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Oliveira, M.M.E. Identificacéo e analise filogenética de espécies do género Sporothrix
isoladas em area endémica de esporotricose no Estado do Rio de Janeiro. Rio de Janeiro,
2009. 67f. Dissertacdo [ Mestrado em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas] — Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

RESUMO

A esporotricose, micose subcutanea causada pelo complexo Sporothrix schenckii, é
cosmopolita e a mais freqliente na América Latina. Nos ultimos anos tem aumentado
significativamente o nimero de casos no Brasil, com destaque para o aumento no Estado
do Rio de Janeiro na ultima década. Recentemente, foram consideradas quatro novas
espécies dentro do género Sporothrix, sendo essas: Sporothrix brasiliensis, S. globosa, S.
mexicana e S. luriei. Entretanto somente 25 isolados de &rea endémica no Rio de Janeiro
foram incluidos nos estudos prévios. A caracterizacdo destas foi realizada por meio da
utilizacdo de provas fenotipicas: morfologia de conidios, teste de crescimento a 30°C, teste
de termotolerancia e auxonograma. No presente trabalho realizamos a caracterizagdo de
248 isolados oriundos de pacientes atendidos no ambulatério de Dermatologia do IPEC, os
quais tiveram diagnostico de esporotricose durante a epidemia de esporotricose, no periodo
de 1998 e 2008. De acordo com as caracteristicas fenotipicas, 206 isolados (83,1%) foram
caracterizados como S. brasiliensis, um isolado (0,4%) como S. mexicana, 15 (6,0%) como
S. schenckii e em 26 isolados (10,5%) ndo foi possivel realizar a caracteriza¢do da espécie
sendo classificadas como Sporothrix spp. Dentre esse isolados foi realizada a analise
molecular de 8 (31%) isolados que apresentaram resultados inconclusivos nos estudos
fenotipicos através do sequenciamento de um locus do gene calmodulina possibilitou a
formacdo de um grande grupo constituido por 7 isolados todos caracterizados
genotipicamente como pertencentes a especie S. brasiliensis. A analise em nivel de
gendtipo deve ser utilizada como ferramenta complementar na identificacdo de espécies do
complexo Sporothrix. A correlagdo entre dados moleculares e caracteristicas fenotipicas €
fundamental na identificacdo de espécies complexo Sporothrix, possibilitando a

implementacao da taxonomia polifasica.

Palavras-chave: Sporothrix schenckii, analise filogenética, esporotricose, endemia.



Oliveira, M.M.E. Identification and phylogenetic analysis of species of the Genus Sporothrix
from endemic are of sporothrichosis in the Rio de Janeiro State. Rio de Janeiro, 2009.
67f. Master [ Science Dissertattion in Clinic Research in Infectious Diseases] — Instituto de
Pesquisa Clinica Evandro Chagas.

ABSTRACT

Sporothrix schenckii is the species responsible for sporotrichosis, an important
subcutaneous mycosis with a worldwide distribution, and very frequent in Latin America,
and it has been reported as endemic in Rio de Janeiro, Brazil. Recent molecular studies
have demonstrated that this species constitutes a complex of numerous phylogenetic
species, which were phenotipically characterized using different culture media, growth
rates at different temperatures, and nutritional tests as well comparison calmodulin genes
and it was proposed four new species Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa,
Sporothrix mexicana and Sporothrix luriei. And just 25 isolates from the endemic
occurring in Rio de Janeiro were included in this previous study. We have studied a total of
248 Sporothrix isolates from this endemic obtained during the period of 1998 and 2008.
The phenotypic characterization was based on the morphology of conidia, growth rates at
30°C and 37 °C, ability to grow at 37 °C, and auxonographic method. According to the key
features for species differentiation, 206 isolates (83.1%) were characterized as S.
brasiliensis, one as S. mexicana (0.4%), 15 (6.0%) as S. schenckii and in 26 isolates
(10.5%) the species was not differentiated being classified as Sporothrix spp. Among 8
(31%) of these unidentified isolates, molecular methodology, by sequence analysis of on
protein coding locus (calmodulin) was performed, revealing the presence of one major
clade, grouping 7 of these isolates with S. brasiliensis, representing this phylogenetic
species. The analysis in genotype level should be used as complemental tool in the
identification of species of the Sporothrix complex. The correlation among molecular data
and phenotipe is fundamental in the identification of species Sporothrix complex, making

possible the implementation of the polyphasic taxonomy.

Keywords: Sporothrix schenckii, phylogenetic analysis, sporotrichosis, endemic
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1. INTRODUCAO

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 méao e no braco
direito. Este isolado, obtido da secrecdo 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 confirmagao dos casos (Kwon-Chung & Bennet, 1992). O segundo caso indiscutivel de
esporotricose descrito, também nos Estados Unidos, em Chicago, por Hekton & Perkins em
1900, relata o desenvolvimento de uma lesdo no dedo de um menino apos ter sido ferido com
martelo, lesdo esta que regrediu espontaneamente. Tais pesquisadores deram a esse fungo
patogénico sua denominacéao atual, Sporothrix schenckii (Hekton & Perkins, 1900).Em 1907,
o0 primeiro caso de infeccéo natural em animais foi descrito por Lutz e Splendore, em ratos, no
Brasil (Lutz & Splendore, 1907), onde a possibilidade de contagio ao homem pela mordedura
de ratos foi mencionada (Pupo, 1917). Este fungo tem sido identificado em diversas areas do
mundo e, nos anos mais recentes, a maioria dos casos publicados sdo provenientes da América
Central e do Sul, em especial México, Colémbia, Brasil e Peru, além do continente africano
(Pappas et al, 2000; Kovarik et al, 2008).

1.1.2. Epidemiologia

A esporotricose € a micose subcutanea mais prevalente na América Latina (Conti-
Diaz, 1989; Kovarik et al, 2008), onde as taxas de infeccdo em areas rurais sdo relevantes
(Pappas et al, 2000). No Brasil, a distribuicdo do S. schenckii no meio ambiente e as
caracteristicas do seu nicho ecologico tém sido muito pouco estudadas, podendo ser
enumerados os trabalhos referentes ao isolamento deste fungo do solo, apesar de diversos
casos terem sido descritos em especial no Rio Grande do Sul, S&o Paulo e Rio de Janeiro
(Freitas et al, 1965; Lopez et al, 1999; Barros et al, 2004).
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No homem, a esporotricose € uma doenca que costuma ocorrer sob a forma de casos
isolados ou 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 sao raras e
tém sido relacionadas a uma fonte de infeccdo comum no ambiente, sendo a maior epidemia
conhecida de esporotricose 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), a qual foi 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 contaminacdo de pessoas pelo feno
estocado numa casa abandonada, onde se realizavam festas de “Halloween” (Dooley et al,
1997). Mais recentemente foi descrita na Australia um aumento do ndmero de casos de
esporotricose, que por métodos moleculares ficou demonstrado ser relacionado a exposicao ao
fungo presente no feno (O’Reilly & Altman, 2006).

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
Sado Paulo (Freitas et al, 1965; Lopes et al, 1999). Uma recente 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 exposicdo a matéria organica
contaminada. N&o foi possivel verificar transmissdo zoondtica da esporotricose neste estudo.
Também foi verificado que o nimero de casos de esporotricose nesse estado brasileiro esta
diminuindo desde a década de 90 (Rosa et al, 2005). Em um inquérito epidemiolégico com
esporotriquina realizado 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 no local do inquérito
(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).
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O Estado do Rio de Janeiro apresenta atualmente uma endemia de esporotricose, fato
esse demonstrado por Schubach e colaboradores (2005a, 2008) em um estudo realizado no
periodo de 1998 a 2004, onde foram diagnosticados em uma mesma institui¢cdo hospitalar 759
casos de esporotricose humana, 1.503 de esporotricose felina e sessenta e quatro de infeccdo
canina, onde 83,4% dos casos de esporotricose humana os pacientes relataram terem tido
contato com gatos com esporotricose (Schubach et al, 2008). Esta 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 epidemia inicialmente concentrou-se em &reas mais pobres do Rio de
Janeiro, nos municipios da regido metropolitana e, no municipio do Rio de Janeiro,
principalmente nos bairros do subdrbio. A doenca foi mais comumente observada em
mulheres jovens que desenvolviam atividades no domicilio, proporcionando contato direto
com estes animais; a forma cutaneo-linfatica da doenca foi a mais frequente, seguida das
formas cuténea localizada e cutanea disseminada. O itraconazol (ITC) na dose de 100mg foi
eficiente para cura da esporotricose cutdnea em 90% dos pacientes tratados, com boa
tolerabilidade e sem alteracGes laboratoriais importantes. Também foi salientado, nos periodos
estudados (1998 a 2004), formas clinicas pouco comuns como envolvimento de mucosas nasal
e conjuntival, isoladas ou associadas a formas cutaneas classicas (Schubach et al, 2005a,
2008). Um outro aspecto interessante foi o relato de manifestacdes de hipersensibilidade,
descritas pela primeira vez relacionadas a esporotricose, como eritema nodoso e eritema
multiforme (Gutierrez-Galhardo et al, 2002, 2005).

1.1.3. Patogenia

O inicio da infeccdo aquém dos glanglios regionais nos seres humanos pelo S.
schenckii geralmente ocorre ap6s inoculacdo do fungo na pele por ocasido de um trauma com
espinhos, farpas, arranhadura, mordedura de gatos ou ainda por meio da contaminacao pré-
existente de solucdo de continuidade cutanea, alcancando o tecido cutaneo e subcutaneo (Jin et
al, 1990; Marques et al, 1993). Individuos que trabalham com solo ou plantas, tais como
lavradores, jardineiros, agricultores, entre outros, sdo0 mais suscetiveis ao contato com este
agente infectante, desenvolvendo essa micose com maior freqiéncia. Os sitios de infeccdo

habituais sdo os membros inferiores e superiores. A transmissdo pode ocorrer também de
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forma menos comum, por meio da inalagdo de estruturas fungicas, via trato respiratorio
superior, com possibilidade de conseqliente disseminacdo hematogénica. Quando inalado
promove um quadro de pneumonite granulomatosa cavitaria, podendo iniciar-se semelhante a
um quadro de tuberculose (Kwon-Chung & Bennett, 1992).

A esporotricose foi descrita em 1970 como uma infec¢do oportunista em individuos
imunocomprometidos como: alcodlatras, diabéticos, portadores de malignidade hematoldgica,
doenca pulmonar obstrutiva crénica, transplantados utilizando drogas imunossupressoras e
mais recentemente em individuos infectados pelo HIV (Lynch et al, 1970; Ramos-e-Silva et
al, 2007).

1.1.4. Formas clinicas

A esporotricose € uma micose de evolugdo subaguda ou crénica e clinicamente pode
ocorrer com uma variedade de expressoes clinicas.

Na classificagdo clinica proposta por Sampaio & Lacaz (1959), a esporotricose esta
agrupada nas formas cutaneo-linfatica (mais freqlente), cutaneo-localizada, cutaneo-
disseminada e extracutanea.

A forma cuténeo-linfatica é a mais freqliente. A lesdo inicial (cancro de inoculagdo)
caracteriza-se por lesdo papulo-nodular, eritematosa que evolui com aumento de tamanho e
ulceracdo, surgindo entdo novas lesdes semelhantes ao longo do trajeto linfatico até cadeia
ganglionar regional. Localizam-se preferencialmente em membros superiores e face,
correspondendo aos locais mais expostos ao trauma. O periodo de incubagdo varia de 3 a 30
dias (média 14 dias). As manifestacdes clinicas sdo poucas ou nulas, sendo caracterizadas por
dor local e pequenas adenomegalias regionais e, mais raramente, com a presenca de
sintomatologia sistémica (Azulay & Azulay, 1992).

A forma cutaneo-localizada (forma fixa) € menos comum e se caracteriza por lesdo
Unica, sem comprometimento linfatico. As lesdes sdo muito polimdrficas e inespecificas,
podendo se apresentar como lesdo papulosa ou papulo-nodular que pode evoluir para formas
verrucosas com ou sem ulceragéo (Azulay & Azulay, 1992)

A forma cutaneo-disseminada é relativamente rara e se caracteriza por vérias lesdes
disseminadas pelo tegumento. Pode resultar da disseminacdo hematogénica, observada em

pacientes imunossuprimidos; primariamente a partir da inalacao ou ingestdo do S. schenckii; e
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apos inoculacdo cutanea do fungo, com disseminacdo secundaria (Azulay & Azulay, 1992).
Clinicamente pode se apresentar como papulas, nédulos subcutaneos, lesdes gomosas, ulcero-
vegetantes e verrucosas. Pode também, haver freqliente sintomatologia sistémica (Rippon,
1988; Know-Chung e Bennet, 1992). Essa forma ocorre especialmente em pacientes com
comprometimento do sistema imunologico.

As formas extracutaneas sdo muito raras e de dificil diagndstico, pois caracterizam-se
por afetar um ou mais 6rgaos internos. Freqiientemente apresenta carater oportunista e resulta,
geralmente, de disseminacdo hematogénica apos inalagdo ou ingestdo de esporos, com febre e
comprometimento do estado geral (Rippon, 1988). Pode haver acometimento de pulmdes,
0ss0s, articulacdes, figado, olhos, sistema nervoso central, pele e trato genito-urinario (Know-
Chung & Bennet, 1992). Alguns estudos sugerem que esta forma esta relacionada ao
comprometimento de imunidade celular do hospedeiro, principalmente nos casos de AIDS e
uso de drogas imunossupressoras (Carvalho et al, 2002).

1.1.5. Resposta imune na esporotricose

Os mecanismos imunoldgicos envolvidos na prevencdo e no controle de infecgdes
causadas por S. schenckii ainda ndo estdo bem compreendidos, porém, devem incluir tanto a
resposta imune humoral como a celular, as quais parecem ser desencadeadas contra antigenos
distintos (Carlos et al, 1992; Maia et al, 2006). Os antigenos da parede celular ativam a
resposta celular, enquanto que a resposta humoral é ativada por proteinas secretadas pelo
fungo, ou exoantigenos, os quais parecem nao ter qualquer acdo na resposta celular (Carlos et
al, 2003).

A imunidade adquirida contra o fungo requer a acdo de macréfagos ativados por
linfocitos T CD4+, os quais liberam principalmente IFN-y, forte ativador de macrofagos
(Tachibana et al, 1999).

Na resposta imune humoral ao patégeno S. schenckii, ja foram caracterizados
determinantes antigénicos de peptido-ramnomananas em coelhos. Embora estes néo
apresentem reacOes cruzadas contra manoproteinas de Saccharomyces cerevisiae, fracas
reacdes cruzadas contra glicopeptideos da parede celular de Ophiostoma stenoceras foram
verificadas (Lopes-Alves et al, 1994). Na esporotricose experimental em camundongos
anticorpos especificos da classe IgGl e 1gG3 contra uma proteina de 70 kDa séao
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produzidos no decorrer da infec¢do e podem estar relacionados a eliminacdo do fungo do
organismos desses animais (Nascimento & Almeida, 2005). Novos estudos sdo necessarios
no sentido de melhor caracterizar a resposta imune humoral na esporotricose, visto que

Varios aspectos continuam obscuros.

1.1.6. Diagnostico laboratorial do Complexo Sporothrix

O diagndstico da esporotricose é baseado no isolamento e identificacdo de seu agente
causal, o S. schenckii, de materiais bioldgicos (Know-Chung & Bennet, 1992). Para isso,
devem ser empregados, concomitantemente, os exames diretos, onde preparacdes a fresco de
espécimes clinicos tratados com hidroxido de potassio (KOH) a 10% ou hidroxido de sédio
(NaOH) a 4% sao analisadas microscopicamente para a observacao de células leveduriformes
do S. schenckii, e o cultivo. O exame direto é de dificil observacéo, uma vez que as células
leveduriformes presentes no material clinico sdo estruturas pequenas e escassas, exceto
quando o espécime bioldgico e proveniente de gatos domésticos (Reed et al, 1993). Esfregacos
de pus e “imprint” de bidpsias de lesdes coradas pelo Giemsa favorecem a visualizacdo das
formas infectantes. Em cortes histolégicos a impregnacao pela prata, pelo &cido periddico de
Schiff (PAS) e hematoxilina-eosina (HE) sdo as coloracdes de escolha, porém a menos que o
material esteja muito rico em células parasitarias, ndo ¢é facil a observacdo das formas
leveduriformes caracteristicas do S. schenckii (Morris-Jones, 2002). Geralmente, estas tém
aspecto variando do globoso a ovalado com brotamentos claveiformes, no interior de
macrofagos, e em cerca de 40% dos casos onde o fungo é encontrado, nota-se presenca de
corpo asteroide, substancia 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 do S. schenckii é facilmente obtido atraves 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 contaminacéo por alguns fungos saproéfitos. Entre 05 a 07
dias ja é possivel a observacdo do aparecimento de col6nias filamentosas, hialinas com
aspecto Umido que, com o tempo, comegam a apresentar uma colora¢do escura no seu centro

gue vai aumentando centrifugamente ou permanece hialina. Nesta fase filamentosa deve-se
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preparar um microcultivo em lamina objetivando o estudo mais detalhado da microscopia das
estruturas fangicas. A presenca de dois tipos de conidios: hialinos a marrom, de parede fina,
em conidiéforo do tipo simpodial e conidios escuros de parede espessa, dispostos ao logo da
hifa identifica a amostra como S. schenckii (Dixon et al, 1991).

A observacao de crescimento de uma coldnia miceliana com aspectos descritos acima
é indicativa para a realizacdo do teste de termo-conversdo da colénia 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 colénia,
apds a conversdo do fungo a levedura, assumira um aspecto cremoso de cor bege amarelado
(Morris-Jones, 2002; Criseo et al, 2008b). As colbnias de S. schenckii sdo urease negativas
apos sete dias, podendo torna-se urease positivas ao décimo-quarto dia (Sigler et al, 1990). O
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
confecgdo de laminas de S. schenckii, tanto na fase filamentosa como na leveduriforme, € feita
com lactofenol-azul de algoddo e estas sdo observadas em um microscopio éptico nos
aumentos de 100 e 400X.

Para o estabelecimento do diagnostico soroldgico da esporotricose varias técnicas tém
sido descritas. ReacGes de imunodifusdo dupla com soro de pacientes com esporotricose
subcutanea ndo costumam apresentar reacGes cruzadas com leishmaniose e
cromoblastomicose, doengas com manifestagdes clinicas semelhantes as da esporotricose. O
teste de imunoeletroforese apresenta alta sensibilidade, sendo observado em todos 0s casos
positivos, a presenca de um arco anodico, chamado arco S (Albornoz et al, 1984). Os testes de
aglutinacdo em tubo e em particulas de latex tém 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 comegaram a ser utilizadas no
diagndstico da esporotricose, sendo descritas algumas reacGes. As primeiras reacdes
imunoenzimaticas (ELISA) descritas foram utilizando 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.
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schenckii, a qual apresentou sensibilidade de 97%, especificidade de 89% e eficiéncia de 92%,
estava associada com a deteccao de trés isotipos 1gG, IgA e IgM e que dependendo do isotipo
verificado existe um aumento da sensibilidade e a especificidade deste método para o

diagndstico da esporotricose.

1.2 - O género Sporothrix

1.2.1. Sistemética

InfeccBes fungicas invasivas por leveduras e fungos filamentosos sdo significante
causa de morbidade e mortalidade em individuos com comprometimento do sistema imune e
também os que estdo sob procedimentos invasivos. Com isso, a répida identificacdo dos
agentes etiologicos isolados de espécimes clinicos € particularmente importante. Neste
sentido, a sistematica e seu principal constituinte a taxonomia dos fungos patogénicos possui
grande importéncia 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 taxonémicos 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 relacdo entre todos os niveis da sistematica
taxondmica. Juntamente com os demais taxonomistas do século, promoveram um sistema de
classificagdo estruturado no estudo da morfologia comparativa. Nesse sistema proposto
baseou-se a classificacdo de espécies e género. Poucos sistemas foram propostos em
substituicdo aos ja implementados no século 19, sendo o que mais se destacou foi o da
hipotese filogenética por arranjo numérico e a associacdo de maior quantidade de
caracteristicas. Dentre 0s taxonomistas que a desenvolveram temos Pier Andrea Saccardo,
o qual foi responséavel pela insercdo 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 geracfes de micologistas
chegando a ser taxada como inoperante segundo Korf (2005.) A quimiotaxonomia foi
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também utilizada na sistematizacdo, mas com poucos adeptos e promovendo surpresa entre
0s ndo envolvidos nesse sistema.

O’ Hara (1997) apresentou uma visdo resumida e muito didatica da sistematica no
século 20 realizando a divisdo da mesma em dois periodos: populagdo sistematica
implementado 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 classificacdo dos fungos primeiramente se baseou em dois principais
eixos: fenotipo 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 classificacdo de leveduras. Com o transcorrer do
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 classificacdo
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 determinagdo de espécie. Todos os trés estdo fortemente inter-relacionados e
algumas vezes redundantes, mas igualmente importantes na descri¢cdo, entendimento e
classificacdo de espécies (Smedsgaard & Nielsen, 2004). Promovendo a realizacdo da
taxonomia polifésica, na qual realiza-se a juncdo de caracteristicas fenotipicas e genotipicas.

A definicdo de espécies fungicas ndo apresenta um consenso entre 0s micologistas.
Atualmente os conceitos de espécie mais comumente utilizados na classificacéo séo:

1. O conceito morfologico ou fenotipico ou de fendtipo é classico sendo
baseado na descricdo das caracteristicas morfologicas ou outras caracteristicas fenotipicas,
como termotolerancia, producdo de metabdlitos secundarios, presenca de pigmento, entre
outros (Taylor et al, 2000).

2. O conceito ecoldgico que se baseia na adaptacdo dos organismos ao habitat e
na reproducdo isolada, apresentando grande aplicabilidade na classificagdo de fungos
patégenos 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
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outros grupos (Kwon-Chung & Varma, 2006). Este também estd fundamentado nas variacdes
genéticas entre espécies com possivel compartilhamento de genes e na presenca de barreiras
guanto a essa “troca de genes” (Davis, 1995; Taylor et al, 2000).

4. O conceito filogenético que define espécie como o0 menor agrupamento de
individuos interconectados por relagdes genéticas (Taylor et al, 2000).

Todos estes conceitos apresentam vantagens e desvantagens na classificacdo de fungos.
Smedsgaard & Nielsen (2004) propuseram um simplificado e pratico modelo para “conceito
de espécie” o qual engloba a combinacdo de caracteres fenotipicos juntamente com o0s
aspectos relacionados ao ambiente (ecologia) e suas caracteristicas hereditarias (filogenia ou
genoma) (Fig. 1). Este modelo conceitual poderia ser utilizado na classificacdo e taxonomia
(Fig. 1A), na descoberta de novas espécies (Fig. 1B), e na caracterizacdo de diversos aspectos

relacionados a propria espécie que poderiam ter relevancia biotecnolégica (Fig.1C).
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Figura 1. O conceito de espécies delimitado pelo fenotipo, ecologia e genoma.
Smedsgaard and Nielsen (2004), p.274
A insercdo de conceitos de biologia molecular fundamentados principalmente na
andlise de seqliéncias nucleotidicas do DNA possibilitou o acesso a novas informagoes sobre
os isolados caracterizados. Estudos de morfo-espécies ou de morfologia das espécies estdo
empregando a associacdo de varidveis bioldgicas e filogenéticas, sendo um dos grandes
questionamentos enfrentados pelos morfologistas a decisdo de quantas diferencas sao
necessarias para a definicdo de espécies diferentes. Segundo Guarro e colaboradores (1999), a

aplicacdo do conceito filogenético de espécies tem parcialmente respondido ao
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questionamento dos morfologistas quando esse conceito é fundamento na analise cladistica de
caracteristicas moleculares, o que permite bases estruturadas na realizacdo do delineamento
das espécies. A utilizacdo do cladograma determina a existéncia de grupos monofiléticos os
quais podem ser classificados como espécies ou subespécies.

1.2.2. Filogenia do Género Sporothrix

O agente etiologico da esporotricose, S. schenckii, € um fungo dimorfico, que pode
ser encontrado no meio ambiente na forma filamentosa, tendo como habitat natural vegetacéo,
madeira em decomposi¢cdo e solo. S. schenckii esta inserido no Reino Fungi, sendo um
organismo eucariotico, heterotréfico, sem mobilidade prépria, com parede celular quitinosa e
rigida. Constituinte da Divisdo Ascomycota, da Classe Pyrenomycetes, Ordem
Ophiostomatales e Familia Ophiostomataceae (Guarro et al, 1999).

Até o presente ndo se conhece a forma de reproducdo sexuada de S. schenckii,
embora haja fortes evidéncias moleculares de que este fungo sofra mecanismos de
recombina¢do na natureza (Mesa-Arango et al, 2002). Estudos demonstram que S. schenckii é
um ascomiceto, uma vez que apresenta septo simples, com corpasculos 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
sexuada deste fungo pudesse ser Ophiostoma stenoceras (Berbee & Taylor, 1992), porém,
estudos morfo-fisiolégicos mostram diferencas basicas entre as duas espécies: O. stenoceras é
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
diferencas também se demonstram quando ambas espécies sdo inoculadas em camundongos,
pois S. schenckii é encontrado em diversos tecidos apos inoculacéo intravenosa, 0 que nao
ocorre com O. stenoceras, que somente é encontrado em determinados 6rgdos e nunca em
todos os animais inoculados (Dixon et al, 1992). Tais observacOes levaram a considerar como
espécies diferentes o anamorfo de O. stenoceras (Sporothrix spp.) e S. schenckii. Outros
estudos moleculares (Hintz, 1999) unidos aos de Berbee & Taylor (1992), reforgam,

entretanto, que a forma teleomorfica do patdgeno S. schenckii pertenca ao género Ophiostoma.
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Recentemente, Marimon e colaboradores (2007) sugeriram que o S. schenckii ndo
deveria ser considerada a Unica espécie causadora da esporotricose uma vez que através da
combinacdo de caracteristicas fenotipicas e genéticas, onde uma chave de identificacdo foi
desenvolvida (Tabela 1), e proposta a criacdo de trés novas espécies: Sporothrix brasiliensis,
Sporothrix globosa e Sporothrix mexicana (Tabela 1). Sendo essas associadas as demais
espécies ja existentes S. schenckii e S. albicans, apresentando a uUltima uma caracteristica
peculiar que é a presenca apenas de conidios hialinos. Estes autores realizaram estudos
fenotipicos incluindo morfologia de conidios em meio Corn Meal Agar & 30°C por 10 a 12
dias, teste de crescimento & 30°C do isolado em meio de &gar 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 acucares rafinose, e sacarose conforme chave de identificacdo
proposta. Ja no estudo genotipico a reagdo da polimerase em cadeia (PCR) foi utilizada com as
seqliéncias 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, 2008b) apds estudos baseado na mesma

metodologia proposta anteriormente (Marimon et al, 2007).

1.2.3. Morfologia e Fisiologia

Os fungos classificados dentro do género Sporothrix sdo de carater dimérfico; em
vida saprofitica ou em cultivo a 25°C apresenta-se na forma filamentosa, como hifas hialinas,
septadas, ramificadas, com conidios unicelulares de dois tipos: hialinos a castanhos
(deméceos). Os conidios hialinos sdo pequenos, ovoides, surgindo de denticulos distintos na
porcao apical dos conidioforos. Ja 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 formacéao de cadeias
(Sigler et al, 1990). A macroscopia da col6nia nesta fase evolutiva do fungo se apresenta
inicialmente de cor branca e gradativamente, ao formar conidios escuros assume coloragdo
marrom a negra. Em parasitismo, ou a partir de espécimes clinicos sob cultivo a 37°C em
meio de cultura apropriado, o 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). Macroscopicamente a colonia de S. schenckii a 37°C
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apresenta coloracdo bege amarelada e aspecto cremoso (Morris-Jones, 2002; Criseo et al,
2008b).

Poucos sdo os trabalhos referidos na literatura especializada sobre as caracteristicas
fisioldgicas de S. schenckii. Gosh e colaboradores (2002) analisaram e compararam 49
isolados de S. schenckii de trés regibes da india e observaram que as mesmas n&o
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 étimo 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 micelial todos os isolados cresceram lentamente em
meio com 20% de glicerol, e nenhum cresceu na concentracdo de 30%. Houve crescimento de
todos os fungos na fase leveduriforme em meios acrescidos de NaCl a 9%; ja em
concentracdes mais elevadas somente 24% dos isolados estudadas foram tolerantes. A forma
filamentosa nédo foi capaz de crescer em concentracdo acima de 7%. O crescimento étimo da
forma miceliana foi vista no pH entre 3,0-11,5, entretanto algumas amostras foram tolerantes
ao pH de 12,5. Por outro lado, leveduras cresceram bem a um pH entre 3,0-8,5, mas alguns
isolados puderam crescer mesmo em pH 2,0. Variagbes 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, do oeste ndo assimilaram amido. Todos
os isolados do sul da india assimilaram rafinose e dextrose. Apenas a forma filamentosa pdde
degradar a uréia apds 96 horas de incubacdo. O teste de fenol oxidase foi positivo para todos
os isolados. Tanto a fase leveduriforme quanto a miceliana de todos os isolados puderam
assimilar KNO3. Nenhum dos isolados hidrolisou caseina e ndo apresentaram atividade de
gelatinase (Gosh et al, 2002).

Mais recentemente, alguns outros trabalhos descrevem as caracteristicas fisioldgicas de
cepas de S. schenckii preservadas em &gua e por repiques sucessivos (Mendonza et al, 2005),
onde observou-se alteracfes na capacidade de liquefazer gelatina, bem como na degradacgéo de

amido.

24



1.2.4. Fatores de viruléncia

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

Os fatores de viruléncia do S. schenckii sdo pouco conhecidos devido a escassez de
estudos. Steenbergen e colaboradores (2004) sugerem que a origem da viruléncia esteja
relacionada as relagfes intermicrobianas existentes no habitat natural do S. schenckii, sendo
demonstrado por esses que as células leveduriformes quando fagocitadas por Acantamoeba
castellanii sdo capazes de sobreviver em seu interior, matar a ameba e utiliza-la como
nutriente. Estas relacGes também sdo observadas em outros fungos dimorficos patogénicos,
como o Histoplasma capsulatum, Blastomyces dermatitidis e pelo Cryptococcus
neoformans. Entretanto essa caracteristica ndo é compartilhada por fungos patogénicos que
ndo possuem o solo como seu habitat primario como, por exemplo, Candida albicans, ou
por fungos ndo patogénicos como o 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. Na esporotricose, isolados que séo capazes
de crescer a 35°C, mas incapazes de realiza-lo a 37°C ndo promovem lesdes linfangiticas,
limitando-se a infeccBes cutineas fixas. J4 os isolados oriundos de lesBes linfangiticas,
disseminadas e extracutaneas apresentam tolerancia e crescimento a 37°C (Kwon-Chung &
Bennet, 1992). Recentes estudos demonstraram que o0s isolados de S. schenckii

provenientes da Colémbia, onde a forma clinica predominante da esporotricose € a cutanea
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fixa, apresentaram alta taxa 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 producéo
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 pareca ser melanizada, recentemente foi demonstrada a produgéo de
melanina por S. schenckii também nas formas leveduriformes, tanto in vitro como durante a
infeccdo. As hifas, porém ndo sdo capazes de sintetizar melanina, somente os conidios
(Morris-Jones et al, 2003). Foi demonstrado que a melaniza¢do dos conidios torna-os mais
resistentes a fagocitose por macréfagos, o que favoreceria a instalacdo da infecgdo, ja que

estas sdo as particulas infectantes do fungo (Romero-Martinez et al, 2000).
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2. RELEVANCIA e JUSTIFICATIVA

A esporotricose é a doenca fangica subcutédnea com alta frequiéncia no Estado do Rio
de Janeiro nos ultimos anos, ocorrendo um aumento no nimero de casos diagnosticados em
humanos, no IPEC (Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas), de 13 entre 1987 a 1997,
para 759 casos entre o periodo de 1998 a 2004 (Barros et al, 2001; Schubach et al, 2008). A
partir de 1998 até os dias de hoje, os Laboratorios de Pesquisa Clinica em Dermatologia
Infecciosa, Laboratdrio de Pesquisa Clinica em Zoonoses do IPEC - Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) e nosso laboratorio, Laboratério de Micologia, vém observando a maior e mais
duradoura epidemia de esporotricose na forma de zoonose na cidade do Rio de Janeiro e seus
arredores transmitida por felinos (Barros et al, 2001, 2004; Schubach et al, 2004), sendo
atualmente considerada uma endemia. Uma vez que segundo conceitos uma endemia é uma
doenca infecciosa que ocorre habitualmente e com incidéncia significativa em dada populacdo
ou regiao (Halloran, 2001).

Nesta endemia, um amplo espectro clinico tem sido observado. A forma predominante
de apresentacdo clinica é a cuténea classica. Entretanto, apresentacGes consideradas raras
como lesbes cutaneas com multiplas localizagbes (16,3%) e envolvimento das mucosas
conjuntival (2,8%) e nasal foram observadas (Schubach et al, 2005a; Barros et al, 2004). Neste
sentido, associagdes como eritema nodoso (Gutierrez-Galhardo et al, 2002) e eritema
multiforme (Gutierrez-Galhardo et al, 2005) foram descritas pela primeira vez. Provavelmente
esta forma de transmissdo exibindo uma riqueza parasitaria deve estar influenciando estas
formas de apresentacéo clinica. Acreditamos que fatores relacionados a forma de transmisséo,
ao hospedeiro e a viruléncia do fungo possam estar relacionados a diversidade clinica vista
nesta endemia.

O gato com esporotricose apresenta-se ricamente parasitado e constitui uma fonte de
potencial zoondtico (Schubach et al, 2002, 2003), transmitindo a doenca na auséncia de
trauma, como observado em 35,5% dos casos da endemia (Barros et al, 2004). E provavel que
0 contato estreito com o0 gato doente no ambiente domiciliar acarrete repetidas exposi¢cdes ao
S. schenckii, possibilitando repetidas inoculagdes, podendo acarretar em hipersensibilizacdo do
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hospedeiro ao fungo (Gutierrez-Galhardo et al, 2002). Entretanto estas questdes ainda nédo
foram confirmadas.

Em relacdo ao S. schenckii consideramos importante a descri¢do do padréo fenotipico
e genotipico das cepas provenientes desta endemia uma vez que tem sido sugerido que a
mesma seja causada pela nova espécie S. brasiliensis (Marimon et al, 2007).

Nosso grupo tem se voltado para a caracterizacdo fenotipica e genotipica de Sporothrix
spp. isolados nesta endemia. Inicialmente, quando ainda considerada uma epidemia, fungos
isolados de pacientes e gatos foram utilizados na caracterizacdo genotipica através da técnica
de PCR-RAPD. Foram caracterizados 44 isolados (19 de pacientes e 25 de gatos)
provenientes da epidemia, um isolado de origem brasileira anterior ao surto e outro
proveniente dos Estados Unidos. Alto grau de similaridade genética foi observado entre o0s
isolados provenientes da epidemia, embora tenha sido possivel discriminar entre 5 a 10 perfis
genotipicos, sugerindo mais de uma populacdo de S. schenckii circulante (Reis , 2004). Os
perfis genotipicos dos isolados brasileiros foram diferenciados do isolado dos Estados Unidos.
Estes resultados sugeriram uma fonte comum de infeccéo entre humanos e gatos, e que estes
possam estar atuando como o transmissor do fungo. Mais recentemente, foram demonstrados
alguns padrdes fenotipicos e genotipicos dos isolados de S. schenckii provenientes da
epidemia do Rio de Janeiro (Gutierrez-Galhardo et al, 2008).Novamente, nossos dados
sugerem uma fonte comum de infeccdo, bem como corroboram dados recentemente
publicados (Marimon et al, 2008a), onde isolados provenientes desta endemia sdo mais
suscetiveis aos antifingicos utilizados na rotina clinica. Com isso, estudos em nivel de
fendtipo e gendtipo tém nos permitido e nos permitirdo esclarecer aspectos ainda obscuros
relacionados a taxonomia, fisiologia e patogenia do complexo Sporothrix, agente etioldgico da
epidemia da esporotricose no Estado do Rio de Janeiro, contribuindo, portanto para um maior
entendimento do agente infectante neste surto de esporotricose fornecendo dados mais
significativos para o desenvolvimento e aplicacdo de medidas profilaticas e esquemas
terapéuticos adequados, Estes conhecimentos também nos permitirdo explorar a relacdo
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

Tem sido sugerido que a presenca de variacGes genéticas entre isolados fungicos, bem
como a classificagdo de novas espécies flngicas de interesse clinico poderiam influir no
desenvolvimento clinico de diversas micoses entre elas a esporotricose (Marimon et al, 2007).
Entretanto, novas investigacdes sdo necessarias, uma vez que a amostragem incluida (25
isolados) no estudo relacionado ndo é representativa da endemia de esporotricose em curso no
Estado do Rio de Janeiro. Com isso, nosso principal prop6sito seria confirmar a taxonomia
dessas novas espécies, e sua(s) circulagdo em nosso meio. Acreditamos que o conhecimento
dos fenotipos e genotipos possa desempenhar importante papel na interacdo fungo-hospedeiro
e, portanto, tém importante potencial investigativo podendo gerar contribuigdes relevantes
tanto na patogenia quanto na epidemiologia da esporotricose.

3.2. Especificos

3.2.1. Caracterizagdo fenotipica de Sporothrix spp. isolados provenientes da endemia
(1998 a 2008) de esporotricose do Estado do Rio de Janeiro.

3.2.2. ldentificacdo de espécies através de métodos moleculares de isolados nédo
identificados através de seu fendtipo.

3.2.3. Avaliacdo dos métodos utilizados na caracterizacdo fenotipica das espécies do
género Sporothrix.

3.2.4. Determinacdo da espécie do género Sporothrix mais freqliente na endemia de

esporotricose no estado do Rio de Janeiro.
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4. METODOLOGIA

4.1. Microrganismo

Para a caracterizacdo das espécies do género Sporothrix, foram utilizadas 248 cepas
oriundas de pacientes atendidos no ambulatério de Dermatologia do IPEC com diagnéstico de
esporotricose associados a epidemia. Estas cepas foram isoladas durante o periodo entre 1998
e 2008 e armazenadas na Colecdo do Setor de Diagnostico Micologico do Laboratorio de
Micologia. Para inclusdo neste estudo as cepas foram selecionadas de forma aleatdria. Uma
cepa padrdo ou tipo S. schenckii 16490(CBS 120339) caracterizada como S. brasiliensis por
Marimon e colaboradores (2007) também foi incluida em nossa amostragem, bem como 4
cepas controles isoladas anteriormente a epidemia, sendo duas oriundas do estado do Espirito
Santo 23251 e 23252 mantidas no Laboratério de Micologia do IPEC, e duas cepas do Rio de
Janeiro mantidas na Colecdo de Cultura do Instituto Oswaldo Cruz (10C), cepas 29333(10C
1113) e 29335(10C 1824) isoladas respectivamente em 1926 e 1984.

4.2. Re-isolamento do isolado

Todas as cepas de Sporothrix spp. da Colecdo de Cultura do Setor de Diagndstico
Micolégico sdo conservadas por diferentes métodos de conservacdo (6leo mineral, agua,
liofilizagdo e armazenamento em geladeira). Os isolados foram oriundos de amostras
bioldgicas: secrecdo da lesdo, biopsia de pele e glanglio, urina e liquor. Para o re-isolamento
de cepas preservadas na agua, 6leo mineral e em geladeira foi retirado um fragmento da
coldnia e semeado em meio Potato Dextrose Agar (PDA) [Difco ™ Becton, Dickinson and
Company/Sparks, MD 21152 USA]. Ja as amostras liofilizadas foram suspensas em 0,3mL de
agua destilada estéril, homogeneizadas e mantidas em repouso por 30 minutos para hidratacao
da cepa. Subsequentemente, as mesmas foram re-inoculadas em meio PDA (Figueiredo,

2001). Consideramos esta semeadura como nossa semeadura primaria.

4.3. Provas Fenotipicas

A caracterizacdo fenotipica das cepas se baseou no protocolo descrito por Marimon e
colaboradores (2007), a qual compreendeu as etapas descritas a seguir:
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4.3.1 Morfologia

Apos re-isolamento do isolado, Sporothrix spp. foi transferido para meio Corn Meal
Agar (BBL ™Becton, Dickinson and Company/Sparks, MD 21152 USA\) e incubado 30°C
por 12 dias. Ap6s o crescimento, preparou-se uma lamina do fungo em sua fase filamentosa,
utilizando um pequeno fragmento da coldnia retirado com o auxilio de uma alca de platina,
colocado em uma lamina de vidro contendo uma gota de lactofenol. Realizou-se, também,
microcultivo em lamina do fungo. Para tanto, uma placa com meio PDA foi preparada, e com
auxilio de um bisturi estéril cortou-se fatias perpendiculares, formando quadrados de meio
com medidas de 1cm x 1cm. Preparou-se uma placa de Petri de vidro estéril (medindo 20mm
x 100mm) contendo 1 lamina e duas laminulas (22mm x 22mm), 1 bastéo de vidro em forma
de “U” e no fundo da mesma uma folha de papel filtro. Com uma alca de platina estéril, um
quadrado do meio de cultura foi colocado sobre a lamina, e com auxilio de uma agulha de
inoculacdo o isolado da semeadura primaéria foi transferido para o microcultivo. Uma laminula
foi depositada sobre o meio inoculado com o fungo. Agua destilada estéril foi adicionada
sobre o papel filtro, deixando o mesmo Umido. A placa foi fechada e incubada a temperatura
ambiente por 7 dias. Ap6s observagdo macroscopica do crescimento fangico, a laminula foi
retirada com uma pinga estéril, colocada sobre uma lamina limpa contendo uma gota de
lactofenol azul de algodao (McGinnis, 1980).

Ambas as preparactes foram levadas ao microscdpio 6ptico e observadas em aumento
de 400X e 1000X para verificagdo das seguintes caracteristicas dos conidios: cor (demaceos e

hialinos ou somente hialinos) e forma dos conidios.

4.3.2. Medida do diametro de coldnias

Para este fim, fragmento de cultura de Sporothrix spp. de semeadura primaria em meio
PDA foi re-inoculado na regido central de outra placa de Petri contendo 0 mesmo meio. Apds
um periodo de incubacéo por 21 dias a 30°C foi realizada a medida do didmetro das coldnias

utilizando régua, obtendo-se a distancia em milimetros entre as duas extremidades da colénia.
4.3.3. Termotolerancia

As cepas de Sporothrix spp. foram re-inoculadas em meio PDA utilizando um

fragmento de aproximadamente 1mm de diametro. Posteriormente foram incubadas por 21
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dias a 37°C para observacdo da capacidade de crescimento nesta temperatura. Realizou-se

também a medida do diametro das col6nias utilizando régua.

4.3.4. Assimilacdo de Carboidratos

O teste de assimilacdo de compostos de carbono foi realizado em 50uL meio liquido
Yeast Nitrogen Base (YNB) [Difco ™ Becton, Dickinson and Company/Sparks, MD 21152
USA] 4 vezes concentrado acrescido de 100uL de diferentes fontes de carbono: glicose,
sacarose (ambos Sigma Aldrich, Inc. St Louis, MO 63103 USA), e rafinose (Vetec Quimica
Fina Ltda). Para esta metodologia, foram utilizadas microplacas de poliestireno contendo 96
pocos com fundo em U, estéreis (Nunclon ™" Delta Surface, Denmark).

Para inoculo no teste de assimilacdo foi preparada uma suspensdo em 2 ml de &gua
destilada previamente esterilizada e filtrada no momento de uso, a partir de um subcultivo de
Sporothrix spp em sua forma filamentosa, com turvacdo ajustada a uma densidade Optica
(DO) entre 0,20 a 0,29 nm (2 x 10° até 2 x 10° UFC/mL ).

Para realizagdo do teste, 50uL do inoculo na concentragdo desejada foram transferidos

para a microplaca, conforme o esquema a seguir:

GOOOE controle -
GO @ controte +

©,
O
®
®,

OOW
11010
UL I0IOICICIOICIOIOIONE),
O0)0/6] ] 10/60C,

Figura 2. Esquema do método de assimilacio de carboidratos. Controle -: S0ul YNB+100ul
H2 02 esteéril + 50ul do inoculo; Controle +: 50ul YNB+100ul glicose+50 ul do inoculo.

®°°°®O Controle +
OO @ swarse
OGO [rainese

©®E® O @ [rafinose
®°°°®0 Controle -

@ @@ O @ ° Controle -
@ @ @ O @ ° Controle +
9 @ e . 0 9 Sacarose

Numeros de 1 a 23 sio as cepas testadas
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As placas foram incubadas por 10 dias a 25°C. A leitura da turvacéo foi feita no 5° dia
de crescimento e no 10° dia. O critério de reacdo positiva ou negativa foi baseado no
crescimento do Sporothrix spp. Foram considerados como resultados positivos a presenca de

crescimento flngico e negativo a auséncia.

4.3.5. Banco de dados dos fenétipos
Todos os resultados obtidos nos métodos de caracterizagdo fenotipica foram inseridos
em um banco de dados em Programa Excel criado por n6s, utilizando uma ficha padréo para

coleta dos dados.

4.4. Métodos Moleculares

Metodologias convencionais aplicadas a é&cidos nucléicos foram utilizadas para
caracterizagdo taxonomica entre os alguns isolados.

4.4.1. Extracdo de DNA
Técnicas convencionais utilizadas para a extracdo e purificacdo do DNA genémico de

fungos filamentosos e/ou leveduras foram aplicadas aos isolados do género Sporothrix , 0s
quais ndo foram identificados ao nivel de espécie através da caracterizacdo fenotipica
(Sambrook et al, 1989). A extracdo de DNA constui-se das seguintes etapas:

1. Lise Mecanica: Nitrogénio Liquido / TES(Tris Etilenodiamino Tetracético

Sorbitol)

2. Precipitagio de Proteinas: Cloroférmio Alcool Isoamilico (24:1)

3. Precipitacdo DNA: Acetato de Sodio (3M)/ Alcool Absoluto

4. Hidratagdo do DNA: Agua destilada

4.4.2 Eletroforese em gel de agarose

Tanto para verificacdo da pureza do DNA extraido e determinacdo de sua
concentragdo, bem como para confirmacéo da amplificacdo pela PCR através da visualizacao
dos amplicons foi realizada a técnica de eletroforese em gel de agarose a 1% (Agarose Ultra-
Pure — Invitrogen) em tampédo TBE 0,5X (0.1 M Tris, 0.09 M é&cido bérico, 0.001 M EDTA,

pH 8.4). Cinco microlitros de DNA e/ou do produto de PCR foram adicionados em cada po¢o
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do gel, e a eletroforese foi conduzida a 80V por 45 a 60 minutos. O gel foi corado com
brometo de etidio (0,5 ng/mL) com agitacdo a 30 rotagfes por minuto (rpm) por 30 minutos e
descorados com agua destilada por 30 minutos antes de ser examinado em transiluminador

(UV transiluminador — Hoefer Scientific Inc) e entdo fotografados.

4.4.3. Reacdo da polimerase em cadeia (PCR) e sequienciamento

Para realizacdo do seqiienciamento parcial dos genes da calmodulina (CAL) as
seguintes sequéncias iniciadoras (“primers”) foram utilizadas: “primers” senso CL1 (5’-
GA(GA)T(AT)CAAGGAGGCCTTCTC-3) e antisenso CL2A (5-
TTTTTGCATCATGAGTTGGAC-3’) (O’Donnell et al, 2000). As condi¢bes de PCR
utilizadas foram iguais as previamente descritas para amplificacdo do gene calmodulina
(Susca et al, 2007) com a implementacdo de ajustes. Sucintamente, a reacdo da PCR foi
composta de 100ng de DNA gendmico, tampéo do PCR 10X/MgCl, (Applied Biosystems),
0.5 mM MgCly; 30pmol de cada “primer” , 200 mM deoxynucleoside triphosphate (ANTP —
Invitrogen), e 2.5 U of TaqGold DNA Polimerase (Applied Biosystems) em um volume total
de 100 ul. Desnaturacdo inicial do DNA foi obtida com aquecimento a 94°C por 10
minutos.A seguir, a PCR foi realizada por 35 ciclos com 50 segundos de desnaturacéo a 94°C,
50 segundos de pareamento a 60°C, e extensao por 1 minuto a 72°C, seguido de uma extensao
final por 7 minutos a 72°C. Ap6s amplificacdo, os produtos da PCR foram visualizados em gel
de agarose e purificados usando QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen Corp., Chatsworth,
Calif.) de acordo com instrucdes do fabricante, sendo posteriormente reconstituidos com 50ul
de agua destilada. O sequenciamento foi realizado de acordo com o método de Sanger e
colaboradores (1977) no Laboratério de Seqlienciamento da Plataforma de Seqiienciamento de
DNA PDTIS/FIOCRUZ, onde se utilizou BigDye reagente e o sequenciador automatico
Applied Biosystems ABI Prism 3730 (Applied Biosystem, Foster CA, USA). O
seqlienciamento foi realizado nas diregdes 5" e 3" em um volume de reagéo de 10 ul contendo

4 ul de “premix terminator”, 100 ng de DNA, 3,2 pMoles de “primer” .
4.4.4. Andlise de dados

De posse do mapa do sequenciamento, as sequiéncias foram analisadas com o0s

programas Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation). A similaridade entre as espécies foi
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realizada através da submissdo da sequéncia nucleotidica no programa BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool- NIH). Analises filogenéticas foram realizadas através do software
Mega 4 (Tamura et al, 2007).
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8. RESULTADOS

8.1. Caracterizacao Fenotipica

Foram estudados 248 isolados de Sporothrix spp oriundos de pacientes atendidos no
ambulatério de Dermatologia do IPEC com diagnostico de esporotricose associados a
epidemia. Além destas, uma cepa padrdo ou tipo S. schenckii 16490 (CBS 120339)
caracterizada previamente como S. brasiliensis (Marimon et al, 2007), e 4 cepas controles
(23251, 23252, 10C 1113, 10C 1824). Em todos os isolados a identificacéo foi realizada pela
observacao das caracteristicas coloniais e morfologicas dos cultivos, e através caracterizacao
fisioldgica e bioquimica, os quais segundo Marimon e colaboradores (2007) permitem a
caracterizacao de espécies do género Sporothrix.

8.1.1 Morfologia

Todos os isolados fangicos incluidos no estudo, bem como a cepa tipo e os controles,
se apresentaram macroscopicamente em sua forma filamentosa com aspecto muito similar na
semeadura primaria. Apds 21 dias de incubacgdo a 30°C em PDA, as col6nias apresentavam
textura glabra a aveludada, de cor branca, acastanhada ou negra. Somente trés cepas (16919,
27022 e 27087) ndo apresentaram colGnias pigmentadas macroscopicamente.
Microscopicamente, foram observadas hifas finas, hialinas e septadas. Todos os isolados
quando cultivados em meio Corn Meal Agar desenvolveram conidios intercalares ou terminais
em conidioforos do tipo simpodial dispostos ao longo da hifa. Estes conidios eram hialinos ou
levemente pigmentados, usualmente ovalados ou em forma de péra. Além destes também
foram observados conidios sésseis, escuros, de parede espessa, ligados individualmente ao
longo das hifas por mindsculos denticulos (Fig. 3). Estes conidios sdo mais largos e se
apresentam com diferentes formatos. A presenca ou auséncia destes conidios demaceos, e sua

morfologia séo caracteristicas importantissimas na distin¢éo entre as espécies de Sporothrix.

8.1.2. Caracteristicas dos conidios

A microscopia dos 248 isolados foi feita apds incubacdo em meio Corn Meal Agar por 12
dias a 30°C para estudo da morfologia de conidios. Foram observados conidios hialinos e
pigmentados, ovalados, alongados (Fig. 3) e triangulares (Fig. 4). Em 235 isolados (94,8%)
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foram visualizados conidios demaceos com morfologia ovalada caracteristica de S.
brasiliensis, e em 7 (2,8%) conidios pigmentados triangulares caracteristicos de S. schenckii
(Tabela 2).

f ,_ - * h' i,

L0y
Figura 3. Morfelegia de conidios de Sperotirix spp. (A) Conidios infercalares ou ferminais em conidiéforos de
tipo simpodial dispostos ac longo da hifa. (B) Conidios hialinos ¢ pizmentadoes. (C) Conidios sésseis, escuros,
lizades individualmente ac longo das hifas. (I¥) Conidies frisngulares (Aumento de 400X)
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Figura 4. Conidio triangular caracteristico de 5. schenckii (400X).

Tabela 2. Morfologia de conidios
CONIDIOS ISOLADOS (n) PERCENTAGEM (%) % ACUMULADA

Ovalados 235 94.8 94.8
Triangulares 07 28 97.6
Hialinos 03 1,2 98.8
Alongados 03 Joa 100.,0
TOTAL 248 100.,0

8.1.3. Comparacao do crescimento colonial

Para este fim foi realizada a medida do diametro das coldnias ap0s cultivo de
Sporothrix spp em meio PDA durante 21 dias a 30°C e a 37°C. O diametro de col6nia nestas
temperaturas é um dos parametros auxiliares a chave de identificacdo para caracterizagdo das
espécies, assim como os demais dados estatisticos de dispersdo no estudo da frequéncia. Em
nosso estudo a media dos didmetros das colonias, assim como as medidas estatisticas de
dispersdo estdo demonstradas na Tabela 3, onde se observou que em todos os isolados
incluidos no estudo, inclusive os controles, apresentam melhor crescimento a temperatura de
30°C, uma vez que os diametros minimos nesta temperatura variaram entre 9 a 13 mm, e o
maximo entre 42 a 51 mm. Apenas um isolado (27722) apresentou diametro da colénia de

51 mm no teste de crescimento a 30°C. Cepas com diametro acima de 50 mm a 30°C seriam
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representativas da espécie S. mexicana. Ja o crescimento colonial a 37°C foi menor, onde

foram observados diametros minimos de coldnia com 2 a 3 mm e maximos entre 14 a 20 mm.

Tabela 3. Crescimento colonial de Sporothrix spp em PDA apés 21 dias de

incubacioa 30°Ce a 37°C
SPOROTHRIX AMPLITUDE MEDIA + DESVIO PADRAO
30°C ‘ 3PE 30°C 37°C
206 9-45 2-18 269+77 63+25
15 12-49 3-14 33,2 1+10.2 7,0+ 3,4
26 1342 220 268+7,5 6,3+ 3,6
1 51 3 51,0 £ 0,0 3,0+ 0,0

"Variacfio entre o difimetro de colénia minimo ¢ méximo

8.1.4. Estudos fisioldgicos

Todos os isolados incluidos no estudo apresentaram crescimento 6timo a 30°C, e
foram termotolerantes a 37°C, com converséo, pelo menos parcialmente nesta temperatura,
da forma filamentosa para leveduriforme com brotamentos em forma de charuto.

Quanto a assimilacdo de carboidratos, a leitura da turvacao realizada no quinto dia
mostrava algum crescimento
fangico frente a glicose e aos
outros acucares. J& no 10° dia
todos os isolados, inclusive 0s
controles, apresentaram H Glicose+5acarose- Rafinose-
crescimento frente a glicose, 15

M Sacarose+ Rafinose+

isolados (6%) assimilaram,
, . L Sacarose+
além da glicose, sacarose e

rafinose, e 23  (9,3%)

assimilaram somente Sacarose Figura 5. Porcentagem de assimilagdo de carboidratos por Sporothrix spp
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Tabela 4. Caracterizacio de Sporotirix spp acordo com a chave de identificacio
ESPECIES ISOLADOS PERCENTAGEM VALIDA % ACUMULADA

(N) (%)
S. brasitiensis 206 33,1 33.1
Sporothrix spp 26 10,5 93,6
5. mexicana 01 0.4 94,0
S. schenckif 15 6.0 100,0
TOTAL 248 100,0

(Fig.5). Nenhum isolado assimilou somente rafinose e nenhum foi capaz de crescer no

controle sem carboidrato.

8.1.5. Caracterizacao fenotipica da cepa tipo e controles

A cepa padrdo ou tipo 16490, caracterizada como S. brasiliensis por Marimon e
colaboradores (2007), foi re-avaliada pelos testes fenotipicos propostos para caracterizacao de
espécies pelos autores acima citados. Essa cepa tipo apresentou didmetro da colénia em meio
PDA a 30°C de 35 mm e a 37°C de 13 mm e foi incapaz de assimilar sacarose e rafinose. Estes
dados fenotipicos sdo caracteristicos de S. brasiliensis. Entretanto, microscopicamente, foi
verificado que esta cepa produziu conidios demaceos triangulares (Fig.4). Todas as cepas
controles (23251, 23252, I0C1113 e 10C1824) incluidas no estudo apresentaram col6nias em
meio PDA com didmetro de 38 mm, 41 mm, 45 mm e 38 mm respectivamente, a 30°C e de 13
mm, 13 mm, 10 mm e 9 mm de didmetro a 37°C, com conidios deméaceos triangulares em
todas as cepas. Todas assimilaram sacarose e rafinose. Estas caracteristicas fenotipicas sdo

condizentes com a espécie S. schenckii.

8.1.6. Identificacdo de espécies

Marimon e colaboradores (2007) propuseram uma chave de identificacdo de espécie
baseada nas caracteristicas fenotipicas descritas na tabela 1.

A Tabela 4 descreve as espécies de Sporothrix encontradas entre os 248 isolados
incluidos neste estudo. De acordo com as caracteristicas descritas na chave de identificagcdo

206 isolados (83,1%) foram caracterizadas como S. brasiliensis, 01 isolado (0,4%) como S.
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mexicana, 15 (6,0%) como S. schenckii e em 26 isolados (10,5% ) ndo foi possivel caracterizar
a espécie.

As cepas caracterizadas como S. brasiliensis apresentaram auséncia de assimila¢éo dos
acucares testados rafinose e sacarose, com presenca de conidios deméaceos, ovalados, com
didmetro das col6nias a 30°C ndo excedendo 50 mm ap6s 21 dias, e crescimento a 37°C. Ja
S.schenckii produz conidios demaceos, com diametro das col6nias ndo excedendo 50 mm em
PDA a 30°C ap6s 21 dias de incubagéo, termotoleréncia e assimilagdo de sacarose e rafinose
apods 10 dias na realizacdo do auxonograma, conforme protocolo utilizado. Uma cepa (27722)
apresentou conidios demaceos, crescimento a 37°C, col6nia em meio PDA com didametro
excedendo 50mm ap6s transcorrido 21 dias e assimilacdo de sacarose e rafinose apds 10 dias

no auxonograma, e foi caracterizada como S. mexicana (Fig. 6).

Figura 6. Morfologia de colonias do Género Sporofhrix em meio PDA 3
J0°C. (A) Sporothric Ivasiliensis (B) Sporothrix schencldi (C) Sporothrix spp

Em 26 (10,4%) cepas de nosso estudo ndo foi possivel realizar a caracterizagdo das
espécies segundo chave de identificacdo (Tabela 3), podendo ser agrupadas como a seguir:

Grupo A: Este grupo é composto de 23 (9,2%) isolados 0s quais apresentaram
conidios deméceos, didmetro das col6nias ndo excedendo 50 mm em PDA & 30°C apos 21
dias de incubagdo, crescimento a 37°C, e assimilacdo somente de sacarose apds transcorrido
10 dias no auxonograma. A definicdo de espécie nao foi possivel uma vez que as mesmas
apresentaram perfil bioquimico de assimilagdo para espécies de S. globosa ou S. albicans.

Grupo B: Em 1,2% dos isolados (17692, 18782B e 28790) foi verificada produgéo

somente de conidios hialinos, diametro das colénias em PDA a 30°C ap6s 21 dias de
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incubacdo ndo excedendo 50 mm, termotolerancia e auséncia de assimilacdo dos agUcares
rafinose e sacarose, apresentaram perfil bioquimico de assimilacdo para espécies de S.
brasiliensis.

Quando correlacionamos as caracteristicas fenotipicas, como a producdo de conidios
entre as diferentes espécies do Género Sporothrix observamos que entre as 248 cepas
estudadas quanto a morfologia de conidios, em meio Corn Meal Agar por 12 dias a
temperatura de 30°C, a maioria destas 94,8%(235) apresentaram conidios demaceos com
morfologia ovalada e ou alongada e 2,8%(7) conidios triangulares (Tabela 5). Duzentos e
dois isolados de S. brasiliensis (98%) apresentaram conidios ovalados deméceos e dois
isolados (1,0%) conidios triangulares (Tabela 5). A maioria das cepas (60%) caracterizadas
como S. schenckii produziram conidios ovalados deméaceos sem a presenca de conidios
triangulares, os quais segundo estudo de Marimon e colaboradores (2007) seria uma

caracteristica peculiar das cepas caracterizadas como pertencentes a espécie S. schenckii.

Tabela 5. Conidios produzidos por espécies do Genero Sporothrix

ESPECIE CONIDIOS DEMACEOS HIALINOS
Ovalados Triangulares Alongados
N(%) N(%) N(%) N(%)
8. brusiliensis 202 (98) 2{1) 2{1) 0
Sporethrix spp 23 (38) 0 0 (1)
S. meaxicana 1 {100} 0 0 0
S.schenchii 9 (60) 5(33) 1(D 0

Outra cepa, também caracterizada como S. schenckii, produziu conidios ovalados, alongados e
pigmentados, morfologia também demonstrada em trabalho anterior como caracteristica desta

espécie.

A correlacdo entre as cepas caracterizadas como S. schenckii e presenca de conidios
triangulares foi realizada utilizando o teste estatisitico de Mc Nemar’s (Tabela 6). Foram
obtidos valores de p( p —valor)=0961, y?(chi-quadrado) =2,769, OR(Odis Ration) = 0,300

com IC (Intervalo de Confianga)95%.
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Tabela 6. Teste de McNemar's

Comdios SPOROTHRIX SCHENCKIT
Triangulares Positivo Negativo T otal
Presentes 03 03 08
Ausentes 10 230 240
TOTAL 15 233 248

Uma das cepas (27722), caracterizada como S. mexicana, produziu conidios ovalados
deméceos caracteristicos dessa espécie segundo estudo de Marimon e colaboradores ( 2007).

Nossas cepas-controle ou tipo também foram re-avaliadas quanto a este aspecto
morfologico. A cepa padrdo ou tipo 16490 caracterizada como S. brasiliensis previamente
(Marimon et al, 2007), bem como os outros isolados controles produziram conidios demaceos
triangulares.

A correlagéo do crescimento colonial em meio PDA & 30°C e 37°C por 21 dias entre
as especies esta representada na Figura 7. Observa-se que a média dos didmetros de colonia

a 30°C foi maior em todas as

60-
cepas estudadas guando
comparados com a média dos 2
n . p e 40+
didmetros  obtidos apds o E WS Erasiliensis
crescimento & 37°C. S. mexicana 2 307 W S. schenckif
. n . @ O S. mexicana
R . =
30°C e o menor a 37°C. Ja o 10-
crescimento de S. schenckii foi o o

ior & 5 ; Incubacfio a 30°C  Incubac#io a 37°C
malor a 370C, embora nao Seja cupacaoc a cubaciio a

Figura 7. Comparaciio do crescimento colonial (média dos difimetros das colénias)

estatisticamente  diferente  dO em PDA entre as espécies do €iénero Sporofkric em duss temperaturas de incubsgéio
crescimento de S. brasiliensis (p=0,57). Tanto S. brasiliensis assim como Sporothrix ndo
identificados em nivel de espécie apresentaram crescimento colonial semelhante a 30°C
(p=0,79) e a 37°C (p= 0,58), com as y = 26,9 e 26,8mm a 30°C e y = 6,3 a 37°C. O
crescimento a 30°C dos isolados de S. schenckii e os isolados de S. brasiliensis quando

comparados apresentaram diferenca estatisticamente significante (p= 0,012).
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8.2. Caracterizacao Molecular

Em 26 (10,4%) isolados de Sporothrix spp. de nosso estudo ndo foi possivel realizar a
identificacdo das espécies segundo chave de identificagdo (Tabela 4). Destes isolados 8 (31%)
foram analisadas por método molecular em uma tentativa de identificar as espécies. Apés a
extracdo de DNA destes isolados, e execucdo da PCR utilizando “primers” senso CL1 e
antisenso CL2A foram amplificados fragmentos com aproximadamente 785 pares de base (pb)
do gene CAL (Fig 8). Posteriormente, o sequienciamento foi realizado de acordo com o
método de Sanger e colaboradores (1977) no Laboratdrio de Seqlienciamento da Plataforma
de Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ.

Figura 8. Produto da PCR obtido apis amplificagio parcial do gene calmodulina de DINA genfimica
utilizando os “primers” senso CL1 e antisenso CL2A. 1) Marcador de peso molecular 100bp DINA
Ladder-Invitrogen; 2) Controle da PCR;3) Sporothrix isolado 27417 ;4) Sparethrix isolado 27052; 5)
Sparathrix isolado 25011.

De posse do mapa do seqiienciamento, as seqiiéncias nucleotidicas foram analisadas
com os programas Sequencher 4.8 (Gene Codes Corporation), e enviadas ao programa
BLAST para andlise de similaridade. A identificacdo de espécie foi realizada através da
submissdo das mesmas no programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool- NIH).
Anélises filogenéticas foram realizadas através do software Mega 4 (Tamura et al, 2007).

Conceitualmente, filogenia é a relacdo historica, resultante da evolugdo, entre taxa

terminais, representada em forma de uma arvore. Para tanto, em nosso estudo, primeiramente
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foi feito um alinhamento para estabelecimento das posicdes homologas entre as seqiiéncias
analisadas. Para este fim, foi utilizado programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool- NIH) através da submissdo das sequéncias nucleotidicas obtidas em nossos 8 isolados e
comparacdo com sequéncias do Género Sporothrix (AM 398382/ AM 398393/ AM 399012/
AM 116899) depositadas no GenBank. Posteriormente, para a analise fenética foi gerado um
fenograma (arvore evolutiva baseada em similaridades) utilizando o método de Neighbor-
Joining (Saitou & Nei, 1987), onde a andlise resultante demonstrou que 7 isolados de nossa
amostragem apresentaram entre 90 a 100% de similaridade com S. brasiliensis AM116899,
formando um grande grupo composto somente por S. brasiliensis. Um de nossos isolados ndo
foi inserido neste grupo, e tambem ndo apresentou similaridade com as outras espécies
incluidas na analise (Fig. 9). A avaliacdo da significancia da arvore foi realizada através do
teste de confianga conhecido como “Bootstrap” que é um teste estatistico que mede o grau de
suporte dos nos formados nas arvores filogenéticas (Felsenstein, 1985). Em nossa avalia¢&o,
em 1.000 replicatas, o nivel de confianca de ocorréncia dos nds onde nossos isolados foram
incluidos foi de 79%.

27445-3
25011
27052

79— 27417
AM11E5% Sperethrix brusiliensis Brasil

27022
26604
26945
AM117 444 1 Sperethrix schenckii Bolivia

—————— AM3%382.1 Sporethrix albicans Alemanha
o6l AM3m3%.1 Sperethrix mexicana México

AM116903.1 Sperethrix globosa Espanha

201772

Figura 9. Fenograma resultante da evolucio entre 13 tave utilizando o método de
Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987). Os valores de “bhootstrap”™ em 1.00 replicatas
sao indicados nos nos formados na arvores filogenética. Analises filogenéticas foram
realizadas pelo MEGA4 (T'amura et at., 2007)
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9. DISCUSSAO

A esporotricose tem aumentado significativamente no Brasil em especial no Estado do
Rio de Janeiro, na ultima década, com a ocorréncia de uma endemia relacionada a transmisséo
zoonotica de gatos para humanos, ocasionando pequenos surtos domésticos e de profissionais
(Schubach et al, 2008). Sabe-se que os pacientes envolvidos nesta endemia habitam areas com
condi¢des socio-econdmicas desfavoraveis e contam com um precario servico de satde. Além
disso, 0 aumento do nimero de casos em nosso Estado nos ultimos anos esta diretamente
relacionado a intima relacdo de humanos com gatos infectados (Schubach et al, 2008). Esta
forma de transmissdo zoondtica da doenca tem acarretado em mudancas 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). Também é
elevado o nimero de casos de esporotricose cutanea disseminada, uma forma clinica menos
comum da doenca (Barros et al, 2003).

Até 2007 tém-se nomeado Sporothrix schenckii como agente etiolégico da
esporotricose, sendo considerada a Unica espécie patogénica para 0 homem e animais
(Schubach et al, 2005b) embora o Género Sporothrix englobe vérias espécies
morfologicamente semelhantes.

Andlises prévias utilizando metodologias baseadas na analise de &cidos nucléicos, tais
como RAPD e sequienciamento parcial de alguns genes (Reis, 2004; Marimon et al, 2006;
Gutierrez-Galhardo et al, 2008) demonstraram o agrupamento de Sporothrix isolados durante
a epidemia 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 populacao
de S. schenckii circulante (Reis, 2004). Estes resultados sugeriram uma fonte comum de
infeccdo entre humanos e gatos e que estes atuam como vetores de transmissdo do fungo. Mais
recentemente, foram demonstrados alguns padrées fenotipicos e genotipicos dos isolados de S.
schenckii provenientes da endemia do Rio de Janeiro, associados a manifestacfes clinicas
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raras da esporotricose e sua correlacdo com as diferentes formas clinicas (Gutierrez-Galhardo
et al, 2008). Novamente, estes dados sugeriram uma fonte comum de infecgéo.

Recentemente, Marimon e colaboradores (2007) sugeriram que S. schenckii ndo
deveria ser considerada a Unica espécie causadora da esporotricose uma vez que através da
combinacdo de caracteristicas fenotipicas e genéticas estudadas em 127 isolados de S.
schenckii foi proposta a criacdo de trés novas espécies dentro deste complexo: S. brasiliensis,
S. globosa e S. mexicana, sendo que S. brasiliensis seria a cepa circulante responsavel pela
ocorréncia da endemia em nosso Estado. Posteriormente, 0 mesmo grupo descreve S. luriei
como uma nova espécie (Marimon et al,2008b). Entretanto, apenas 25 isolados oriundos de
pacientes com esporotricose provenientes desta endemia foram incluidas no estudo
relacionado. Esta amostragem néo € representativa da endemia de esporotricose do Estado do
Rio de Janeiro, uma vez que até o presente, 2094 isolados estdo sendo mantidos em nosso
laborat6rio. Com isso, 0 nosso grupo percebeu a importancia da confirmacgdo taxonémica
destes isolados relacionadas a endemia de esporotricose que vem ocorrendo no Estado do Rio
de Janeiro, e sua(s) circulacdes em nosso meio, fazendo um estudo continuo inicialmente, de
caracterizacdo em nivel de fenétipo utilizando caracteristicas macroscépicas e microscopicas
dos cultivos, e através caracterizagdo fisioldgica e bioquimica, os quais segundo Marimon e
colaboradores (2007, 2008) permitem a caracterizacéo de espécies do género Sporothrix.

No conjunto de 248 isolados analisados, 0 que corresponde a 11,84% dos isolados
mantidos em nosso laboratdrio, predominou a espécie S. brasiliensis (83,1%), o0 que corrobora
os dados prévios que cepas de S. brasiliensis estdo associadas a endemia (Marimon et al
2007). Entretanto, S. schenckii e S. mexicana também foram isoladas de pacientes envolvidos
nesta endemia, sugerindo que, embora S. brasiliensis seja a espécie responsavel pela
ocorréncia da epidemia, outras populacdes de Sporothrix também estdo contribuindo para a
persisténcia desta endemia no Estado do Rio de Janeiro.

A forma saprofitica de S. schenckii € normalmente caracterizada pelos tipos de
conidios demaceos, sésseis e simpodial (Mariat et al, 1962; deHoog & deVries, 1973), com
formas variadas. Cabe salientar, que na descricdo das novas espécies por Marimon e
colaboradores (2007) foram observados conidios intercalares ou terminais em conidiéforos do
tipo simpodial dispostos ao longo da hifa, hialinos ou levemente pigmentados, usualmente

ovalados ou em forma de péra. Além destes também foram observados conidios sésseis,
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escuros, de parede espessa, ligados individualmente ao longo das hifas por mindsculos
denticulos, e conideos deméaceos com morfologia triangular, sendo os Ultimos somente
observados em S. schenckii. Baseado nos conidios encontrados nos isolados incluidos em
nossos estudos, trés (25406, 28329, 28487) apresentaram conidios deméaceos alongados e
ovalados, tipicos de S. schenckii. Entretanto, somente o isolado 28329 foi caracterizado e
confirmado pelos outros caracteres estudados como S. schenckii corroborando dados
apresentados anteriormente no qual a presenca de conidios com essa morfologia estava
associada a espécie S. schenckii (Marimon et al, 2007). Surpreendentemente, a presenca desse
tipo de conidio também foi observada nos isolados 25406 e 28487 caracterizados como S.
brasiliensis pelas outras provas fenotipicas. O mesmo foi observado quando re-analisamos a
cepa tipo 16490 caracterizada previamente como S. brasiliensis por apresentar diametro da
coldnia em meio PDA a 30°C de 35mm e a 37°C de 13mm, incapaz de assimilar sacarose e
rafinose. Estes dados fenotipicos sdo caracteristicos de S. brasiliensis. Entretanto,
microscopicamente, foi verificado que esta cepa produziu conidios demaceos triangulares,
estruturas anteriormente ndo descritas nesta cepa, e associadas somente a isolados de S.
schenckii. Dados semelhantes foram também descritos por Marimon e colaboradores (2007)
em suas analises onde a cepa tipo S. schenckii (CBS 359.36), tradicionalmente produtora de
conidios pigmentados, formou somente conidios do tipo simpodial e hialinos. Estes dados
sugerem que a classificacdo de espécies utilizando apenas a morfologia de conidios como
pardmetro classificatorio deve ser empregada com restricGes, e a associagcdo com as demais
provas fenotipicas é obrigatoria, uma vez que os isolados podem perder sua capacidade de
produzir algumas estruturas morfologicas ou modifica-las devido a algum fator externo ou
mesmo apos cultivos sucessivos. Este fato foi recentemente demonstrado na Italia, onde um
isolado fangico de um paciente imunocompetente, com esporotricose linfocutanea, foi
caracterizado como S. schenckii por apresentar morfologia convencional na forma filamentosa
e converter & forma leveduriforme quando cultivado em meio BHI a 37°C (Criseo et al,
2008a). Este isolado foi subcultivado vérias vezes para ser utilizado como cepa padrdo em
estudos ambientais. Apds estes subcultivos, a fase filamentosa deste isolado sofreu alteraces
morfoldgicas e permaneceu na forma leveduriforme mesmo quando cultivada na temperatura
ambiente (Criseo et al, 2008b).

48



Segundo Marinom e colaboradores (2007) a morfologia dos conidios seria um

parametro a ser considerado na caracterizacdo de espécies de S. schenckii, uma vez que 0s
isolados incluidos em seus estudos apresentaram conidios triangulares e poderiam ser
considerados particulares dessa espécie. Nossos dados contradizem esta proposi¢do uma
vez que analises estatisticas pelo método de Mc Nemar’s ndo demonstrou correlacéo entre
as cepas caracterizadas como S. schenckii e a morfologia dos conidios.
Poucos estudos tém sido direcionados a fisiologia do complexo S. schenckii e tém apresentado
resultados discrepantes, uma vez que as metodologias utilizadas néo séo as mesmas (Ghosh et
al, 2002; Mendonza et al, 2005; Marimon et al, 2007). Nossos resultados séo totalmente
concordantes com os observados por Marimon e colaboradores (2007) que afirmam que
somente a assimilacdo de sacarose, rafinose e ribitol sdo Uteis na discriminacdo complexo S.
schenckii uma vez que todos os nossos isolados, inclusive os controles, apresentaram
crescimento frente a glicose, 15 isolados (6%) assimilaram, além da glicose, sacarose e
rafinose, e 23 (9,3%) assimilaram somente sacarose (Fig.5). Nenhum isolado assimilou
somente rafinose e nenhum foi capaz de crescer no controle sem carboidrato. Todos 0s
isolados incluidos neste estudo apresentaram crescimento 6timo a 30°C, e foram
termotolerantes a 37°C, com conversdo, pelo menos parcialmente nesta temperatura, em
leveduras com brotamentos em forma de charuto.

Em 23 isolados ndo foi possivel realizar a identificacdo das espécies, uma vez que
apresentaram perfil bioquimico de assimilacdo de carboidratos para as espécies S. globosa ou
S. albicans. Entretanto, o didmetro médio de 26,8+7,5 da colbnia a 30°C excluiria S. albicans
uma vez que € proposto que esta espécie apresente uma média de crescimento colonial de
aproximadamente 67,5+2,1 (Marimon et al, 2007), além de que foi verificada producdo de
conidios deméaceos nestes isolados. Também ndo poderiam ser identificadas como S. globosa
por serem termotolerantes.

Os isolados 17692, 18782B e 28790, onde a caracterizacdo de espécie foi inconclusiva
por somente apresentarem conidios hialinos, estruturas caracteristicas da espécie S. albicans
ou de Sporothrix luriei (Marimon et al 2007, 2008), ndo apresentaram perfil fenotipico
condizente com o apresentado por estas espécies no auxonograma, e sim com perfil de S.
brasiliensis. Possivelmente, estes isolados sofreram alguma alteracdo, reversivel ou ndo, em

nivel de fendtipo. Recentemente, nosso grupo demonstrou que o isolado 18782B nédo produzia
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conidios demaceos, mesmo sendo verificada a produgéo de melanina quando cultivado a 37°C.
Ja a producdo de melanina a 30°C ocorreu em pequena intensidade, sendo insuficiente para a
visualizagdo de coloragdo escura na coldnia e nas estruturas das células fungicas (Almeida-
Paes et al, 2009). Com isso, sugere-se que estes isolados perderam sua capacidade de produzir
quantidades visiveis de melanina durante seu crescimento. Entretanto, ndo podemos descartar
a possibilidade de estarmos frente a uma variedade dentro da espécie S. brasiliensis. Estudos
estdo em andamento em nosso laboratdrio para esclarecer estas hipoteses. Outros trés isolados,
classificados como S. brasiliensis (16919, 27022 e 27087) ndo apresentaram col6nias
pigmentadas macroscopicamente, mas foram observados microscopicamente conidios
demaceos ovalados. Estes resultados novamente sugerem variabilidade fenotipica dentro desta
espécie, e que a verificacdo da producdo de melanina pelos conidios para diferenciacdo das
espécies deve ser feita microscopicamente, e ndo somente pelo aspecto macroscopico da
colbnia.

Estes resultados nos sugeriram inicialmente que a variacdo no perfil de assimilacdo de
acucares poderia estar associada a forma de armazenamento destes isolados. Entretanto,
descartamos esta hipdtese uma vez, que dentro desse grupo dois isolados foram obtidos de
uma mesma paciente em tempos diferentes (0 segundo isolado foi obtido apds trés anos de
isolamento da primeira amostra), e ambos apresentaram o mesmo perfil de assimilacao, sendo
que o isolado obtido no ano de 2008 foi estudado logo ap6s seu isolamento e sua identificacao
micoldgica sem passar por processo de conservacdo. Mendonza e colaboradores (2005)
demonstraram alteracbes na atividade enzimética e capacidade de hidrolisar amido em
isolados de S. schenckii mantidos por 18 anos em dois métodos de conservagdo, mas ndo
avaliaram a assimilacdo dos mesmos carboidratos utilizados em nosso estudo. Além disso, o
primeiro de nossos isolados ficou armazenado somente por trés anos. Com isso, NOSSOS
resultados ndo podem ser comparados a este estudo prévio. Com embasamento destes dados,
podemos sugerir que a assimilacdo de carboidratos e a avaliacdo da termotolerancia séo
excelentes metodologias na classificacdo de espécies do complexo S. schenckii e deveriam ser
utilizadas nos laboratdrios de diagndstico micoldgico.

Alguns isolados do nosso estudo merecem atencdo especial. O isolado 27722,
caracterizado como S. mexicana, e tendo sido incluido em nossa casuistica como sendo uma

cepa oriunda da epidemia, foi isolada de um paciente morador de Barra do Pirai, regido sul do
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Estado do Rio de Janeiro, localizada aproximadamente a 127 km da capital do Estado, regido
onde a esporotricose € menos diagnosticada ou documentada. Inicialmente, este paciente teve
seu diagndstico de histoplasmose mucocutanea em dezembro de 2001, tendo sido tratado e
curado desta infeccdo (Valle et al, 2006). Ap6s quatro anos (2005) apresentou lesGes ulceradas
em antebraco que surgiram em outubro de 2004, e que foram curadas espontaneamente. Nao
houve relato de atividades de jardinagem, contato com gatos ou outros animais doentes na
época do isolamento da cepa do género Sporothrix. Entretanto, a mesma foi incluida em nosso
estudo uma vez que apresentava caracteristicas fenotipicas diferenciadas de S. schenckii. Tém-
se descrito que S. mexicana apresenta crescimento colonial a 30°C maior que 50 mm, estando
0 mesmo em seu estudo variando entre 66 a 69 mm e a 37°C 1,8 a 2,2mm (Marimon et al,
2007). Nosso isolado 27722 apresentou diametro superior a 50 mm (51 mm) a 30°C e 3 mm a
37°C, coincidentes com o0s propostos para a classificagdo desta espécie. Além disso, as
caracteristicas fisiolégicas também inferiram a favor da caracterizagéo deste isolado como S.
mexicana. Entretanto, novas analises em nivel de genotipo deverdo ser realizadas para
confirmacdo taxonémica, uma vez que se tém relatado que esta espécie somente foi isolada de
fontes ambientais - solo com roseira e solo com cravos - sendo consideradas néo patogénicas
ao homem (Marimon et al, 2007). Em nosso estudo, nosso isolado foi proveniente de lesdo de
antebraco de um paciente sugerindo que S. mexicana seria uma espécie patogénica. Entretanto,
0 mesmo apresentava comprometimento de seu sistema imune devido ao alcoolismo, ja tinha
previamente forma incomum de histoplasmose, e a esporotricose regrediu espontanemaente,
corroborando dados anteriores que esta espécie atue mais como oportunista, apresentando
baixa patogenicidade, mesmo tendo ocorrido a doenca.

A andlise molecular de 8 (31%) isolados que apresentaram resultados inconclusivos
nos estudos fenotipicos possibilitou a formacéo de um grande grupo constituido por 7 isolados
todos caracterizados genotipicamente como pertencentes a espécie S. brasiliensis
demonstrando, novamente, a importancia da analise, a nivel de genotipo, na identificacéo de
espécie. Entretanto, um de nossos isolados (27177-2) ndo foi agrupado neste clado, e também
ndo apresentou similaridade com as outras espécies incluidas na analise sugerindo, novamente
a possibilidade de estarmos frente a uma variedade dentro da espécie S. brasiliensis ou mesmo
de uma nova espécie. Embora Marimon e colaboradores afirmem que o gene CAL é um bom

marcador genético a ser utilizado na identificacdo de espécies do complexo Sporothrix, ndo
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podemos descartar resultados apresentados anteriormente na utilizacdo deste marcador na
andlise filogenética de outras espécies fungicas, onde foi sugerido que estas analises poderiam
estar comprometidas, especialmente quando aparente “autamorphies” (caracteristicas
especializadas que estdo presentes em somente um Unico taxon) sdo incluidos nas analises
(O’Donnell et al, 2000). Portanto, outros marcadores genéticos também deveriam ser
avaliados em estudos taxondmicos do complexo Sporothrix.

Embora nossos resultados sejam preliminares, uma vez que somente 10% de nossa
colecéo de isolados de Sporothrix associados a endemia de esporotricose do estado do Rio de
Janeiro, discordamos que a diferenciacao de espécies dentro do complexo Sporothrix possa ser
facilmente realizada sem o envolvimento de métodos moleculares, como da proposto por
Marimon e colaboradores (2007). Acreditamos sim, que a correlacdo entre dados moleculares

e caracteristicas fenotipicas € fundamental na identificacdo destas espécies.
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10. CONCLUSOES

Foram caracterizados fenotipicamente 248 Sporothrix spp isolados provenientes da
endemia de esporotricose do Estado do Rio de Janeiro.

A espécie S. brasiliensis (83,1%) foi a mais predominante entre os isolados estudados.
S. schenckii e S. mexicana também foram identificadas e estdo contribuindo para a
persisténcia desta endemia no Estado do Rio de Janeiro.

A classificacdo de espécies no complexo Sporothrix utilizando apenas a morfologia de
conidios como parametro classificatorio deve ser empregada com restri¢oes, e a
associacdo com as demais provas fenotipicas € obrigatoria.

Nd&o houve correlacéo estatistica entre as cepas caracterizadas como S. schenckii e a
morfologia dos conidios nos isolados estudados.

Conidios triangulares ndo deveriam ser considerados como um parametro obrigatério
na caracterizacao de espécies de S. schenckii, na que a assimilacéo de carboidratos e
a avaliacdo da termotolerancia foram excelentes metodologias para classificacdo de
espécies do complexo S. schenckii.

A andlise em nivel de genétipo deve ser usada como ferramenta complementar na
identificacdo de espécies do complexo Sporothrix.

A correlacdo entre dados moleculares e caracteristicas fenotipicas ¢ fundamental na
identificacdo de espécies complexo Sporothrix, possibilitando a implementacdo da
taxonomia polifasica.
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11. PERSPECTIVAS FUTURAS

Caracterizacdo molecular dos 18 isolados que nao foram identificados através dos
métodos fenotipicos;

Anélise fenotipica de outros isolados do complexo S.schenckii associados a epidemig;
Caracterizacdo molecular dos isolados que ndo forem identificados através dos
métodos fenotipicos;

Inclusdo de novas metodologias utilizadas na caracterizacdo de espécies, entre elas

analises protedmicas.
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