutaneo sem davida trara
um melhor progndstico para o paciente. Acreditamos que fatores relacionados a forma de
transmissao ao hospedeiro, a viruléncia do fungo e as caracteristicas das diferentes espécies do
complexo Sporothrix possam estar relacionados a diversidade clinica vista nesta epidemia
(Zancopé-Oliveira et al., 2011).

As lesdes cutdneas do gato com esporotricose apresentam alta carga parasitaria e
constituem uma fonte de potencial zoondtico (Schubach et al., 2002; Schubach et al., 2003),
transmitindo o fungo na auséncia de trauma, como observado em 35,5% dos casos descritos
no IPEC/Fiocruz (Barros et al., 2004). Sendo as principais formas de transmissdo zoonotica
por meio da arranhadura ou mordedura de gatos doentes. E provavel que o contato estreito
com o gato doente no ambiente domiciliar promova repetidas exposicdes ao S. schenckii,

possibilitando repetidas inoculagdes, podendo acarretar em hipersensibilizagdo do hospedeiro
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ao fungo (Gutierrez-Galhardo et al., 2002). Entretanto, estas questdes ainda ndo foram
confirmadas.

Nosso grupo tem se voltado para a caracterizagdo fenotipica e genotipica de Sporothrix
spp. isolado na epidemia do Rio de Janeiro. Recentemente, foram demonstrados alguns
padroes fenotipicos e genotipicos dos isolados de S. schenckii provenientes da epidemia do
Rio de Janeiro (Reis et al., 2004, Oliveira et al., 2011), associados a manifestagdes clinicas
raras da esporotricose e sua correlacdo com as diferentes formas clinicas (Gutierrez-Galhardo
et al., 2008). Nossos dados sugerem uma fonte comum de infec¢do, bem como corroboram
dados recentemente publicados (Marimon et al., 2008), onde isolados provenientes desta
epidemia sdo mais suscetiveis aos antifingicos utilizados na rotina clinica. Com isso, estudos
fenotipicos e genotipicos tém nos permitido e nos permitirdo esclarecer aspectos ainda
obscuros relacionados a taxonomia, fisiologia e patogenia de espécies do complexo
Sporothrix, agente etiologico da epidemia da esporotricose no Estado do Rio de Janeiro. Uma
nova abordagem realizando a comparacdo da sensibilidade e especificidade entre método de
caracterizagdo fenotipica e genotipica das espécies do complexo Sporothrix, assim como a
analise de fendtipos e genotipos entre Sporothrix spp. obtidos no estado do Rio de Janeiro com
isolados de outras regides geograficas; sdo propostas neste estudo. Com a descricdo do
complexo Sporothrix, surgiu também uma importante questdo que seria a obtencdo de uma
metodologia rapida e eficaz para identificacao e tipagem das espécies deste complexo.

Acreditamos que as observagdes adquiridas contribuiram, portanto, para um maior
entendimento do agente infectante nesta endemia de esporotricose fornecendo dados mais
significativos para o desenvolvimento e aplicagdo de medidas profilaticas e esquemas
terapéuticos adequados. Estes conhecimentos também nos permitirdo explorar a relagdo
parasita-hospedeiro, bem como serdo uteis no desenvolvimento de métodos mais sensiveis e

especificos de diagnostico.
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3. OBJETIVOS

3.1. Geral

Nosso principal propodsito foi realizar a andlise filogenética por meio de taxonomia
classica e molecular das espécies do complexo Sporothrix provenientes de diferentes regides
geograficas, e desenvolver metodologias moleculares para a identificacdo das espécies do

complexo.

3.2. Especificos

1. Comparagdo entre método de caracterizagdo fenotipica e genotipica das espécies do
complexo Sporothrix;

2. Comparagao de fendtipos e gendtipos entre Sporothrix spp. obtidos no estado do Rio
de Janeiro com isolados de outras regides geograficas;

3. Inclusdo de nova metodologia baseada em acidos nucléicos para caracterizagdo de
espécies do complexo Sporothrix;

4. Determinagdo do perfil protedmico do complexo Sporothrix, utilizando metodologia

baseada em espectrometria de massa.
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4.CAPITULO 1

Comparagdo entre método de caracterizagdo fenotipica e genotipica das espécies do complexo

Sporothrix.

Neste capitulo, apresentamos dois estudos, onde 246 isolados clinicos e um ambiental
obtidos da epidemia de esporotricose no Estado do Rio de Janeiro, foram identificados por
taxonomia polifésica.

A esporotricose aumentou significativamente no Brasil na ultima década,
particularmente no estado de Rio de Janeiro, com a ocorréncia de uma epidemia, sendo esta
relacionada com a transmissdo zoondtica de gatos naturalmente infectados para os seres
humanos. Recentemente, quatro novas espécies filogenéticas (S. brasiliensis, S. globosa, S.
pallida e S. mexicana) foram incorporadas ao complexo Sporothrix com base nas suas
caracteristicas fenotipicas e molecular. No primeiro estudo, descrevemos a caracterizacao de
246 isolados obtidos de pacientes atendidos no Laboratério de Dermatologia Infecciosa, IPEC
- FIOCRUZ, entre 1998 e 2008, juntamente com uma amostra ambiental. Fenotipicamente,
206 amostras (83,4%) foram caracterizadas como S. brasiliensis, 15 (6,0%) como S. schenckii,
e uma (0,5 %) como S. mexicana. Vinte e cinco amostras (10,1%) ndo puderam ser
identificadas de acordo com o seu fendtipo e foram classificadas como Sporothrix spp.. O
sequenciamento parcial do gene da calmodulina foi realizado para confirmar a identidade
destes isolados. A andlise molecular demonstrou que 24 dos isolados classificados como
Sporothrix spp. eram S. brasiliensis, € o outro isolado foi classificado como S. globosa. Este
isolado de S.globosa foi o primeiro descrito no Brasil e o0 mesmo apresentava perfil fenotipico
atipico quando comparado a chave de identificacdo proposta por Marimon e colaboradores
(2007). O isolado fenotipicamente caracterizado como S. mexicana ficou agrupado no clado
de S. schenckii, demonstrando a partir das analises desses dados a importancia da correlacao
entre dados moleculares e fenotipicos para a identificagdo das espécies do complexo

Sporothrix.
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Abstract Sporotrichosis has significantly increased
in Brazil in the last decade, particularly in the state of
Rio de Janeiro, with the occurrence of an epidemic
related to zoonotic transmission from cats to humans.
Recently, four new phylogenetic species were incor-
porated into the Sporothrix species complex based on
the phenotypic and molecular characteristics, and a
new species name (Sporothrix brasiliensis) was
proposed for some of the Sporothrix isolates from
this epidemic. This study describes the characteriza-
tion of 246 isolates obtained from patients attending
the Laboratory of Infectious Dermatology, IPEC-
FIOCRUZ, between 1998 and 2008, together with
one environmental sample. Two hundred and six of
the isolates (83.4%) were characterized as §. brasil-
iensis, 15 (6.0%) as S. schenckii, and one (0.5%) as
S. mexicana. Twenty-five isolates (10.19%) could not
be identified according to their phenotype and were
classified as Sporothrix spp. The calmodulin gene
was sequenced to confirm the identity of these

M. M. E. Oliveira - R. Almeida-Paes -

M. M. Muniz - R. M. Zancope-Oliveira (=)
Laboratdrio de Micologia, Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas, Fundagio Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro,
RJ 21045-9(0), Brazil

e-mail: rosely.zancope @ipec.fiocruz.br

M. C. Gutierrez-Galhardo

Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatologia
Infecciosa, Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas,
Fundacio Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, RJ, Brazil

isolates. The molecular analysis demonstrated that
24 of the isolates were S. brasiliensis, with the
remainder being a S. globosa isolate. The isolate
characterized phenotypically as S. mexicana was
clustered on the §. sehenckii clade. The correlation
between molecular data and phenotypic characteris-
tics described in this study is fundamental to the
identification of the Sporothrix complex.
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Introduction

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis with a
global distribution, with areas of high endemicity in
Latin America [1-3]. This infection is caused by the
dimorphic fungus previously described as the single
species Sporothrix schenckii, which is associated in
the environment with plants and soil [4]. In humans,
sporotrichosis is a disease that usually occurs in the
form of isolated cases or small outbreaks, involving
people exposed to plants or soil rich in organic matter
such as farmers, florists, gardeners and miners, and
occasionally laboratory technicians [5, 6].
Pathogenic fungi of the genus Sporothrix are dimor-
phic: in the environment or when cultured in the
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laboratory at 25-30°C, in the filamentous form they
present as hyaline, septate, branched hyphae with
single-celled conidia of two types—hyaline and brown
(dematiaceous). The hyaline conidia are small, ovoid
and usually occur in the apical portion of conidiophores.
The dematiaceous conidia are large and ovoid, with a
thick cell wall and are present along the entire length of
the hyphae [7]. Macroscopically, filamentous S. sche-
nckii colonies are initially white and gradually become
brown to dark black, as conidia are produced by the
fungus [8]. In contrast, in the parasitic phase or when
cultured in appropriate culture media at 35-37°C, S.
schenckii appears as cigar-shaped oval yeast cells that
may have one or more buds [9, 10]. Macroscopically
colonies of S. schenckii grown at 37°C have a yellowish-
beige color with a creamy aspect [11, 12].

Rio de Janeiro State in Brazil is an epidemic area for
sporotrichosis; thus, in a study conducted from 1998 to
2004, Schubach and co-workers [13, 14] identified 759
cases of human sporotrichosis, 1,503 of feline sporotri-
chosis, and sixty-four cases of canine S. schenckii
infection. 83.4% of the human infections were associ-
ated with prior contact with cat sporotrichosis cases
[14]. This differs from other worldwide sporotrichosis
outbreaks that have been associated with infection via a
plant source containing the fungus, rather than by
domestic cats infected with S. schenckii [ 14, 15]. In the
Rio de Janeiro outbreak, the cutaneous-ly mphatic form
of the disease was mostcommon, followed by localized
and disseminated cutaneous forms. Uncommon mani-
festations of the disease involving nasal and conjunc-
tival mucosa [13, 14] as well hypersensitivity
manifestations, such as erythema nodosum and ery-
thema multiform [16, 17], were also noted.

Marimon et al. [ 18] have recently suggested on the
basis of a combination of phenotypic and genetic
features that S. schenckii should not be considered a
single taxon, which causes sporotrichosis, and have
identified three new species, S. brasiliensis, S.
globosa, and §. mexicana. §. globosa has been
defined as having a worldwide distribution [19, 20],
whereas S. mexicana is apparently restricted to
Mexico, and S. brasiliensis to Brazil. Recent work
by the same group has also suggested that S
schenckii var. luriei should be promoted to a new
species, S. luriei [21]. Additionally, other phyloge-
netic analysis based on tDNA and f-tubulin regions
from . albicans, S. pallida, and S. nivea revealed a
significant similarity, and there is a proposition that
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all the three species were called as S. pallida, the first
of three species first described [22]. An identification
key for the Sporothrix complex has now been
proposed [18] that includes analysis of conidial
morphology, auxonogram analysis using raffinose
and sucrose, and genotyping via polymerase chain
reaction (PCR) amplification of the calmodulin gene.
Based on this last analysis, Romeo and collaborators
(2011) studying the molecular phylogeny and epide-
miology of 5. schenckii species complex isolated in
Italy demonstrated that twenty-six environmental
strains co-clustered with S. albicans, and two clinical
isolates grouped with S. schenckii stricto sensu [24].

The objective of this study was characterizing, at
the species level, Sporothrix strains isolated during
the course of the Rio de Janeiro sporotrichosis
epidemic, and maintained in our fungal collection,
using the newer methods of taxonomic analysis
developed by Marimon et al. [18], and evaluate the
accuracy of the classic methodologies applied in the
Sporothrix identification.

Materials and Methods
Strains

This study was approved by the Research Ethics
Committee of IPEC/Fiocruz. Two hundred and forty-
seven isolates from the Fungal Culture Collection of
the Laboratorio de Micologia/IPEC/Fiocruz, two
control strains (I0OC 1113, IOC 1824) isolated on
1926 and 1984, respectively, prior to the Rio de
Janeiro State sporotrichosis epidemic, and S. brasil-
iensiv CBS 120339 (former IPEC16490) type strain
characterized by Marimon et al. [19]were included in
this study—each had been characterized previously
as 8. schenckii by traditional morphological identifi-
cation methods [22]. Two hundred and forty-six of
the isolates were from human sporotrichosis patients
identified between 1998 and 2008 and the remainder
was isolated from the environment. All strains were
previously identified as S. schenckii.

Fungal Re-isolation and Phenotypic
Characterization

Filamentous fungal colonies grown on Sabouraud
Dextrose Agar were visually examined using
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Lactophenol Cotton Blue (Fluka Analyted, France),
and slide cultures were prepared as previously
described for Sperothrix identification [22]. Dimor-
phism was demonstrated by conversion to the yeast-
like form on Brain Heart Infusion (BHI) agar medium
(Difco™ Becton, Dickinson and Company/Sparks,
MD 21152 USA) for 7 days at 37°C. In order to study
and confirm macroscopic features and sporulation,
isolates were sub cultured on potato dextrose agar
plates (PDA—Difco™ Becton, Dickinson and Com-
pany/Sparks, MD 21152 USA) and Corn Meal Agar
slants (BBL™ Becton, Dickinson and Company/
Sparks, MD 21152 USA) and incubated at 30°C in
the dark. After 10-12 days, the microscopic features
were determined. Colony diameter on PDA was
determined after 21 days according to the previously
described protocol [18, 20]. To check growth at 37°C,
the strains were grown on PDA and incubated at 37°C
for 3 weeks. Carbohydrate assimilation tests were
performed using freshly prepared yeast nitrogen base
(YNB) medium (Difco™ Becton, Dickinson and
Company/Sparks, MD 21152 USA) and tested for
sucrose and raffinose using the technique described
previously protocol [18, 20]. Cultures on YNB sup-
plemented with glucose were used as positive control
for growth and YNB without carbohydrates was used
as a negative control. Experiments were performed at
least three times on different days and, in case of
discordant results, repeated two additional times.

Molecular Identification

Genomic DNA was extracted and purified from
Sporothrix spp mycelial phase by phenol/chloro-
form/isoamyl alcohol method as previously described
[25]. For the partial sequencing of the nuclear
calmodulin (CAL) gene, we used the specific condi-
tions described by Oliveira et al. [20]. Briefly, the
PCR mix consisted of MgCl, 2 mM (Invitrogen,
USA), dNTP mix 200 pM (Invitrogen, USA), 2.5U
Tag Gold DNA polymerase (Applied Biosystems,
USA), 30 pmol of each primer CL1 (5-GA(GA)T
(AT)CAAGGAGGCCTTCTC-3"), and CL2A (5'-TT
TTTGCATCATGAGTTGGAC-3) [20, 23]. In the
PCR reaction, the annealing temperature was 60°C.
Automated sequencing was done using the Sequenc-
ing Platform at Funda¢io Oswaldo Cruz—PDTIS/
FIOCRUZ, Brazil [26]. Sequences from both DNA
strands were generated and edited with the

Sequencher ver. 4.6 software package (Genes Codes
Corporation, USA), followed by alignment by means
of the Mega version 4.0.2 software. The sequences of
our strains were compared by BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool- NIH) with sequences avail-
able from NCBI GenBank (Sporothrix AM 398382.1/
AM 398393 1/AM  117444.1/AM  116899.1/AM
116908.1). All phylogenetic analyses were performed
based on Tamura et al. [27], using MEGA vers. 4.0.2
(hup://www.megasoftware.net/). The phylogenetic
relationships among isolates were evaluated from tree
topologies: (1) the Neighbor-joining (NJ) algorithm
[28] was generated using the genetic distances model
of Kimura 2-parameter [29] with pair-wise deletion
(gaps/missing data) and uniform rates among sites:
(2) the Maximum parsimony (MP) method [29] was
employed to infer trees using the close-neighbor-
interchange algorithm [30]. A Bootstrap test [31]
with 1,000 replicates was conducted for both NJ and
MP analyses.

Statistical Analyses

All data were subjected to statistical analysis with the
use of GraphPad PRISM vers. 4.00, San Diego, CA (
http://www.graphpad.com/quickcalcs/) and Statistical
Package for Social Science (SPSS@‘) vers. 11.0,
Chicago, IL, EUA. P values (<(0.005) were calculated
by analysis of variance, chi-square test, or McNe-
mar’s correlation analysis with 95% of confidence
interval (CI) and 5% significance level.

Nucleotide sequence accession numbers. All
sequences from isolates included in genotypic analysis
were deposited in the GenBank database under acces-
sion numbers GU456632, HQ426928 to HQ426962.

Results

Phenotypic characterization. All fungal isolates
included in the study exhibited similar macroscopic
morphology in their filamentous form. After 21 days
of incubation, at 30°C on PDA, white, brown, or
black colonies with velvety or glabrous texture were
observed (data not shown). Pigmented colonies were
not seen in only three Sporothtric isolates (IPEC
16919, IPEC 27022, and IPEC 27087). Microscopic
examination of these colonies revealed thin, hyaline,
and septate hyphae. All 247 isolates when cultured on
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Com Meal Agar for 12 days at 30°C developed
interim or terminal conidia in sympodial conidio-
phores along the hyphae. These conidia were hyaline
or pigmented, usually globose to subglobose or pear
shaped. In addition, sessile conidia were also
observed, which were dark, thick-walled, and con-
nected individually throughout the hyphae via tiny
denticles. Globose, elongated or triangular (Fig. 1),
and dematiaceous conidia were predominantly
observed in our isolates (Table 1). The IPEC
17692, IPEC 18782B, and IPEC 28790 strains
(1.2%) produced just hyaline, globose to subglobose,
or pear shaped conidia, and three other isolates, IPEC
25406, IPEC 28329, and IPEC 28487 (1.2%) dem-
onstrated elongated and pigmented conidia. Triangu-
lar, pigmented conidia characteristic of §. schenckii
were seen on five strains (Table 1).

The mean diameter of the colonies together with
statistical measures of dispersion was also evaluated
in our study (Table 1). Overall, the best fungal growth
was at 30°C, with minimum colony diameter ranging
from 9 to 14 mm, and maximum from 42 to 51 mm at
this temperature. Colony growth at 37°C was lower
than that observed at 30°C, with 2-3 mm diameter
minima and maxima of 14-20 mm. The mean colony
diameter at 30°C was higher in all strains studied
when compared with that at 37°C (Table 1).

After 10 days, glucose was assimilated by all
isolates tested including the controls. Fifteen isolates
(6%) also assimilated sucrose and raffinose, and 22
isolates (8.9%) only assimilated sucrose and glucose.
The remaining 84.7% (n = 210) assimilated only
glucose. None of the isolates assimilated only raffi-
nose and none was able to grow in the control without
a carbohydrate source. The biochemical profile of
Sporothrix isolates that assimilated sucrose only was
assessed and repeated five times using five samplings
on five consecutive days of each strain in order to
evaluate the occurrence of variable sugar assimilation.
In all evaluations, Sporothrix isolates presented the
same biochemical profile, just assimilating sucrose.

Table 1 shows the phenotypic characteristics
observed in each species. Of the total, 25 (10.1%)
strains could not be identified according to the proposed
identification key previously reported [1 8]. Twenty-two
thermotolerant isolates (8.9%) with dematiaceous
conidia, diameter of the colonies not exceeding
50 mm, on PDA at 30°C after 21 days of incubation
presented biochemical profile of assimilationfor species
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8. globosa or 8. albicans. In the previous species
definition, [18] S. globosa is described as being not
thermotolerant, and S. albicans typically produces
colonies =50 mm, and does not produce dematiaceous
conidia (Table 1). In the other group of strains, 1 2% of
our isolates (IPEC 17692, IPEC 28790, and IPEC
18782B) did not produce dematiaceous conidia, grew
colonies less than 50 mm, showed growth at 37°C, and
did not assimilate raffinose and sucrose (Table 1). This
carbohydrate assimilation profile is characteristic of §.
brasiliensis, whereas the conidial structure is typical of
S. albicans.

The conidia type produced by different species of
the genus Sporothrix included in this study is also
shown in Table 1. Two hundred and two isolates of S.
brasiliensis (98%) showed dematiaceous and oval
conidia and two isolates (1.0%) triangular conidia.
Most isolates (609%) characterized as S, schenckii
produced oval conidia without the presence of
dematiaceous and triangular conidia, which accord-
ing to studies by Marimon et al. [I8] could be a
peculiar feature of the strains characterized as
belonging to the species 5. schenckii. Another isolate,
also characterized as S. schenckii, produced oval,
elongated, and pigmented conidial morphology. The
correlation among the isolates characterized as S.
schenckii with the presence of triangular conidia was
performed using the statistics test McNemar's and
was not statistically significant (P = 0.0961). Just
one isolate (IPEC 27722) was characterized as S.
mexicana based on the key proposed previously [18],
since dematiaceous and oval conidia were observed.

The correlation among colony growth on PDA at
30°C and 37°C for 21 days on our isolates is shown
in Fig. 2. The isolate characterized as §. mexicana
had the largest diameter at 30°C and lowest at 37°C.
The growth of 5. schenckii isolates was higher at
37°C when compared to S. brasiliensis, although
statistical differences (P = 0.57) were not observed.
S. brasiliensis isolates and the Sporothrix spp. were
not identified at the species level and demonstrated
similar colony growth at 30°C (P = 0.79) and 37°C
(P = 0.58). The comparison of growth at 30°C of §.
schenckii and S. brasiliensis isolates showed statis-
tically significant differences (P = (0.012).

The phenotypic tests of type strain CBS120339
(IPEC 16490) characterized as 5. brasiliensis by
Marimon et al. [18] were re-assessed. The colonies on
PDA attained a diameter of 13 mm at 30°C and of
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Fig. 1 Morphology of conidia Sporothrix spp. a Interim or
terminal conidia in sympodial conidiophores type placed along
the hypha, b hyaline and pigmented conidia, ¢ sessile and dark

35 mm 37°C after 21 days of incubation and were
unable to assimilate sucrose and raffinose. These
phenotypic data are characteristic of S, brasiliensis.
However, it was found microscopically that this
strain produced triangular, dematiaceous conidia, in
addition to the globose to subglobose, elongated,
dematiaceous conidia (Fig. 1). All control strains
from Brazil (IOC1113 and 10C1824) produced
colonies on PDA with diameters of 45 and 38 mm
at 30°C, and 10 and 9 mm at 37°C, with triangular
dematiaceous conidia in all strains. All assimilated
sucrose and raffinose. These phenotypic characteris-
tics are consistent with the species S. schenckii.
Molecular Analysis. Molecular assessment was
used to identify the 25 (10.1%) isolates that could not
be identified via phenotypic characterization and to
confirm the taxonomy of one strain phenotypically
characterized as S. mexicana, together with the
control strains (n = 3) and isolates with the pheno-
typic profiles of S§. brasiliensis or S. schenckii
(n = 6). The primers CL1 and CL2A were used to

conidia connected individually in throughout the hyphae, and
d triangular conidia. Bars 10 pm. Magnification =40

amplify a fragment of 785 base pairs (bp) of the CAL
gene, which was then sequenced. The BLASTn
program (Basic Local Alignment Search Tool—
NIH) was used to compare all the partial Sporothrix
sequences of the CAL locus with datasets of Sporo-
thrix sequences in the NCBI public databank, which
showed high similarity with previously deposited
sequences, ranging from 97 to 100%. We selected
sequences that could provide 100% of query coverage
and maxima similarity. The phylogenetic tree of the
CAL locus analyzed by Neighbor Joining—NJ
revealed (Fig. 3) three distinct and major clades
represented by S. brasiliensis, S. schenckii, and S.
globosa. Similar results were obtained when the MP
method was employed to analyze the CAL locus of
our isolates (data not shown). The significance of the
tree was assessed using bootstrap confidence [32]. In
our assessment, in 1,000 replicates, the confidence
level of occurrence of nodes was 96-99% (Fig. 3).
Bootstrap values lower than 70% are not shown.
Twenty-four of our isolates with inconclusive
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Incubation at 30°C

Incubation at 37°C

Fig. 2 Companson of colony growth (mean diameters of
colonies) in PDA among species of the genus Sporothrix in two
different temperatures of incubation

cats, and that animal’s act as vectors for transmission
of the fungus.

In order to confirm the identity of species within
Sporothrix complex isolated during the epidemic in
Rio de Janeiro, 247 isolates (representing 11.8% of
the isolates maintained in our laboratory) were re-
analyzed. The predominant species found was S.
brasiliensis (83.4%), which confirms previous data
that strains of S. brasiliensis are associated with the
Rio de Janeiro sporotrichosis epidemic [18]. How-
ever, 8 schenckii and 8. globosa were also isolated
from patients’ resident at these epidemic areas, which
indicate that other species of Sporothrix are also
contributing to the persistence of this epidemic
disease in Rio de Janeiro.

The saprophytic form of S. schenckii is usually
characterized by the types of conidia [38]. It should be
emphasized that on the description of new species the
authors [18] observed terminal or intercalary conidial
cluster on sympodial conidiophores arranged along
the hyphae, hyaline or lightly pigmented, usually
clobose to subglobose or pear shaped. Besides these
sessile conidia, dark, thick-walled, connected indi-
vidually throughout the hyphae of tiny denticles were
also detected, as well as dematiaceous conidia with
triangular morphology seen only in S schenckii.
Based on the morphology of conidia found in our
isolates, three of them (IPEC25406, IPEC28329, and
IPEC28487) showed elongated, globose, and

dematiaceous conidia, typical of 8. schenckii, corrob-
orating data presented earlier in which the presence of
these conidia were associated with the morphology of
8. schenckii [18]. However, only isolate IPEC28329
was characterized as S. schenckii via the other
phenotypic methods, whilst the isolates IPEC25406
and IPEC28487 were characterized as S. brasiliensis
by other phenotypic tests. The same observation was
made when the previously characterized S. brasilien-
sis-type strain CBS120339 (IPEC16490) was re-
analyzed in this study. The colonies of this isolate
when grown on PDA attained a diameter of 35 mm at
30°C and 13 mm at 37°C, and the fungus was unable
to assimilate sucrose and raffinose. These phenotypic
aspects are characteristic of S. brasiliensis. However,
microscopic examination determined that this strain
produced dematiaceous triangular conidia, structures
not previously described on this strain, which have
been only associated previously with strains of S.
schenckii. Similar data were also described by Mari-
mon et al. [18] who showed that the type strain S.
schenckii (CBS 359.36), which traditionally produces
pigmented conidia, formed only sympodial and hya-
line conidia. These data suggest that the identification
of Sporothrix species using only the morphology of
conidia as a parameter of classification should be used
with restrictions, and that the application of other
phenotypic tests is mandatory, since these isolates
may fail their ability to produce some morphological
structures or may modify them due to some external
factor or even after several culture passages. This fact
was recently demonstrated in Italy where a fungal
isolate from an immunocompetent patient with lym-
phocutaneous sporotrichosis was characterized as S.
schenckii by conventional filamentous morphology
and conversion to yeast form in BHI at 37°C [39].
This isolate was subcultured several times to be used
as a standard strain in environmental studies. After
these subcultures, the yeast form remained unchanged
even when grown at room temperature [12]. In
addition, Marimon et al. [ 18] related that morphology
of conidia would be a parameter to be considered in
the characterization of S. schenckii, since the isolates
included in their studies tended to have triangular
conidiation. Our data contradict this assertion, since
statistical analysis by the McNemar’s method showed
no correlation between the strains characterized
phenotipically as S schenckii and morphology of
conidia.
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Fig. 3 The evolutionary history was inferred using the
Neighbor-Joining method among 6 taxa (26). The percentage
of mplicate trees in which the associated taxa clustered
together in the bootstrap test (1,000 replicates) is shown next

Few studies have focused on the complex physi-
ology of 8. schenckii and have shown conflicting
results, since the methodologies used are not the same
[40, 41]. Our results are fully consistent with those
observed by other colleagues [18] who claim that
only the assimilation of sucrose, raffinose, and ribitol
are useful in discriminating Sporothrix species com-
plex since all our isolates, including the controls,
assimilated glucose; 15 isolates (6.1%) assimilated
sucrose and raffinose in addition t glucose, and 22
(8.9%) assimilated only sucrose. None of the isolates
assimilated only raffinose, and none was able to grow
on controls without carbohydrates. All isolates
included in this study had optimal growth at 30°C
and were thermotolerant at 37°C with conversion, at
least partially at this temperature, with budding cigar-
shaped yeasts.

Based on the results obtained in this study, we
initially assumed that variations in the sugar assim-
ilation profile could be associated with the storage
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1o the branches (30). All positions containing gaps and missing
data were eliminated from the dataset (Complete deletion
option). Phylogenetic analyses were conducted in MEGA4 (26)

time of these isolates in a culture collection. How-
ever, we discarded this hypothesis, since we included
in our sample two isolates obtained from the same
patient at different times. That first sample (IPEC
27288) isolated on 2005 was identified just for
morphological characteristics as S.schenckii, and
storage by the Castellani’s methodology. The second
isolate (IPEC 34067) was obtained after 3 years after
the isolation of the first sample. Both were tested for
carbohydrate assimilation at the same time, present-
ing the same pattern of assimilation. Mendoza et al.
[41] demonstrated changes in enzyme activity and in
ability to hydrolyze starch in isolates of S. schenckii
maintained for 18 years by two preservation methods,
but they did not evaluate the uptake of the carbohy-
drates used in our study. Moreover, the first of our
isolates was stored only for 3 years. Thus, our results
should not be compared to this previous study.

In this study, it proved impossible to identify 25
isolates by phenotypic characteristics alone. Twenty-
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two of these isolates showed a biochemical pattern of
carbohydrate assimilation typical to that of S. globosa
or S. albicans by the Marimon's key. However, the
average colony diameter at 30°C excluded S. albicans
in these cases; in addition, the latter produces
dematiaceous conidia. They also could not be clas-
sified as 5. globosa since these isolates were
thermotolerant. The identification was concluded
after sequencing of the CAL locus, which confirmed
that 21 of the isolates were actually 5. brasiliensis
and one was S. globosa.

Identification of isolates IPEC17692,
IPEC18782B, and IPEC28790, also proved inconclu-
sive, based on observation of hyaline conidia, which
are characteristic features of the species S. albicans or
S. lurie [18, 21], together with an auxonogram profile
typical of S. brasiliensis. Recently our group dem-
onstrated that one of these isolates (IPEC18782B),
whilst being unable to produce dematiaceous conidia,
was able to produce low levels of melanin at 30°C,
although in insufficient amounts to either darken
colonies or to appear in fungal cell walls [42]. Thus,
this isolate probably lost its ability to produce visible
amount of melanin during its growth. However, it
cannot yet be ruled out that there is further as yet
unappreciated variability within isolates classified as
S. brasiliensis, and studies are underway in our
laboratory to clarify this hypothesis. Another three
strains classified as S. brasiliensis (IPEC16919,
IPEC27022, and IPEC27087) have not demonstrated
macroscopically pigmented colonies, but did develop
oval conidia. These results also suggest phenotypic
variability within this species, and that the production
of melanin should be verified by both macroscopic
and microscopic examination of colonies.

Some isolates examined in this study deserve
special attention. Isolate IPEC27722, characterized
phenotypically as S showed colony
diameters exceeding 50 mm (51 mm) at 30°C and
3 mm at 37°C, coincident with those proposed for the
classification of this species. Physiological character-
istics also inferred that this isolate was S. mexicana.
Thus far this species has only been isolated from
environmental sources - rosewood soil and camation
leaves—and is considered non-pathogenic to man
[18]. Therefore, genotypic analysis was performed to
confirm its taxonomy given that IPEC27722 was
isolated from the forearm injury of an immunocom-
promised patient, who had a previous report of an

mexicane,

uncommon form of histoplasmosis [43]. The sporo-
trichosis regressed spontaneously, supporting previ-
ous data that S. mexicana acts more as opportunist
fungi. Molecular analysis of this isolate clustered it
on the S. schenckii clade. For this reason, we suggest
that molecular characterization should be applied 1o
isolates of the Sporothrix complex that grow colonies
around 50 mm in diameter at 30°C.

Molecular analysis of 25 isolates that showed
inconclusive results on phenotypic studies enabled
the formation of a clade composed by 24 isolates with
100% similarity with the species S. brasiliensis
demonsirating again the importance of analysis at
the level of genotype to identify species. Moreover,
one of our isolates (IPEC27135) was clustered with
the species S. globosa (AMI116908.1) isolated in
Spain (Fig. 3). Accordingly, strain IPEC27135 was
classified as S. globosa and represents the first
isolation of this pathogen in Brazil [20]. In addition,
our study has shown that the strain IPEC28329,
classified phenotypically as S. schenckii, actually
demonstrates similarity to the S brasiliensis
(AM116899.1) type strain. Therefore, our data is in
disagreement with those previously published [18]
that make the assumption that the differentiation of
species within the complex Sporothrix can be easily
accomplished without the involvement of molecular
methods. In contrast, we believe that the correlation
between molecular data and phenotypic characteris-
tics is crucial in identifying these species and suggest
that other genetic markers should also be evaluated in
taxonomic studies of the Sporothrix species complex.

This study represents the most extensive charac-
terization of strains yet undertaken of the Sporothrix
complex, based on phenotypic and genetic analysis.
‘We have characterized phenotypically 247 isolates
from the epidemic of sporotrichosis in Rio de Janeiro
state, Brazil. And have confirmed 8. brasiliensis as
the most prevalent species (83.4% of isolates). We
have also identified an important discrepancy with
the previously reported data concerning the micros-
copy of conidia produced by these newly described
Sporothrix species. More studies are necessary 1o
fully understand the conidial profile of each Sporo-
thrix species.
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Abstract  This report describes the first isolation of
Sporethrix globosa from a Brazilian patient. A 77-
vear-old woman was examined for sporotrichosis
infection. Hiswopathological examination of skin
hiopsy revealed chronic granulomatous infiltrate with
microabeess. Furthermore, & schenckii-like veasts
were evident as demonstrated by PAS and Grocot
stains. The fungus was identified based on colony
morphology on Sabouraud Dextrose Agar slants,
Potato Dextrose Agar, and Corn Meal Agar, micro-
scopic morphology on slides cultures, and assimila-
tion of different The
confirmation was made by molecular methodology.

carbon  sources. species
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Introduction

Sporotrichosis 15 a subcutaneous mycosis with a
global distribution, but the most endemic region is
found in Latin America [1-3]. This infection is
caused by the dimorphic fungus Sporethrix schenckii,
which is associated, in the environment, with plants
and soil [4]. Other Sporothrix species. however, have
been reported as agents of sporotrichosis such as
Sporothrix brasiliensis, Sporotfrix globosa, Sporo-
thrix mexicana, and Sporothrix furiei [5-9]. Previous
studies revealed the existence of differences in the
geographical distribution among the members of the
Sporothrix  complex, including  geographically
restricted species such as 5. brasifiensis. Conversely,
5. globosa is a widespread fungus found up to now in
UK, Spain, Italy, China, Japan, USA, India [6, 9] and
more recently Mexico, Guatemala, and Colombia [9].
Here, we report a case of lymphocutaneous sporotri-
chosis due to a non-8 schenckii species, 5. globosa in
a patient from Rio de Janeiro, an endemic sporotri-
chosis region in Brazil. This is a recently established
species, and to our knowledge. this is the first
description of 8. globosa in Brazil.
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Case Report

A TT-vear-old woman, from the Rio de Janeiro
metropolitan area {Xerem) presented to Laboratorio
de Dermatologia Infecciosa, Instituto de Pesguisa
Clinica Evandro Chagas (IPEC), Fundagio Oswaldo
Cruz for evaluation of a verrucous lesion measuring
3 % 2 cm on her right dorsal hand accompanied of
ascending subcutaneous nodules on her arm. There
were 12 nodules and some of them were fistulized.
The patient reported that the lesions have been
developed over a 4-month period. She used t© hand
plants, vegetable garden and soil in her residence;
however, she did not remember the occurrence of
local trauma. The only medication used by the patient
before medical attending was Captopril 50 mg/day
for reatment of high blood pressure.

Skin biopsy was performed on the lesions, and
tissue fragments were sent for histopathological and
microbiological examination. Direct examination of
tissue fragments after KOH clarification of all
samples was negative. Hematoxilin and eosin exam-
ination revealed chronic granulomatous infiltrate with
microabeess. Furthermore, 8 schenckii-like yeasts
were evident as demonstrated by PAS and Grocot
stains. The fungal culture performed at 25°C on
Sabouraud Dextrose Agar showed after 7 days fila-
mentous colonies on the agar slants. Microscopic
examination of slide cultures demonstrated hyaline
septate hypha, with both hyaline and dematiaceous
conidia compatible with Sporothrix spp.. and the
diagnosis of lymphocutaneous sporotrichosis was
made. The patient was treated with itraconazole
100 mgfday for 5 months, with regression of all the
lesions.

Materials and Methods

Isolation and Phenotypic Characterization of the
Fungus

Filamentous fungal colonies grown on Sabouraud
Dextrose Agar were visually examined and slide
cultures prepared as previously described for Spore-
thrix identification [10]. In order w study macro-
scopic features and sporulation [6], the case isolate
(IPEC 27135) was subcultured on Potato Dextrose
Agar (PDA) plates, and Corn Meal Agar (CMA; BBL

@ Springer

™pBecton, Dickinson and Company/Sparks, MD
21152 USA) slants, and incubated at 30°C in the
dark. The microscopic features were determined
primarily on CMA slide cultures after 10-12 days
of incubation at 30°C, and the diameter of the
colonies on PDA  was measured after 21 days
according to the previously described protocol [6].
To check growth at 37°C, the strain was grown on
PDA and incubated at 37°C for 3 weeks. Carbohy-
drate assimilation tests were performed using freshly
prepared Yeast Nitrogen Base (Y NB) medium [ Difco
™ Becton, Dickinson and Company/Sparks, MD
21152 USA] and tested for three sugars (dextrose,
sucrose, and raffinose) using the technigque described
previously [6]. Cullures on YNB supplemented with
dextrose were used as positive control for growth and
YNB without carbohydrates was used as a negative
control. Type strain of Sporothriv brasiliensis CBS
120339 (IPEC 16490) characterized by Marimon
et al. [6] was also included in this study.

Molecular Identification

Genomic DNA was extracted and purified from
8. schenckii yeast phase by phenol/chloroform/isoamy|
alcohol method as previously described [11]. For the
partial sequencing of the nuclear calmodulin (CAL)
gene, we used specific conditions described by Susca
et al. [12] with slight modifications. Briefly, the PCR
mix consisted of MgClh 2 mM (Invitrogen, USA),
dNTP mix 200 mM (Invirogen, USA), 2.5 U Tag
Gold DNA polymerase (Applied Biosystems, USA),
30 pmol of each primer CL1 (5-GA(GA)T(ATYCAA
GGAGGCCTTCTC-3), and CL2A (5-TTTTTGCAT
CATGAGTTGGAC-3') [13]. In the PCR. the anneal-
ing temperature was altered o 60°C. Automated
sequencing was done using the Sequencing Platform
at  Fundagio Oswaldo Cruz—PDTIS/FIOCRUZ,
Brazil [14]. Sequences from both DNA strands were
generated, edited with the Sequencher ver. 4.6
software package (Genes Codes Corporation, USA).
and aligned by means of the Mega version 4.02
software. The sequences of our strain were compared
by BLAST (Basic Local Alignment Search Tool—
NIH) with sequences available from NCBi GenBank
(Sporothric AM 39838 2/AM 308303/AM 1174447 AM
L 168997AM 116908). All phylogenetic analyses were
performed based on Tamura and coworkers [15], using
MEGA vers. 4.0 (httpz/fwww.megasoftware net'). The
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phylogenetic relationships among isolates were eval-
wated from tree topologies: (1) the Neighbor-joining
(M) algorithm [16] was generated using the genetic
distances model of Kimura 2-parameter [17] with pair
wise deletion (gaps/missing data) and uniform rates
among  sites; (2) the Maximum parsimony (MP)
method [ 18] was employed to infer trees using the
close-neighbor-interchange algorithm [19]; gaps were
wsed as fifth character. A Boostrap test [20] with
1000 replicates was conducted for both NI and MP
anmalyses. Sequence was deposited in GenBank as GU
456632,

Results
Primary Isolation

Pure cultures of identical moulds were found in SDA
slants at 30°C. After 7 days of growth the initial
colonies of this fungus isolated from clinical material
were glabrous, white and, after a few days, a dark
pigment was developed in the mycelia. Microscopic
chservation at this time showed the presence of
simple, ovate hyaline and thin-walled conidia in
sympodial conidiophores, and a second conidial form
of brown, thick-walled dark conidia along the undif-
ferentiated hyphae. At 37°C on Brain Heart Infusion
Agar (BHI) (BBL "™Becton, Dickinson and Com-
pany/Sparks, MD 21152 USA), moist, glabrouws,
yeast-like colonies were observed. In the yeast form,
the budding yeast cells were hyaline, small, globose,

or oval. Based on their micromorphology. this strain
was tentatively classified as Sperothrix spp.

Morphological and Physiological Analysis of the
Case Isolate

The macroscopic morphologies of Sporothrix spp.
from the case isolate, as well strain type S. brasil-
iensis CBS 120339 were similar. After 3 weeks of
incubation at 30°C, colonies on PDA were moist,
glabrous to cotton-like surface, white to dark brown.
Microscopically these fungi presented thin, septated
hyaline hyphae. All the isolates sporulated on CMA
after 12 days at 30°C, and developed intercalary or
terminal conidial cluster on sympodially conidio-
phores. The comdia were hyaline or shghtly pig-
mented, usually obovoid. These sessile conidia were
globose and measured 2,5 pm long by 2.5 pm wide
(Fig. la).

The case isolate and the type strain of 5. brasil-
iensis exhibited better growth at 30°C compared o
37°C. The colonies grown on PDA, at the first
temperature, achieved a diameter of 34-35 mm after
21 days. At 37°C the solates showed restricted
growth, with 7-13 mm in colony diameter afier
21 days (Fig. lb). Carbohydrate assimilation tests
were run in triplicate and presented the following
results: both strains assimilated dextrose, and were
unable to assimilate raffinose. The Sporothrix isolate
(IPEC 27135) also assimilated sucrose, typical phe-
notypic characteristic of Sporothrix globosa [6]

Fig. 1 Macroscopic and micmscopic morphologies of 8. globosa. a Momphology of the sessile conidia of the 5. globosa. b Colony of

& plobosa developed on PDA m 37°C
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Fig. 2 PCR product hased on the panial calmodulin gene
sequence with CLI-CL2A  primers pair. [ 100-bp DNA
Ladder-Invitrogen: 2 Negative control: 3 Sporothriv isalate
CBS 120339; 4 Sporothrir isolate IPEC 27135

Molecular Analysis

Phenotypic characteristics allowed us to classify this
fungus as §. globosa. although this species has shown
atypical morphologic profile, with different charac-
teristics among this group [6]. Identity with other
Sporethrix  strains was confirmed by molecular
sequencing data of the calmodulin (CAL) gene.
GenBank search revealed that the case isolate (IPEC
X7135) showed a 100% match with the CAL
sequences of 8 globosa (i.e., GenBank accession
number AM 116908) with high bootstrap support
values sustaining thus the morphological identifica-
tion by mycological procedures (Figs. 2. 3).

jlils)

Discussion

The first epidemic of sporotrichosis in humans as a
result of zoonotic wransmission was identified in Rio
de Janeiro, Brazil, in 1998, with predominance of
women with a median age of 4] who were engaged in
domestic activities. The prevalence of sporotrichosis
is four times higher among patents in contact with
animals, especially cats, irrespective of pgender.
Although, in the current epidemic of sporotrichosis,
contact with sick cats was the main factor associated
with transmission of the disease to humans [21].
traditional mechanism of transmission by traumatic
inoculation with soil or plant-related matter is also
occwrring [4]. In the present case, the patient denies
any trauma, although is possible that patient suffered
a small local trauma during her daily occupational
activities.

Ouwr phylogenetic analysis has shown a clear
separation of 8. globesa from the other species that
currently include the 8. schenckii complex [6]. Apart
from genetic character, morphological, and physio-
logical features also indicate the identity of the case
isolate (IPEC 27135) as 8. globosa, and although in
the phenotypic markers proposed by Marimon et al.
[6]. this species does not present growth at 37°C, our
5. globosa isolate presented growth at 37°C, attaining
T mm of colony diameter. However, the same authors
related four exceptions, which exhibit a very restrict
growth. Consequently, our results corroborated those
data, and suggested that other phenotypic features
besides capacity for growth at 37°C, have to be
evaluated before the final classification as 5. globosa.

100 [ IPEC 27135 Sporothrix globoaa Brazil
AM 116508 Sporofhn globosa Spain

‘ AM 116859 Sporothrix brasienss Brazl
o AM 117444 Sporofhns: ache noks Bolvia

—

o

Fig. 3 The evolutionary history was inferred using  the
Neighbor-Toining method among six taxa [16]. The percentage
of replicate trees in which the associated tax clustered
together in the bootstrap test § 1O replicates) are shown next
tor the branches [20]. All positions containing gaps and missing

@ Springer

AM 388393 Sporothnx mescana Mexioo

| — AM 30382 Sporothx albicans Germany

data were eliminated from the dataset (Complete deletion
option). There were a total of 537 positions in the final dataset.
Phylogenetic analyses were conducted in MEGA4  [15].
Sequence for stmin IPEC 27135 is deposited as GU 456632
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Sporothrix species vary in vimlence [22, 23]
Recent information from a murine infection model
suggests that §. brasifiensis corrently causes the
highest fungal burdens resulting in the highest
maorbidity and mortality [24]. 5. schenckii caused
less damage than S, brasiliensis and 5. globosa was
avirulent. Interestingly, the conidia of 5. globosa
isolates did not produce pigment or grow at 37°C. In
contrast, the S globosa isolate described in the
present work readily grew at 37°C suggesting that
there may be significant variation within this species.
We are currently studying additional isolates to assess
this hypothesis.
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5.CAPITULO 2

Comparagdo de fendtipos e genotipos entre Sporothrix spp. obtidos no estado do Rio de

Janeiro com isolados de outras regides geograficas.

Neste capitulo incluimos trés estudos que englobam a identificacdo de espécies do
complexo Sporothrix spp. provenientes de diferentes regides geograficas, por meio de estudos
fenotipicos e moleculares.

A comparacao de fenotipos e gendtipos dos isolados do complexo Sporothrix obtidos
no estado do Rio de Janeiro com isolados de outras regides geograficas, nos permitiram
reportar o primeiro caso de esporotricose humana causada por S .mexicana em Portugal,
embora ndo seja caso autdctone, uma vez que o paciente esteve em viagem a Maldsia.
Descrevemos também o primeiro caso autdctone de esporotricose em Portugal, causado por S.
globosa. Com esses estudos concluimos que a esporotricose pode estar subdiagnosticada
particularmente no sul da Europa, sugerindo Portugal como uma area emergente para esta
infeccdo fingica. Outro importante estudo realizado foi a descri¢do do primeiro surto familiar
zoondtico, por S. brasiliensis fora da 4rea endémica de esporotricose no Rio de Janeiro,
ocorrido no estado do Espirito Santo. Nesse estudo identificamos S. brasiliensis como o
agente de infecgdo no gato e em trés membros da familia, fora da area endémica de

esporotricose com transmissao zoondtica no Brasil.
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Sporotrichosis
Caused by
Sporothrix

mexicana, Portugal

To the Editor: Sporotrichosis is a
subcutaneous fungal infection present
worldwide that is caused by traumatic
inoculation or inhalation of spores
of the dimorphic fungus Sporothrix
schenckii complex (/-3). However,
molecular studies have shown that
the S. schenckii complex constitutes
several cryptic infectious species
(i.e., S. albicans, S. brasiliensis, S.
globosa, S. luriei, S. mexicana, and
S. schenckii). Marimon et al. (4)
demonstrated 3 major clades grouped
into 6 putative phylogenetic species.
The natural habitats of these species
are soil and plants. The species
showed distinet pathologic behavior,
antifungal responses, and phenotypes,
which suggests that optimal clinical
treatment may depend on the taxon
involved in the sporotrichosis (7).
Human infections have been reported
primarily  from the  Americas,
including Latin America (3,5). Asia
(e.g., Malaysia, India, Japan), Africa,
and Australia are also regions where
infections are endemic (6). Although
infections are rare in Europe, a case
of human infection (7) and a case of
an animal infection (&) have been
described in southern Italy. We report
a case of human sporotrichosis in
which S. mexicana was isolated from
a patient in Portugal.

A 34-year-old man sought care
at a podiatry clinic in Vila Nova de
Famalicdo, Portugal, in 2009 for
multiple  polymorphous  eruptions
and ulcers on both feet. There was no
obvious cause of the disease. Although
the patient had traveled to Malaysia
in 2003 and had wom open footwear
every day, he did not recall receiving
a skin wound. In 2004 in Portugal,
subcutaneous nodules appeared in
both feet, became ulcerated, and
spontaneously healed. By 2005, more

Emerging Infectious Diseases » www.cdc.govieid « Vol. 17, No. 10, October 2011

severe lesions had appeared and
became a chronic infection in both feet
and lower limbs. The symptoms were
diagnosed erroneously as dyshidrotic
eczema, and treatment with topical
corticosteroids was unsuccessful.

Several skin fragments of
the lesions were submitted for
mycological assessment. Fungi were
not found on potassium hydroxide
slides of all samples. Filamentous
fungal colonies were observed after 7
days of culture on Sabouraud dextrose
agar slopes at 25°C. The fungus
had hyaline septate hyphae, with
hyaline and dematiaccous conidia
compatible with Sporothrix spp. The
isolate was accessed and preserved
in the Micoteca da Universidade
do Minho (MUM, Braga, Portugal)
fungal culture collection and given the
accession code MUM 11.02.

The macroscopic features
and sporulation were analyzed by

LETTERS

using cornmeal and potato dextrose
agars. Clusters of intercalary or
terminal conidia were formed by
sympodial growth from differentiated
conidiophores on  both  media.
Sympodial conidia were hyaline or
slightly pigmented. Sessile conidia
were predominantly  subglobose,
obovoidal or ellipsoidal, and 3.35 +
0.41 pm long by 2.30 + 0.32 pum wide
(Figure, panel A). A teleomorph was
not observed. The colony diameter
on potato dextrose agar after 21 days
of incubation attained 40 mm at 30°C
and 5 mm at 37°C. The yeast form
was achieved by incubating the isolate
on brain heart infusion agar on slants
at 35°C + 2°C for 7 days in a single
subculture.

Dextrose, sucrose, and raffinose
assimilation tests were performed
in triplicate by using yeast nitrogen
base medium. The strain assimilated
dextrose, sucrose, and raffinose,

g3~ MUM 11,02
[AM398393,1 S. mexicana

L eenis e
[ Gu4ssis1 S gobosa
wgl_'__AMMNM.lS. schenckii
T % A1116898.1 8. brasilonsis

Figure. A) Photomicrograph of sympodial and sessile conidia of Sporothrix mexicana
obtained by using a transmitted differential interference contrast microscope. The isolate
was obtained from a patientin Portugalin 2009 and archived in the Micoteca da Universidade
do Minho (MUM) under accession no. MUM 11.02. Scale bar = 10 um. B) Neighbor-joining
tree showing relatedness of MUM 11.02 isolate with other species of the S. schenckii
complex. The percentage of replicate trees in which the associated taxon clustered in the
bootstrap test (1,000 replicates) is shown next to the branches. All positions containing
gaps and missing data were eliminated from the dataset (complete deletion option). There
were 537 positions in the final dataset. Scale bar indicates nucleotide substitutions per site.
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showing phenotypic characteristics
typical of S. mexicana and S. schenckii
(2). In contrast, type reference strain S.
brasiliensis CBS 120339 was included
in the test, and it was able to assimilate
only dextrose.

A presumptive  identification
based on phenotypic characteristics
allowed us to classify this fungus as
S. mexicana, although this species
has an atypical morphologic profile.
The diameter of colonies grown
at 30°C and 37°C are smaller than
those proposed by Marimon and
collaborators but much closer to
those of 8. schenckii (2). These
differences could be attributable to the
intraspecific variation of this single
isolate.

Genomic DNA was obtained from
the yeast phase of S. mexicana MUM
11.02, and the partial sequencing
of the nuclear calmodulin gene was
based on the amplicon generated
by PCR reaction by using CL1 and
CL2A  primers (2,3). Sequencing
was performed at Fundagiio Oswaldo
Cruz, Rio de Janeiro, Brazil. A
BLAST analysis (www.ncbi.nlm.nih.
2ov/BLAST) comparing the sequence
of'the calmodulin gene with sequences
AM398382, AM398393, AM117444,
AMI116899, and AMI116908 in the
GenBank database confirmed the
identity of this isolate as S. mexicana.
The MUM 11.02 isolate showed 99%
similarity with the sequences of S.
mexicana (i.c., GenBank accession
no. AM398393) with high bootstrap
support values (Figure, panel B).
The calmodulin sequence of MUM
11.02 was deposited in GenBank as
JF970258.

In vitro susceptibility tests
with fluconazole, itraconazole,
and terbinafine were performed by
the microdilution method (9) and
revealed MICs of 128 pg/mL, 32 pg/
mL, and 0.5-1.0 pg/mL, respectively,
which corresponds to the findings of
Marimon et al. (/) for S. mexicana.
Thus, S mexicana is an emerging
cause of human sporotrichosis.
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Swinepox Virus
Outbreak, Brazil,
2011

To the Editor: Swinepox virus
(SWPV), which replicates only in
swine, belongs to the Suipoxvirus
genus of the Poxviridae family. It is
the etiologic agent of a skin disease
of pigs, characterized by generalized
pustular lesions and associated with
high rates of illness (occasionally
>80%). It occurs mainly on farms
with poor management and housing
conditions and affects primarily
pigs <3 months of age; adult pigs
show milder signs. The disease is
mechanically transmitted by pig lice
or through direct animal contact (/).
Vaecinia virus (VACV; Orthopoxvirus
genus) also causes a similar pustular
disease in pigs that is difficult to
distinguish clinically from SWPV
infections. VACV infections were
common during smallpox vaccination

. 10, October 2011
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Molecular identification of
Sporothrix species involved in the first familial outbreak
of sporotrichosis in the state of Espirito Santo, southeastern Brazil

Manoel Marques Evangelista Oliveira'/*, Simone Bravim Maifrede?,
Mariceli Aratjo Ribeiro? Rosely Maria Zancope-Oliveira'

'Laboratério de Micologia, Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas-Fiocruz, Rio de Janeiro, R), Brasil
*Nicleo de Doengas Infecciosas, Universidade Federal do Espirito Santo, Vitoria, ES, Brasil

Sporotrichosis is a widespread subcutaneous mycosis caused by the dimorphic fungi now known as the Sporo-
thrix schenckii complex. This complex is comprised of at least six species, including Sporothrix albicans, Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana and S. schenckii. Cases of sporotrichosis
have significantly increased in Brazil over the past decade, especially in the state of Rio de Janeiro (RJ), where an
epidemic among cat owners has been observed. The zoonotic transmission from cats to humans suggests a common

source of infection and indicates that animals can act as vectors. We performed a molecular characterisation of

samples collected during the first outbreak of familial sporotrichosis caused by S. brasiliensis in the state of Espirito
Santo, Brazil. These results represent the first description of such an outbreak outside the endemic area of zoonotic

sporotrichosis in RJ.

Key words: Sporothrix brasiliensis - sporotrichosis - Espirito Santo - outbreak - calmodulin gene - taxonomy

Sporotrichosis is a widespread subcutaneous myco-
sis with high endemicity in Latin America, South Af-
rica, India and Japan (Lopez-Romero et al. 2011). The
infection is caused by dimorphic fungi of the Sporothrix
schenckii species complex (Marimon et al. 2007), which
is comprised of at least six species, including Sporothrix
albicans, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa,
Sporothrix luriei, Sporothrix mexicana and Sporothrix
schenckii (Marimon et al. 2007, 2008). In humans,
sporotrichosis is classically known as gardener’s disease
and is generally associated with soil transmission. In the
sporotrichosis epidemic that occurred in the state of Rio
de Janeiro (RJ), Brazil, transmission of the disease was
associated with scratches or bites from cats infected with
S. schenckii (Schubach et al. 2008).

A species-level classification of the Sporothrix com-
plex has now been proposed (Marimon et al. 2007). In a
previous study, Oliveira etal. (2011) disagreed with earli-
er data published by Marimon et al. (2007) that assumed
that the differentiation of species within the Sporothrix
complex could be easily accomplished without molecu-
lar methods. Our group has reported that the correlation
between molecular data and phenotypic characteristics
is crucial for the identification of species in the Sporo-
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thrix complex. In the current study, we characterised
four Sporothrix strains at the species level using a poly-
phasic analysis (Oliveira et al. 2011). The strains were
obtained from sporotrichosis cases that occurred in one
cat (ES213) and three family members (ES210, ES211
and ES212; ages 30, 14 and 10 years, respectively) from a
rural area in the state of Espirito Santo (ES). The patients
developed skin ulcers with irregular borders and satel-
lite microabscesses located in the lower buttocks, thighs
and neck as clinically and epidemiologically described
by Falqueto et al. (2012). The isolated strains were com-
pared with the following three control strains: S. brasi-
liensis (CBS 120339, formerly IPEC 16490) (Marimon et
al. 2007), §. schenckii (IPEC 27722) (Oliveira et al. 2011)
and S. globosa (IPEC 27135) (Oliveira et al. 2011).

The phenotypic characteristics of the isolates are shown
in the Table. Overall, the sympodial conidia of the isolates
were hyaline or slightly pigmented. The greatest fungal
growth was observed at 30°C with a minimum colony di-
ameter of 37 mm and a maximum colony diameter of 45
mm. At 37°C, a colony diameter minimum of 9 mm and a
colony diameter maximum of 13 mm were observed.

Assimilation tests using dextrose, sucrose and
raffinose were performed in triplicate in yeast nitrogen
base medium. After 10 days, the four isolates assimilat-
ed only sucrose and glucose (Table). All isolates showed
a biochemical pattern of carbohydrate assimilation typical
of S. globosa or §. albicans according to Marimon’s key.
However, the average colony diameter at 30°C (diameter
of the colonies not exceeding 50 mm) excluded S. albi-
cans in this cases; in addition the strains produce dematia-
ceous conidia. The isolates also could not be classified as
S. globosa because they were thermotolerant. The isolates
were therefore presumptively identified as Sporothrix
spp based on phenotypic characteristics.
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TABLE

Phenotypic and genotypic characteristics of Sporothrix species complex from the state of Espirito Santo, Brazil

S. brasiliensis outbreak in Brazil * Manoel Marques Evangelista Oliveira et al.

Colony diameter

Conidia
(%)

Assimilation test

Average + SD

Range

Dematiaceous

Genoty pic

30°C 37°C 30°C 37°C Glucose  Sucrose Raffinose  sequencing

Hyaline

Triangular Elongated

Globose

Species

8. brasiliensis

130
10717

35+0
4134

51+0

3440

13

9-13

35
37-45

0

Sporothrix brasiliensis (type)

Sparothrix spp (4)*

8. brasiliensis

+

0

0

S. schenckii

3+0
T7+0

51

0

Sporothrix schenckii (control)

5. globosa

0 34

Sporothrix globosa (control)

Total

SD: standard deviation; +: positive; - negative.

3

a: sampling not identified to species level by phenotypic tests

AMT16809 5. brasillensis
E5210

HQ426861 5, sehonckii
GLHSE63Z 5. globosa
AM 398393 5. mexleana
AM308382 S. albicans

002
Consensus tree of Sporothrix based on partial calmodulin gene se-
quences of four strains and the National Center for Biotechnology In-
formation public GenBank sequences AM398393.1 (Sporothrix mexi-
cana), AM398382.1 (Sporothrix albicans), AM116899.1 (Sporothrix
brasiliensis), HQ426961.1 (Sporothrix schenckii) and GU456632.1
(Sporothrix globosa) that was constructed with MEGA version 4.0.2
and 1,000 bootstrap replicates.

Genomic DNA was obtained from the isolates in
mould phase and sequencing of the partial calmodulin-
encoding gene (CAL) was performed as previously de-
scribed (Oliveira et al. 2010, 2011) using the Genomic
Platform-DNA Sequencing at Oswaldo Cruz Foundation
(RPTO1A) in Brazil. The similarity of the partial CAL
gene sequences to those obtained from the National Cen-
ter for Biotechnology Information GenBank database
confirmed with high bootstrap support that all isolates
were S. brasiliensis (Figure). All sequences were depos-
ited in the GenBank database under accessions JQ915210
through JQ915213.

During the past decade, cases of sporotrichosis have
significantly increased in Brazil. The occurrence of
these cases has been particularly evident in RJ; here,
an epidemic resulting from zoonotic transmission from
cats to humans has been observed, leading to small out-
breaks among cats owners and veterinary professionals.
Such an outbreak suggests a common source of infection
between humans and cats and indicates that animals can
act as vectors for the transmission of this fungal disease
(Schubach et al. 2008, Reis et al. 2009).

All isolates were obtained from individuals living in
a rural area in ES. ES borders RJ, which is endemic to
zoonotic sporotrichosis (Falqueto et al. 2012). The out-
break in ES showed similarities to cases of epidemic
sporotrichosis reported in RJ, including the fact that
most individuals affected were women that were en-
gaged in domestic duties, in contact with sick cats and
were from low-income areas (Freitas et al. 2010). These
similarities suggest that this emerging disease could be
spreading in Brazil.

To our knowledge, this is the first molecular char-
acterisation of a familial outbreak of zoonotic sporo-
trichosis caused by §. brasiliensis outside of the en-
demic area in RJ.
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Abstract

In this study we characterize the first autochthone case of
human sporotrichosis reported in Lisbon, Portugal. Phenotypic
and genotypic characterization revealed that the infection was
caused by Sporothrix globosa. We conclude that sporotrichosis
may be under diagnosed particularly in Southern Europe, and

suggest Portugal as an emerging area for this fungal infection.

47



41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

64

65

Text— 984 words

To the Editor:

Sporotrichosis 1s a subcutaneous cosmopolitan mycosis that
affects humans and other animals, being Latin America, South
Africa, India and Japan the areas of high endemicity (Lopez-
Romero et al., 2011). This infection is caused by the dimorphic
fungus previously described as a single species, Sporothrix
schenchit, but recently the so-called S. schenckii complex as
been described comprising the medically relevant agents of
sporotrichosis, S hwsiliensis, S, globosa, 5 luriei, 8
mexicand, and 5 schenckii sensu stricto (Marimon et al., 2007,
2008; de Meyer et al., 2008). Other species such as 8. pallida
have only been isolated from the environment (Marimon et
al., 2007, 2008; de Meyer et al., 2008; Madrid et al, 2009;
Romeo et al., 2011). An identification key for the Sporothrix
species complex differentiation has been proposed (Marimon et
al., 2007) including analysis of conidial morphology,
auxonogram analysis of raffinose and sucrose assimilation, and
sequencing of calmodulin (CAL) and/or -tubulin (j-tub) genes
(Marimon et al.,2007; Oliveira et al., 2011; Rodrigues et al.,
2013). Recently Zhou and collaborators (2013) suggested
that ITS region analysis could also be applied for
identification at the species level of the Sporothrix complex.
In humans, sporotrichosis is usually associated with puncture

injuries in farmers, florists, leisure gardeners, nursery workers,
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landscapers or greenhouse workers. In 2008 a sporotrichosis
epidemic was described in Rio de Janeiro, Brazil, in which the
transmission of the disease occurred mainly through scratches
or bites of 5. schenckii sensu lato infected cats (Schubach et al.,
2008). Few cases of sporotrichosis have been described in
Europe, mainly in Italy but also in Spain, United Kingdom, and
in Portugal (Cafarchia et al., 2007; Dias et al,, 2011). However,
the Portuguese case of human sporotrichosis due to 8 mexicana
occurred in a patient that had traveled to Malaysia in 2003, and
therefore could not be regarded as autochthone (Dias et al.,
2011).

In this study we characterize a new case of human
sporotrichosis identified in Lisbon. This case occumred in an
immunocompetent patient, which developed skin lesion in the
right hand with localized limphocutaneous sporotrichosis
(Fig.1). The patient did not remember the date or the local
where the trauma occurred and, to our knowledge, has never
left Portugal. Skin biopsy was received at the INSA Mycology
Laboratory for testing. Direct microscopic examination with
10% KOH and culture of biopsy fragments on enriched
medium (Blood agar) and Sabouraud agar, followed by
incubation at 35°C for 5-10 days, allowed the isolation of strain
INSA3TR027. The infecting isolate was initially identified as 5
schenckii based on morphologic features. In order to confirm

the identity of the isolate a detailed phenotypic analysis was
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performed, including four control strains: the type strain of 5
hrasiliensis CBS 120339 (former IPEC16490) (Marimon et al.,
2007), and the reference strains IPEC27722 (S schenckii),
IPEC27135 (8. globosa) and MUMI1.02 (8. mexicana) {Dias et
al., 201 1; Oliveira et al., 2010, 2011). The microscopic features
and sporulation analyzed in Cornmeal and Potato dextrose agar
(PDA) showed clusters of intercalary or terminal conidia
formed by sympodial growth from ditferentiated conidiophores
on both media. Sympodial conidia were hyaline or slightly
pigmented. Sessile conidia were predominantly globose and
dematiaceous (Fig. 2C and 2D). The colony diameter on PDA
after 21 days of incubation attained 35mm at 30°C (Fig. 2B)
and 5mm at 37°C (Fig. 2A). The conversion to the yeast form
was achieved by incubating the isolate on Brain Heart Infusion
agar (BHI) slants at 35°C +2°C for 7 days in a single
subculture. Carbohydrate assimilation tests run in triplicate
showed that the Sporothrix isolate (INSA3TR027) assimilated
glucose as well as sucrose and did not assimilate raffinose,
an atypical phenotype of 8. globosa species (Marimon et al.,
2007).

Genomic DNA was extracted from the mycelial phase for
sequencing of the partial B-tub-encoding gene (Marimon et al.,
2007), partial CAL-encoding gene (Oliveira et al, 2010) and
for T3B PCR fingerprinting (Oliveira et al., 2012). The BLAST

analysis comparing the [i-tub and CAL sequences obtained for
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INSA3TR027 isolate in the NCBI GenBank database identified
this isolate as 8. globosa with 99-100% similarity with other 5.
globosa  sequences (AMIL6961, AMI16964, AMIIG965,
AMI16966, AMI16967, GU456632, KC121567, AM116907,
AM116908). Moreover, comparison and phylogenetic analysis
of the partial f-tub and CAL sequences obtained from §.
globosa strain INSA378027 with the reference strain
FMRB600 available in GenBank database presented 100%
similarity among them and also showed high bootstrap
support values for both genes (Fig. 3A and 3B). The
sequences obtained for f-tub and CAL-encoding genes were
deposited in the GenBank database under accession
number KC716083 and KF437620. The T3B PCR
fingerprinting profile obtained for strain INSA378027 was
identical to the S. globosa reference strain, corroborating once
more the 5. globosa identification (Fig. 3C). In vitro antifungal
disk diffusion susceptibility testing was determined (CLSI,
2010) and showed an inhibition zone diameter of 50 mm to
ketoconazole and 40 mm to miconazole, suggesting in witro
susceptibility to these antifungals. However, the disk inhibition
zone diameter to fluconazole, itraconazole and wvoriconazole
was less than 0.5 mm, indicating in vitro reduced susceptibility
to these antifungals, data similar to those reported by other
study with isolates of S globosa (Marimon et al., 2008).

Owerall, our results indicate that the reported infection was due
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to 8 globosa and highlight the need of an integrated phenotypic
and molecular analysis for the identification of Sporothrix
1solates, as previously suggested (Oliverra et al., 2011;
Rodrigues et al., 2013; Zhou et al,, 2013).

Isolates of 5 globosa have been reported from United
Kingdom, Spain, Italy, China, Japan, USA, India, Mexico,
Guatemala, Brazil and Colombia (Madrid et al, 2009;
Cafarchia et al., 2007; Dias et al., 2011; Oliveira et al., 2010,
2011). In this study, we report the identification of the first
autochthone sporotrichosis case in Portugal due to 8. globosa and
showing i virro reduced susceptibility to fluconazole,
itraconazole and wvoriconazole. This report indicates that
sporotrichosis may be under diagnosed particularly in Southern
Europe, and suggest Portugal as an emerging area for this
fungal infection.
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FIG. 1.

Skin lesion on the right hand of patient with localized

limp hocutaneous sporotrichosis.

FI1G. 2.
S. globosa: morphological aspects at 37°C (A), and 30°C
(B). Sessile conidia 400X (C), SEM photograph showing the

sessile conidia (D).

FIG. 3.
Neighbor-joining phylogram of the partial p-tub (A) and
partial CAL (B) gene obtained of INSA378027 isolate and

8. mexicana, S. albicans, S. brasiliensis, S. schenckii and S.

9
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globosa reference strains constructed with MEGA version
4.0.2. Bootstrap values after 1,000 replicates are presented
in the branch node.

C) Comparison of the T3B PCR fingerprinting profiles
obtained for INSA3T78027 isolate with the Sporothrix reference
strains: (1) & globosa (IPEC 27135), (2) 5. mexicana (MUM
11.02), (3) 8 brasiliensis (IPEC 16490) (4) 5. schenckit
(IPEC27722), (5) negative control and (M) Molecular marker
DNA ladder, 100 bp (Invitrogen).
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Figure 1
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Figure 2
Click here to download high resolution image
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Figure 3
Click here to download high resolution image
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6.CAPITULO 3

Inclusdo de nova metodologia baseada em acidos nucléicos para caracterizacao de espécies do

complexo Sporothrix.

Nesse estudo descrevemos uma PCR fingerprinting utilizando o primer universal T3B,
para distinguir as espécies do complexo Sporothrix: S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, €
S. schenckii. Essa metodologia gerou padrdes de bandas distintos, permitindo a correta
identificagdo de todos os 35 isolados clinicos incluidos no estudo em nivel de espécie,
confirmados pelo sequenciamento parcial do gene da calmodulina. Esta metodologia ¢
simples, confidvel, rapida e de baixo custo, sendo um sistema de identificacdo ideal para
utilizagdo em laboratdrios clinicos de micologia que ndo disponham de equipamentos

sofisticados para o sequenciamento de DNA.
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Rapid Identification of Sporothrix Species by T3B Fingerprinting

Manoel Marques Evangelista de Oliveira,® Paula Sampalo,” Rodrigo Almeida-Paes” Célia Pais,” Marla Clara Gutierrez-Galhardo,” and
Rosely Maria Zancope-Oliveira®
0DJa, Ins

Iniversidade do M

vandro Chagas, Fundagio Oswalkdo Cruz, Rio de laneino, B

This article describes PCR finger printing using the universal primer T3B to distinguish among species of the Sporothrix com-
plex, 5. brasiliensis, 5. globosa, 8. mexicana, and 8. schenckii. This methodology generated distinct banding patterns, allowing
the correct identification ofall 35 clinical isolates at the species level, confirmed by partial calmodulin (CAL) gene sequence anal-
yses, This methodology is simple, reliable, rapid, and cheap, making it an ideal routine identification system for clinical mycol-
ogy laboratories.

@ipumtri{lm:.i:. is a globally distributed subcutaneous mycosis

= with areas of high endemicity (11, 21) that is caused by the
dimorphic fungus Sporothrix schenckii (22). Sporotrichosis has

been regarded as a job-related disease occurring as isolated cases

or small outbreaks affecting people exposed to plants or soil (1,6,

7). Rio de Janeiro State, Brazil, is a region of sporotrichosis hyper-
endemicity where several human and animal cases have been de- 3495
scribed since 1998 (5, 23).

The diagnosis of sporotrichosis is attained by clinical, epidemi-
ological, and laboratorial data, including culture and analysis of
phenotypic characteristics. The first description of PCR for spo-
rotrichosis” diagnosis was reported in 2001 (9). A diagnostic
nested PCR assay targeting the 5. schenckii 185 rRNA gene was
further evaluated and showed high sensitivity and specificity, in- 600 bp
dicating that PCR may be clinically useful for diagnosis (8).

v wenckii was lu[]g considered a :.'mgle taxomn, ill[huul:,
genetic variation within this species has been described (10). By
associating phenotypic and genotypic features, Marimon et al.

(13) recognized three new species, Sporothrix brasiliensis, Sporo- 100 bp
thrix globosa, and Sporothrix mexicana, and proposed an identifi-
cation key for these Sporothrix species. 5. globosa has worldwide
distribution (12, 18), whereas 5. brasiliensis is apparently re-
stricted to Brazil (13) and 8. mexicana to Mexican environmental
samples (13}, although the latter was recently identified in Portu-
gal Additionally, these authors have proposed the promation
of 8. schendkii var. luriei to the status of a new species, Sparothrix
luriei (14). However, identification based only on phenotypic
characteristics is often inconclusive due to phenotypic variability
within these species. Therefore, new rapid and reliable identifica-
tion strategies are necessary (19).

Analysis of tRNA intergenic spacers was first used to distin-
guish Streptococcus species (15). It has also been applied success-
fully for Candida identification (2, 16, 24). Here, we evaluate T3B
PCR fingerprinting to differentiate clinical Sporothriv strains at
the species level in comparison to analysis of partial calmodulin
(CAL) gene sequences (19 ). Recedved 16 F X2 Accepted 27
Thirty-five Sporothrix spp. isolates from the Fungal Culture Published ahead of print 7 March 2012
Collection of IPEC/Fiocruz were included in this study approved ;
by the Ethics Commission of the same institution. Among them,
5. bra type strain CBS 120339 (IPEC16490), 5. globosa Co society for Mook
IPEC (18), 8. schenckii 1P 9334 (10C1226) (19), and 5. Gl !
mexicana (MUMI11.02) (3) were used as controls, All 35 strains

072 bp

1500 bp

100 bp

were previously phenotypically characterized (3, 19), and 15 iso-
lates could not be identified (Table 1).

Genomic DN A was extracted from the mycelial phase (25), and
PCR was performed with the primer T3B (5"- AGGTCGCGGGT
TCGAATCC-3") (24). T3B PCR fingerprinting reproducibility
was confirmed by repeating the assays at least 3 times under the
same conditions at two different laboratories. The T3B profiles

S
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Olliveira et al

TABLE 1 Comparison of tools applied in the characterization of strains
of the Sporothrix complex

Genotypic characterization

GenBank
Phenatypic Final accession

Strain identification”  identification” o Reference?
IFECLE490 8. brasiliensis 5. brasiliensis AMI16RSS 19
IPEC27445-3 S brasiliensis 5. brasiliensis HOM26950 19
IPECI7052 Sporothrixspt 5 brasifiensis HO4265841 19
IPEC27135 Sporathrixsp’ 8. globosa GU456632 3
IPECITIET Sporathrixspt 8 brasiliensis HO426948 19
IFECHOET Sporothrixsp 5 brasiliensis HOM264852 19
IPEC27372 Sporothrixsp.t 5 brasifiensis HOQ426947 19
IPEC25011 8. brasiliensis 5 brasiliensis HOM26935 19
IPEC33605 Sporathrixsp 8 brasiliensis HOQ426957 19
IFEC27930 Sporothrixsp® 5 brasifiensis HOM426951 19
IPECI87T2 Sporathrixsp.t 8 brasiliensis HO426955 19
[PEC28457 5 brasiliensis 5. brasiliensis IN95607  This study
[FECI007 Sporathrixspt 5 brasiliensis HO426959  This study
IPECITIT7-2  Sporathrixsp® 5 brasiliensis HO426944 19
[PEC27087 5. brasiliensis 5. brasiliensis HO426942 19
IPECIT24R Sporothrixsp* 5 brasifiensis HOM26845 19
[PECITHG Sporothrixsp.t 5 brasifiensis HOQ426946 19

IPEC2 5 brasiliensis 5 brasiliensis HO426853 19
IPEC26945 Sporathrixsp.t 5 brasiliensis HOQ426939 19
IPEC2T130 Sporathrixspt 8 brasiliensis HO426943 19
IPEC25521 Sporothrixsp® 5 brasifiensis HO426936 19
IPEC16919 5 brasiliensis 5 brasiliensis HOQ426930 19
IPECI8TH2A 5 brasiliensis 8. brasiliensis H{M26833  This study
IPEC28329 8. schenckii* 5 brasiliensis IN995610  This study
IPECI7022 5 brasiliensis 5 brasiliensis HO426940 19
IPEC28487 5. brasiliensis 5 brasiliensis HOM26928 19
[FECIA665 5. brasiliensis 5. brasiliensis IN995606  This study
[PEC2H7%) 5. brasiliensis 5. brasiliensis HO426956 19
IPEC29334 5. schenckii 5. schendrii HO426962 19
IPEC26961 5 schenckii 5 schendeii IN995605  This study
IPEC27157-1 5 schenckii 5. schendii JN#95604  This study
IFEC2T100 5 schenckii* 5. brasiliensis IN995609  This study
IPEC27133 5. schenckii* 5. brasiliensis IN995608  This study
MUM 1102 5 mexicenaar 5 mexina JE9T0258 4

5 schenckii*
IPEC27722 5. mexicana* 5 schendii HO426961 19

“ Performed acording to reference 19 Asterisks indicate incorrect phenatypic
lentifications.

*Calmodulin sequencing and T3B concordant identification.

SO strain used for char deration.

“ Reference from which the partial gene cal modulin sequencing result was obiained.

were analyzed using the software Bionumerics 5.1 (Applied Maths
BVBA, Saint-Martens-Latem, Belgium). Similarity coefficients
were calculated using the Dice algorithm, and cluster analysis was
performed by means of the unweighted-pair group method using
average linkages (UPGMA). Sequencing of the CAL gene was per-
formed as previously described (17) using the sequencing plat-
form at Fiocruz, Brazil (20). Sequences were edited with Se-
quencer 4.6 (Genes Codes Corporation), aligned with MEGA
4.0.2 software, and compared with sequences available from NCBI
GenBank by BLAST. Phylogenetic analyses were performed us-
ing MEGA with 1,000 bootstrap replicates (4) (hrtp:/fwww
.megasofiware.net/).

T3B PCE fingerprintingof control strains showed profiles with
DNA fragments ranging from 300 to 1,500 bp that allowed a clear

2160 jom.asm.ong

distinction of 5. brasiliensis, 5. globosa, 8. mexicana, and 5.
sohenckii (Fig. 1). A dendrogram derived from analysis of the T3B
profiles of all isolates splits Sporothrix strains into three groups,
not the expected four, with IPEC27722, the only strain phenotyp-
ically characterized as S. mexicana, grouping into the 8. schenckii
cluster. Regardless of this discrepancy, the T3B profiling showed a
high correspondence between clusters and Sporothrix species,
with all isolates clustering with their respective control strain (Fig.
2). The T3B fingerprinting identification was confirmed by com-
parison with the CAL gene partial sequences obtained along with
sequences from the NCBI database, AM398393.1 (5. mevicana),
AMB398382.1 (Sporothrix albicans), AM116908 (8. globosa), and
AMI17444.1 (5. schenckii). The phylogenetic tree of the CAL locus
analyzed by neighbor joining revealed five distinet clades repre-
sented by the five species (Fig 3). Overall, there was 100% agree-
ment between T3B PCR fingerprinting and CAL locus sequencing
on species identification. Comparing these results with pheno-
typic analysis, 14 of the 15 isolates with inconclusive phenotypes
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FIG 2 Dendrogram showing the degrees of similarity of T3B fingerprinting
prafiles amang the Sparathrix isolates by using the Dice coefficient and the
UPGMA cluster method. The cophenetic correlation coefficient (0971 indi-
cates a very good fit for this analysis.
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FIG 3 Consensus tree of Sporathrix based on partial calmodulin (CAL) gene sequences of 35 strains and the NCBI public GenBank sequences AM3I98393.1 (5.
mexicana), AMI9E382.1 (5. allicans), and AM117444.1 (8. schenckii) that was constructed with MEGA version 4.0.2 and 1,000 bootstrap replicates.

grouped within the 8. brasiliensis cluster and IPEC27135 grouped
within the 5. globosa cluster. The genotypic analyses also allowed
the correction of phenotypic misidentifications, such as for the
isolate IPEC27722, which was phenotypically characterized as 5.
mexicana but grouped within the 8. schenckii cluster, as well as for
the isolates IPEC27133, IPEC27100, and IPEC28329, which iden-
tified as S. schenckii but clustered with 8. brasiliensis.
Identification of the Sporothrix species complex has been based
on a polyphasic approach using a combination of phenotypic
methodologies and sequencing (13, 14, 18, 19). The proposed
identification key based on phenotypic tests (13) was reported as
easy and reliable for species differentiation without the need of
molecular techniques. However, the results are often inconclu-
sive or ambiguous, and some species are too closely related to
show phenotypic differences. This work describes the assess-
ment of DNA polymaorphism within the Sporothrix complex by
genomic DNA amplification with the single nonspecific primer
T3B. The T3B PCR profiles were highly informative and gen-
erated clearly distinct banding patterns for each species, allow-
ing their differentiation. 5. brasiliensis strains showed bands
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sharing similarity higher than 80%, but intraspecies variation
was observed. This variation was previously demonstrated for
Candida (2), and band-sharing values observed are within the
variation range (70 to B5%) expected for strains within the
same species (16).

Comparison of the inconclusive phenotypic identification of
isolates with the results obtained by T3B PCR fingerprinting dem-
onstrated the sensitivity of the latter, since species of those strains
could all be determined. This proposed identification technigue is
simple, reliable, rapid, and cheaper and requires less technical
expertise than sequencing The generated, computer-scanned
PCR profiles can form the basis of a database which can be used for
future identifications of atypical or unidentifiable § porothrix iso-
lates. Furthermore, these advantages are especially valuable in a
laboratory with limited facilities, making it an ideal identification
methodology for clinical mycology laboratories.

Nucleotide sequence accession numbers. All sequences were
deposited in the GenBank database under accession numbers
GU456632, H(426928 to H(O426962, and JN995604 to
JN995610.
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7.CAPITULO 4

Determinacdo do perfil protedmico do complexo Sporothrix, utilizando metodologia baseada

em espectrometria de massa.

Neste capitulo apresentamos resultados preliminares da padronizagdo da metodologia
do MALDI-TOF ICMS (espectrometria de massa em célula intacta), para identificagdo de
espécies do complexo Sporothrix.

Nos ultimos anos, taxonomistas t€ém buscando ferramentas de identificagdo mais
rapidas e confidveis. O MALDI-TOF ICMS ¢ uma metodologia recentemente descrita para
caracterizagdo e diferenciacdo de microorganismos em nivel de espécie, sendo uma ferramenta
complementar para este proposito. Esta técnica requer um niimero relativamente pequeno de
células microbianas intactas [10°-107] (Croxatto et al., 2012). Em micologia, 0 MALDI-TOF
ICMS tem sido aplicado a fim de gerar espectros que permitam a caracterizagdo de cada
género e espécies de fungos estudados. A reprodutibilidade notavel desta técnica baseia-se na
determinagdo das proteinas expressas abundantes e constantemente em um intervalo de massa
entre 2.000 e 20.000 Da, sendo esta a faixa de analise onde as proteinas ribossomais
importantes podem ser utilizadas como possiveis biomarcadores. A metodologia utilizada para
fungos filamentosos foi analisada e descrita em detalhe por Santos e colaboradores (2009). J&
a descricdo do MALDI- TOF ICMS para a identificacdo de leveduras foi apresentada em
detalhe por Santos e colaboradores (2011). No entanto, a identificagdo das espécies
pertencentes ao complexo Sporothrix tem sido negligenciada na literatura quanto a utilizagdo
do MALDI-TOF ICMS, sendo que nas bases de dados disponiveis para a identificacdo por
essa metodologia, somente temos disponivel espectros de referéncia para a espécie S.
schenckii.

O objetivo deste estudo foi identificar e caracterizar isolados de referéncia para
espécies do complexo Sporothrix, com base em seus perfis de protedmica por MALDI -TOF
ICMS. Além disso, a identificagdo protedmica foi comparada por andlise molecular com

sequenciamento parcial do gene da calmodulina, onde houve concordincia em ambas. Esta ¢ a
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primeira vez que esta tecnologia ¢ utilizada para identificar e gerar uma biblioteca das massas
de proteinas e espectros de referéncia, de isolados clinicos e ambientais do complexo
Sporothrix .

Durante a padroniza¢do dessa metodologia utilizamos as duas formas fungicas,
leveduras e filamentos, sendo selecionada a forma leveduriforme ap6s testes iniciais quanto a
rapidez e reprodutibilidade dos ensaios, utilizando diferentes temperaturas de crescimento
(25°C, 30°C, 36°C e 37°C) e meios de culturas ( PDA, BHI, Mycosel).

As andlises dos espectros no MALDI foram realizadas no sistema LNR Axima (Kratos
Analytical , Shimadzu, UK) equipado com laser de azoto (337 nm), no qual a intensidade do
laser foi fixada imediatamente acima do limiar para a producdo de ions como previamente
descrito (Santos et al, 2011). Resumidamente, doze proteinas ribossomais definidas e
provenientes das células intactas de Escherichia coli DHS (4.365,40 , 5.096,80 , 5.381,40 ,
6.241,40 , 6.255,40 , 6.316,20 , 6.411,60 , 6.856,10 , 7.158,80 , 7.274,50 , 7.872,10 , 9.742,00
e 12.227,30 Da) foram utilizadas como calibradores externos. A taxa de massas entre 2.000-
20.000 Da foi registrada utilizando o modo linear, com um atraso de 104 ns e uma tensdo de
aceleragdo de 20 kV.

A matriz selecionada para o estudo foi CHCA (4cido a-ciano-4-hidroxicindmico) e os
espectros finais foram gerados, somando dois disparos de laser acumulados por perfil e 100
perfis produzidos por amostra, levando a 200 disparos de laser por espectro resumidamente.
As listas de pico resultantes foram exportados para o pacote de software SARAMIS ®
(Spectral Archiving and Microbial Identification System; AnagnosTec, Potsdam - Golm ,
Alemanha) e serdo inseridas como espectros de referéncia na base.

Utilizamos seis isolados do complexo Sporothrix caracterizados em nivel de espécie
em estudos anteriores conforme a tabela 2. Segundo testes prévios citados acima, definimos
como tempo minimo de cultivo, com resultados reprodutiveis, 3 dias a temperatura de 37°C.
As células leveduriformes foram entdo cultivadas em placas de meio BHI durante 72 horas, a
37° C. Uma alca de células leveduriformes (10°) foi diretamente transferida do meio de cultura
para cada posicdo da placa-alvo de 48 pogos, e 0,5 uL de 25% de acido foérmico foi
imediatamente misturado com as leveduras. Depois da evaporagdo, 0,5 pL. de matriz (4cido a-
ciano-4-hidroxicindmico) foi adicionado e suavemente misturado. Todas as amostras

preparadas foram secas ao ar a temperatura ambiente. Cada isolado foi analisado em triplicata.
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Tabela 2. Cepas do complexo Sporothrix utilizadas no estudo.

Cepa Origem Espécie Referéncia

IPEC 16490 Clinica S. brasiliensis Marimon et al., 2007
IPEC 27135 Clinica S. globosa Oliveira et al., 2010
IPEC 27722 Clinica S. schenckii Oliveiraetal., 2011
MUM 11.02 Clinica S. mexicana Dias et al., 2011

SPA 8 Ambiental S. pallida Romeo et al., 2011
CBS 937.72 Clinica S. luriei Marimon et al., 2009

A andlise dos espectros obtidos para as espécies do complexo Sporothrix, permitiram

a diferenciagdo das espécies, conforme apresentado na Figura 1.

/ / S.schenchii
4 i
e Vs
100 Y B
/ /' S.globosa
/

2000 4000 8000 8000 10000 1.*000: S.brasiliensis

mkz

Figura 1. MALDI-TOF ICMS espectros das seis cepas do complexo
Sporothrix na fase leveduriforme: Cepa tipo S. luriei CBS 937.72, cepas de
referéncia: S. pallida SPAS8, S. mexicana MUMI1.02., S. schenckii
IPEC27722, S. globosa TPEC27135; e a cepa tipo de S. brasiliensis
IPEC16490 (CBS 120.339).

O MALDI-TOF ICMS parece ser uma poderosa técnica protedmica com alto
rendimento e potente poder de discriminagdo entre as espécies do complexo Sporothrix, o que
somente ¢ possivel por meio da utilizagdo de técnicas moleculares. Essa metodologia
apresentou rapida identificagdo das espécies do complexo Sporothrix, com concordancia total
com o sequenciamento parcial do gene da calmodulina. O equipamento ¢ simples para operar
e apresenta baixo custo por amostra individual. Estes resultados sdo preliminares, pois no

momento estamos em fase de finalizacdo das analises e do manuscrito.
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8. DISCUSSAO

A esporotricose tem aumentado significativamente no Brasil, em especial no estado do
Rio de Janeiro nas ultimas décadas, com a ocorréncia de uma endemia relacionada a
transmissao zoondtica, que envolve gatos doentes e humanos (Schubach et al., 2008). Sabe-se
que os pacientes envolvidos nesta endemia habitam areas com condigdes sdcio-economicas
desfavoraveis e contam com um precdrio servico de satde (Silva et al., 2012). Além disso, o
aumento do numero de casos de esporotricose no estado do Rio de Janeiro nos ultimos anos
esta diretamente relacionado a intima relagdo de humanos com gatos infectados (Schubach et
al., 2008). A transmissdo zoonoética de Sporothrix spp. tem acarretado em mudangas nas
manifestacdes clinicas usuais da esporotricose, tal como o acometimento primario da mucosa
nasal (Schubach et al., 2003), eritema nodoso (Gutierrez-Galhardo et al., 2002), eritema
multiforme (Gutierrez-Galhardo et al., 2005), conjuntivite primaria (Schubach et al., 2005a),
dacriocistite aguda (Freitas et al., 2013) e Sindrome de Sweet associada a esporotricose
(Freitas et al, 2012a). Também ¢ elevado o nimero de casos de esporotricose cutanea
disseminada, uma forma clinica tradicionalmente menos comum da doenga (Barros et al.,
2003).

Até 2007, Sporothrix schenckii era considerado o agente etiologico da esporotricose e
a Unica espécie patogénica para o homem e animais (Schubach et al., 2005b), embora o género
Sporothrix englobasse varias espécies morfologicamente semelhantes.

Anadlises prévias utilizando metodologias baseadas na analise de &cidos nucléicos, tais
como RAPD e sequenciamento parcial de alguns genes (Reis, 2004; Marimon et al., 2006;
Gutierrez-Galhardo et al., 2008) demonstraram o agrupamento de cepas de Sporothrix isoladas
durante a endemia do estado do Rio de Janeiro, em clados diferenciados de outros isolados
provenientes de outras regides geograficas no Brasil e de outros paises. Alto grau de
similaridade genética foi observado entre os isolados provenientes da epidemia, embora tenha
sido possivel discriminar entre 5 a 10 perfis genotipicos, sugerindo-se mais de uma populagdo
de S. schenckii circulante (Reis, 2004). Estes resultados sugeriram uma fonte comum de
infeccdo entre humanos e gatos, estes Ultimos atuando como fontes de infec¢do do fungo.

Mais recentemente, foram demonstrados alguns padrdes fenotipicos baseados na
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susceptibilidade a farmacos antifiingicos e genotipicos baseados no sequenciamento parcial da
reagido ITS dos isolados de S. schenckii provenientes da endemia do Rio de Janeiro,
associados a manifestacdes clinicas raras da esporotricose e sua correlagdo com as diferentes
formas clinicas (Gutierrez-Galhardo et al., 2008). Novamente, estes dados sugeriram uma
fonte comum de infeccao.

Marimon e colaboradores (2007) sugeriram que S. schenckii ndo deveria ser
considerada a tinica espécie causadora da esporotricose, uma vez que através da combinagao
de caracteristicas fenotipicas e genéticas estudadas em 127 isolados de S. schenckii foi
proposta a criagdo de trés novas espécies dentro deste complexo: S. brasiliensis, S. globosa e
S. mexicana, sendo que S. brasiliensis seria a cepa circulante responséavel pela ocorréncia da
endemia em nosso estado. Posteriormente, 0 mesmo grupo descreve S. /uriei como uma nova
espécie (Marimon et al., 2008). Entretanto, apenas 25 isolados oriundos de pacientes com
esporotricose provenientes desta endemia foram incluidos no estudo relacionado de Marimon
e colaboradores (2007). Esta amostragem nao ¢ representativa da endemia de esporotricose do
Estado do Rio de Janeiro, uma vez que até o presente, aproximadamente 2.094 isolados estdo
sendo mantidos em nosso laboratorio. Com isso, 0 nosso grupo percebeu a importancia da
confirmacdo taxondmica destes isolados relacionados a endemia de esporotricose que vem
ocorrendo no estado do Rio de Janeiro, ¢ sua circulagdo em nosso meio. Portanto, foi feito um
estudo continuo inicialmente, de caracterizagdo em nivel de fendtipo utilizando caracteristicas
macroscopicas € microscopicas, fisiologicas e bioquimicas dos cultivos, os quais segundo
Marimon e colaboradores (2007, 2008) permitem a caracterizacdo de espécies do género

Sporothrix.

Finalizamos a caracterizagdo fenotipica e genotipica dos isolados utilizados no estudo,
totalizando 246 isolados obtidos de pacientes com esportricose atendidos no Laboratdrio de
Pesquisa Clinica em Dermatologia do Instituto de Pesquisa Evandro Chagas (IPEC), entre o
ano de 1998-2008 e um isolado ambiental (Oliveira et al., 2011). Nesse estudo foram descritas
como espécies do complexo Sporothrix acometendo pacientes atendidos no IPEC: S.
brasiliensis, S. schenckii e S. globosa, sendo este Ultimo o primeiro relato de caso de
esporotricose por S. globosa no Brasil (Oliveira et al., 2010). Em 25 (10,1%) isolados ndo foi
possivel finalizar a classificagcdo taxdmica dos isolados em nivel de espécie somente com a

caracterizacdo fenotipica, sendo os mesmos classificados como Sporothrix spp. Esses
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isolados foram sequenciados utilizando o gene parcial da calmodulina e 24 foram
classificados como S. brasiliensis ¢ um como S. globosa (Oliveira et al., 2010). Conforme
descrito em nossos estudos (Oliveira et al., 2010, 2011), para a caracterizagdo das espécies
do complexo Sporothrix deve ser utilizada a taxonomia polifisica. Recentemente, os
estudos de Rodrigues e colaboradores (2013) e Zhou e colaboradores (2013) também
corroboram nossos dados demonstrando a necessidade da associagdo de ferramentas
fenotipicas e genotipicas na identificacdo das espécies do complexo Sporothrix spp.. A
caracterizacdo de espécies do complexo Sporothrix foi a maior reportada na literatura
especializada até o presente.

Objetivando realizar a comparacdo fenotipica e genotipica dos isolados do
complexo Sporothrix obtidos no estado do Rio de Janeiro com isolados obtidos em outras
regides geograficas, recebemos um isolado oriundo de um paciente de Vila Nova de
Famalicao, Portugal. Na identificacdo presuntiva baseada nas caracteriticas fenotipicas este
isolado foi caracterizado como S. mexicana, porém apresentava perfil morfologico atipico
segundo os critérios descritos por Marimon e colaboradores (2007). Esse isolado
apresentou crescimento da colonia a 30°C de 40mm, ao invés de maior o igual a 50mm,
conforme determinado na chave de indetificagdo. A caracterizacdo como S.mexicana foi
confirmada pelo sequenciamento parcial do gene da calmodulina, sendo este o primeiro
relato de caso de esporotricose humana causada por S. mexicana no mundo (Dias et al.,
2011). Realizamos também a caracterizacdo morfoldgica e molecular de isolados recebidos
de um surto de esporotricose no estado do Espirito Santo (ES), sendo os casos clinicos
descritos por Falqueto e colaboradores (2012). Nesse estudo relatamos o primeiro surto
familiar de esporotricose por S. brasiliensis fora da area endémica de esporotricose no Rio
de Janeiro. Nesse trabalho as cepas foram obtidas de trés membros de uma familia com
idades de 30, 14 e 10 anos; e do gato da familia. Os pacientes desenvolveram lesoes de pele
com bordos irregulares e microabcessos localizados nas nadegas, coxa e pescogo. Com 0
intuito de realizar a caracterizacdo das cepas do surto em nivel de espécie, realizamos
identificacdo polifasica (Oliveira et al., 2013a). Nos testes fenotipicos os isolados foram
presuntivamente identificados como Sporothrix spp. e realizando o estudo genotipico, com

o sequenciamento parcial do gene da calmodulina, todas as cepas foram classificadas como
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S. brasiliensis. Esses isolados foram obtidos conforme relatado acima, de individuos
moradores de zona rural do ES, estado vizinho do estado do RJ, o qual ¢ zona endémica de
esporotricose zoondtica. Este surto apresentou similaridade com os casos da epidemia de
esporotricose no RJ, incluindo o fato que nessa epidemia a maioria dos pacientes sdo
mulheres que desenvolvem atividades domésticas, contato com gatos doentes e vivendo em
zona de baixo poder econdmico (Freitas et al., 2010). Essas similaridades sugerem que esta
¢ uma doenga emergente e que pode estar se dispersando pelo Brasil, tendo os felinos como
reservatdrios em potencial.

No ano de 2011, conforme descrito anteriormente, publicamos um trabalho com o
primeiro caso de esporotricose em Portugal causado por S. mexicana (Dias et al., 2011).
Porém esse caso ocorreu em um paciente com historia de viagem a Maldsia no ano de 2003.
Portanto ndo podemos afirmar que seja um caso autdctone. Na busca de maior
conhecimento da esporotricose em Portugal, realizamos a caracterizagdo de um novo caso
de esporotricose humana em Lisboa. Esse caso ocorreu em um paciente imunocompetente,
no qual foi observada lesdo de pele na mao direita com esporotricose linfocutanea
localizada. Durante a identificagdo presuntiva, a cepa foi identificada no Laboratorio de
Micologia do Instituto Nacional de Satide Dr. Ricardo Jorge (INSA), Lisboa, como S.
schenckii. Com a realizacdo dos testes fenotipicos e genotipicos em nosso laboratorio
caracterizamos essa cepa com S. globosa aplicando a taxonomia polifdsica, com
sequenciamento parcial dos genes da calmodulina e beta-tubulina (Oliveira et al., 2013b).
Este relato de caso indica que esporotricose pode estar sendo subdiagnosticada e
negligenciada, particularmente no Sul da Europa, e sugere Portugal como uma area
emergente para esta infeccao fungica.

O teste padrio de referéncia no digandstico da esporotricose ¢ a cultura do
microrganismo, entretanto, a sorologia, exames histopatologicos e ferramentas moleculares
tém sido implementadas no diagndstico dessa micose. Entretanto, ainda sdo poucos os
métodos moleculares utilizados no diagnostico da esporotricose e na deteccdo do DNA de S.
schenckii em materiais clinicos e para identificacdo das espécies do complexo Sporothrix em
cultura. Com a descri¢cdo do complexo Sporothrix, uma importante questdo que surgiu foi a

busca de métodos rapidos para tipagem e identificagdo das espécies. Com intuito de responder
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essa questdo, decrevemos uma PCR fingerprinting utilizando o primer universal T3B,
metodologia amplamente utilizada na identificagdo de bactérias (McClelland et al., 1992) e
leveduras do género Candida (Thanos et al., 1996; Meyer et al., 2001; Correia et al., 2004),
para a distingdo entre as espécies do complexo Sporothrix (Oliveira et al., 2012). A PCR T3B
fingerprinting apresentou perfis de bandas distintos entre as espécies, apresentando correta
identificagdo de todos os 35 isolados utilizados no estudo a nivel de espécie, indentificagdo
esta que foi confirmada pelo sequenciamento parcial do gene da calmodulina. Observamos
100% de concordancia na identificacdo das espécies em ambas metodologias genotipicas
utilizadas. Com a metodologia da PCR fingerprinting foi possivel também a identificacdo de
cepas que tinham suas espécies identificadas incorretamente pelas andlises fenotipicas. A
técnica de identificagdo proposta ¢ simples, confidvel, mais rapida, mais barata e exige menor
experiéncia técnica que o sequencimento. Os perfis das cepas-tipo para cada espécie do
complexo Sporothrix gerados pela PCR podem ser escaneados e gerar uma base de dados no
computador, os quais podem ser utilizados para futuras identificagdes de isolados atipicos ou
ndo identificados. Esta metodologia ¢ ideal para ser empregada na identificacdo das espécies
do complexo Sporothrix em laboratorios de micologia clinica, particularmente nos com
limitados recursos ou conhecimentos técnicos. Posteriormente utilizamos essa técnica para a
caracterizag¢do de um isolado de S.globosa em Portugal (Oliveira et al., 2013b).

Realizamos também estudos iniciais para implementacdo da metodologia do MALDI-
TOF ICMS na caraterizacao e identificacdo das espécies do complexo Sporothrix, onde foram
elaborados espectros de referéncia para as seis espécies do complexo Sporothrix schenckii.
Essa elaboragdo de espectros de referéncia foi comparada a analise molecular através do
sequenciamento parcial do gene da calmodulina, onde foi observada 100% de concordancia
entre as duas metodologias.

A elaboragdo dos espectros de referéncia foi necessaria, uma vez que nas bases dados
de identificacao pelo MALDI-TOF ICMS somente foi encontrado espectro de referéncia para
a espécie S. schenckii, sendo que o mesmo foi depositado anteriormente a nova classificagdo
do complexo Sporothrix (Marimon et al., 2007). Esta foi a primeira vez que esta tecnologia foi
utilizada para identificar e gerar uma biblioteca das massas de proteinas e espectros de

referéncia, de isolados clinicos e ambientais do complexo Sporothrix.
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Embora nossos resultados ainda sejam preliminares, nos parece que 0 MALDI-TOF
ICMS podera ser uma poderosa técnica protedmica com alto rendimento e potente poder de
discriminagdo entre as espécies do complexo Sporothrix. Essa diferenciacdo final em nivel de
espécies somente era possivel por meio da utilizagdo de técnicas moleculares baseadas no

sequenciamento parcial de genes constitutivos.
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9. CONCLUSOES

A taxonomia polifasica ¢ fundamental para a identificagdo em nivel de espécies do

complexo Sporothrix.

A correlagdo entre andlises fenotipicas e moleculares demonstrou que S. brasiliensis

foi a espécie mais isolada em humanos na endemia no estado do Rio de Janeiro.

A identificacdo de S. globosa e S. mexicana em Portugal sugere que a esporotricose
deve estar sendo subdiagnosticada neste pais e que esta micose poderia ser

considerada uma doenga emergente no sul da Europa.

Foi descrito o primeiro surto de esporotricose causada por S. brasiliensis fora da zona

endémica do Rio de Janeiro.

A PCR fingerprinting utilizando o primer T3B é um método confidvel e necessita de
um menor tempo para sua realizagdo e caraterizacdo das espécies do complexo

Sporothrix.

As diferentes espécies do complexo Sporothrix apresentam distintos perfis
protedmicos, o que foi evidenciado pela geracdo dos espectros de referéncia por

MALDI-TOF ICMS.
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10. PERSPECTIVAS FUTURAS

Avaliag@o do perfil protedmico, através da inclusdo de maior nimero de isolados, das
espécies do complexo Sporothrix, com o intuito de selecdo de biomarcadores.
Comparagao do perfil protedmico de Sporothrix brasiliensis provenientes da epidemia
de esporotricose no Rio de Janeiro com outras espécies do complexo Sporothrix.
Caracterizacdo de possiveis proteinas com expressdo diferencial nas diferentes
espécies do complexo Sporothrix.

Inclusdo de novas metodologias utilizadas na caracterizagdo de espécies, utilizando

analises protedmicas.
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