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RESUMO

Paracoccidioides € um fungo termodimorfico causador da paracoccidioidomicose
(PCM), micose sistémica mais prevalente na América Latina, principalmente no
Brasil. PCM é uma doenga granulomatosa de evolugdo crénica que afeta os
trabalhadores agricolas, principalmente do sexo masculino. Embora a doenga tenha
sido descrita ha mais de um século, o habitat de Paracoccidioides nao esta definido.
A identificagdo do nicho ecoldgico do fungo € importante para esclarecer a forma de
infeccdo. Isolados de P. brasiliensis foram obtidos a partir do solo, sugerindo que
este € o habitat do fungo, como ocorre com outros fungos patogénicos. O objetivo
deste estudo foi identificar a presenca de Paracoccidioides em uma reserva
particular do patriménio natural localizada na Regido Norte do Estado do Parana por
meio de técnicas moleculares, micolégicas e imunoldgicas. Amostras de solo
(n=103) foram diluidas em salina estéril com cloranfenicol e inoculadas em ratos
(isolamento indireto) e semeadas em agar sabouraud (isolamento direto). A resposta
imunoldgica dos animais inoculados foi avaliada por ELISA indireto com exoantigeno
de P. brasiliensis por até seis meses apos a inoculagdo. Os ratos soropositivos
(n=33) foram eutanasiados e amostras de pulmao, figado, bago, corag&o e rim foram
analisadas por Nested PCR, dos quais, sete apresentaram reacdo positiva. No
isolamento direto foram identificadas duas col6nias positivas em Nested PCR. Os
exoantigenos destes isolados reagiram com soro de animais positivos para PCM no
ELISA e apresentaram banda de 43 kDa no Western blot com soro de paciente com
PCM. As colbnias possuem aspecto cerebriforme como o género Paracoccidioides,
porém, a morfologia microscépica ndo € caracteristica. Novas coletas serao
realizadas nos locais em que foram obtidos resultados positivos em Nested PCR e
novas analises moleculares serao realizadas para a identificagdo dos mesmos.

Palavras-chave: Amostras ambientais. Isolamento direto. Detec¢cao molecular.
Paracoccidioidomicose.
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ABSTRACT

Paracoccidioides is a thermodimorphic fungus that causes paracoccidioidomycosis
(PCM), which is the most prevalent systemic mycosis in Latin America, mainly in
Brazil. PCM is a granulomatous disease of chronic evolution that affects mainly male
agricultural workers. Although the disease has been described more than a century,
the habitat of Paracoccidioides is not defined. The identification of the fungus is
important to clarify the form of infection. The few isolates of P. brasiliensis obtained
from soil, suggests that it is the fungus habitat, as occurs with other pathogenic fungi.
The objective of this study was to identify areas with presence of Paracoccidioides in
a Private Nature Reserve located in the Northern Region of Parana state through
molecular, mycological and immunological techniques. Soil samples (n = 103) were
diluted in sterile saline containing chloramphenicol, and inoculated into rats (indirect
isolation) and was grown in sabouraud agar (direct isolation). The immune response
of the inoculated animals was monitored by ELISA with P. brasiliensis exoantigen for
six months after inoculation. Seropositive rats (n = 33) were euthanized and samples
of lung, liver, spleen, heart and kidney were analyzed by Nested PCR, and seven
exhibited positive reaction. In direct isolation, two positive colonies were identified by
Nested PCR. Exoantigens from these isolates reacted with serum of PCM positive
animals in ELISA, and a 43kDa band in Western blot with serum of PCM patients.
These colonies have a cerebriform aspect like the Paracoccidioides genus, however,
is not characteristic of microscopic morphology. New collections will be carried out at
the same locations where positives results were obtained in Nested PCR, and new
molecular analyzes will be performed for identification.

Keywords: Environmental samples. Direct isolation. Molecular detection.
Paracoccidioidomycosis.
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1 INTRODUCAO
1.1 PARACOCCIDIOIDOMICOSE

A paracoccidioidomicose (PCM), causada por fungos do género
Paracoccidioides € a micose com maior prevaléncia na América Latina. O Brasil
apresenta o maior numero de casos de PCM, principalmente nas regides Sul,

Sudeste e Centro-Oeste (Fig. 1) (SHIKANAI-YASUDA, 2006).

Figura 1 — Distribuicao geografica da Paracoccidioidomicose

[ BAIXA
0 MODERADA
B Arra

35

Fonte: SHIKANAI-YASUDA, 2006

A PCM é uma doenca granulomatosa sistémica de evolugdo crbnica, e constitui
a oitava causa de morte relacionada a doenga de origem infecciosa. Esta tem
elevada importancia na saude publica, pois apresenta grande potencial incapacitante
e pode levar o paciente a ébito quando nao diagnosticada e tratada corretamente
(SHIKANAI-YASUDA, 2006).

A infeccdo provavelmente ocorre por inalagdo de propagulos do fungo, que
posteriormente no tecido do hospedeiro se transformam em células leveduriformes.
A doenca é observada em pacientes de todas as faixas etarias a partir dos trés anos
de vida, com predominancia entre 30 e 50 anos de idade. Até a puberdade, a
incidéncia € igual para os géneros, mas em idade adulta acomete principalmente o
sexo masculino (SHIKANAI-YASUDA, 2006).
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A forma aguda da doenga representa de 3 a 5% dos casos, é mais grave quando
comparada com a forma crbnica, leva a depressdo da resposta imune, afeta
pacientes mais jovens, progride rapidamente, e é altamente disseminada, podendo
atingir linfonodos, medula éssea, bago e figado. A forma aguda da PCM pode estar
relacionada com outras doencas infecciosas, como a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquirida e a Tuberculose (BRUMMER et al., 1993; SHIKANAI-YASUDA, 2006).

A forma cronica afeta 90% dos pacientes, com prevaléncia em individuos adultos
e do sexo masculino, acomete pulmdes e tecidos mucocutaneos. A progressao é
lenta podendo ser classificada como leve, moderada ou grave. Independente do
orgao atingindo pode ocorrer evolugao para fibrose, o que pode interferir de forma
permanente no funcionamento do orgdo (BRUMMER et al., 1993; SHIKANAI-
YASUDA, 2006).

1.2 PARACOCCIDIOIDES

Paracoccidioides € um fungo dimérfico com reprodugéo assexuada, possui forma
filamentosa entre 25 e 30 °C e leveduriforme entre 35 e 37°C. Este género pertence
ao Reino fungi, Filo Ascomycota, Subdivisdo Euascomycetes, Classe Plectomycetes,
Ordem Onygenales, Familia Ajellomycetaceae (UNTEREINER et al., 2004).

Em fase de levedura, P. brasiliensis apresenta dupla membrana (interna
rugosa e externa lisa), aspecto seco ou ligeiramente cremoso, com coloragao clara
(branco a creme), tamanho entre 4 e 30 um e reprodugcdo assexuada por
gemulacdes (BRUMMER et al., 1993).

Na fase filamentosa as colbnias sao irregulares, com variagédo de cor entre
branco e amarelo, podendo apresentar pigmentacdo marrom difusa, com poucos
micélios aéreos e hifas septadas. Em condi¢coes desfavoraveis, produzem conidios
unicelulares e pedunculados, que em 26 °C crescem na forma saprofitica com
filamentos septados (BRUMMER et al., 1993).

Apenas uma espécie de Paracoccidioides foi identificada até 2006, porém
estudos moleculares demonstraram que a variabilidade genética possibilita a divisao
de P. brasiliensis, passando a ser um complexo composto por trés espécies
cripticas, S1, PS2 e PS3, além da nova espécie, P. lutzii (THEODORO et al., 2012).

Matute (2006), descreveu o grupo S1 como parafilético e os grupos PS2 e PS3

como monofilético. A ocorréncia dos achados de PS2 e S1 fica restrita a Argentina,
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Brasil, Peru, Paraguai e Venezuela, enquanto que a PS3 foi observada apenas na
Colémbia (Fig 2) (ARANTES et al., 2013).

Figura 2 — Distribuicdo geografica das diferentes espécies de isolados clinicos de

Paracoccidioides

é ® P. lutzif
5 g
g

Fonte: modificada de THEODORO et al., 2012.

O habitat de P. brasiliensis provavelmente € o solo, como ocorre com outros
fungos patogénicos para humanos. Alguns autores isolaram P. brasiliensis a partir
do solo, porém, as possiveis interagoes com os fatores abidticos e bidticos do meio
ainda nao estao elucidadas. O primeiro relato foi de um isolado com caracteristicas
macro e microscopicas de P. brasiliensis obtido de uma fazenda de criacdo de gado
no Recife (Shome e Batista, 1963). Outro isolado de P. brasiliensis foi obtido por
Negroni (1966) de amostras de uma area rural na Argentina. Novos isolados de P.
brasiliensis foram obtidos de amostras de solo de plantacées de café por Albornoz
(1971) na Venezuela e por Silva-Vergara e colaboradores (1998) em Minas Gerais.

Os poucos isolados de Paracoccidioides obtidos a partir do solo ndo permitem
afirmar que este é o habitat do fungo, pois ndo apresentaram reprodutibilidade. O
estudo da ecologia de Paracoccidioides ¢é dificil, porque o isolamento do fungo de

amostras ambientais compreende uma série de fatores limitantes, como crescimento
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lento, longo periodo de laténcia, além da inibicdo por microrganismos saproéfitos do
solo, tornando extremamente dificil a identificacdo dos locais onde ocorreu a
infecgdo (RESTREPO, 1985).

Como os isolados de solo foram obtidos em areas agricolas, Ono e
colaboradores (2002), avaliaram o efeito de fungicidas, herbicidas e inseticidas
sobre o crescimento de P. brasiliensis “in vitro” e observaram a inibicao de forma
dose dependente, sugerindo que estes produtos podem interferir no isolamento do
fungo.

Outro fator limitante para o crescimento foi descrito por Tercarioli e
colaboradores (2007), neste estudo foi observado que P. brasiliensis apresenta bom
crescimento tanto em solos com textura argilosa e arenosa, porém, ndo se
desenvolve bem em baixa umidade e em solos com elevados teores de aluminio
trocavel (H* Al".

Os estudos sobre ecologia vém sendo elucidados principalmente pela
identificacdo de hospedeiros naturais. Em resumo, estudos epidemioldgicos
sugerem que o fungo habita locais umidos (préximos a lagos, rios), com maiores
altitudes, areas nativas, clima temperado ou quente com verdes chuvosos e inverno
seco (FRANCO et al., 2000; RESTREPO et al., 2001).

Varios trabalhos relatam a infeccdo em tatus em diferentes estados brasileiros e
na Colémbia, principalmente da espécie Dasypus novemcinctus, mamifero
encontrado na mesma area geografica de ocorréncia de P. brasiliensis. Estes
animais apresentam intenso contato com solo, pois escavam tuneis, habitam tocas
subterraneas, destroem colbnias de formigas e coletam folhas, apresentam
temperatura corporal de 30°C a 35 °C, e imunidade celular relativamente baixa, o
que pode facilitar a infecgdo, e desempenhar algum papel na evolugdo de P.
brasiliensis a condigdes zoofilicas (PURTILO et al.,, 1975; NAIFF et al., 1996;
BAGALI et al., 1998 e 2006; CORREDOR et al., 1999 e 2005; SILVA-VERGARA et
al., 2001; PEREIRA et al., 2003; PEREIRA et al., 2008; ARANTES et al., 2013).

A infeccdo por P. brasiliensis foi demonstrada por meio de estudos
epidemioldgicos em animais domésticos e silvestres, como equinos, bovinos, ovinos,
primatas e felinos, apontando mais uma vez o solo como seu possivel habitat, pois
estes animais estdo em constante contato com o solo (CONTI-DIAZ et al., 1972,
GUTIERREZ et al., 1974; GARCIA, et al. 1993; COSTA et al., 1995; SILVEIRA et al.,
2008; CORTE et al., 2009; OLIVEIRA et al., 2012).
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Oliveira e colaboradores (2011), realizaram um estudo para avaliar a infeccao
por P. brasiliensis em 183 galinhas, destas, 40 galinhas de vida livre do estado do
Mato Grosso do Sul, e 143 do Parana, onde 100 galinhas eram de vida livre e 43 de
gaiola (menor contato com o solo). Os animas de gaiola ndo apresentaram reacéo
positiva para gp43 (proteina de 43 kDa, antigeno especifica de P. brasiliensis),
diferente das aves de vida livre, que apresentaram 55% e 16% de positividade nos
estados de Mato Grosso do Sul e Parana, respectivamente.

Na tentativa de reproduzir a PCM, Pereira e Viana (1911), infectaram saguis,
caes, ratos, gatos e coelhos com pus de paciente diagnosticado com PCM, isolando
P. brasiliensis em meio de cultura. A infeccdo experimental por P. brasiliensis
também foi realizada em filhotes de caes, por Ono e colaboradores (2003), neste
experimento 2 dos 4 animais inoculados morreram na primeira semana, e a PCM foi
confirmada por analise histopatolégica em pulmdes, bago e figado, com isolamento
a partir destes o6rgaos, entretanto, os animais que sobreviveram a infeccao
mostraram apenas reacgao intradérmica para gp43. Eisele e colaboradores (2004),
infectaram 6 cdes adultos que apresentaram resposta imune humoral contra o
antigeno gp43, detectado por ELISA.

A PCM-doenca foi descrita em duas fémeas da raga Doberman, uma na cidade
de Mogi Guagu, Sdo Paulo (RICCI, 2004), e outra que nasceu na Argentina, mas se
mudou para o Brasil, viajando pelos estados de Rio de Janeiro, Mato Grosso do Sul,
Sao Paulo e Parand, onde ocorreu a manifestagao dos sinais clinicos (FARIAS et al.,
2011). Estas regides sao consideradas endémicas para P. brasiliensis, e estes
animais possuem habito de escavar e farejar aumentando a exposigdo ao solo,
possivel habitat do fungo (RICCI, 2004; FARIAS et al., 2011).

Ono e colaboradores (2001), em estudo soroepidemiolégico com caes da Regiéao
Norte do estado do Parana, obtiveram positividade de 14,8%, 48,8% e 89,5%,para
gp43 com soros de animais provenientes de area urbana, periferia e rural,
respectivamente. A infeccdo por P. brasiliensis em caes também foi relatada em
animais da area rural de Botucatu (SP) por Fagundes e colaboradores (2002), com
positividade de 35%, pelo teste de ELISA com exoantigeno de P. brasiliensis.

O estado do Parana apresenta o maior numero de casos de PCM do Sul do pais
(COUTINHO et al., 2002), e embora a doenga tenha sido descrita ha mais de cem
anos, o nicho ecolégico do Paracoccidioides nao foi elucidado e, consequentemente,

a forma da infeccdo nao foi esclarecida. Acredita-se que o habitat do
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Paracoccidioides seja o solo, contudo, ha grande dificuldade em seu isolamento,
levando os pesquisadores a procurarem novas estratégias para localizagdo de seu
nicho ecoldgico. Este estudo teve como objetivo identificar a presenga de
Paracoccidioides em amostras de solo de uma Reserva Particular do Patriménio
Natural (RPPN) do Norte do Parana, por meio de técnicas imunolégicas, moleculares

e micoldgicas.



2 MATERIAIS E METODOS
2.1 AREA DE ESTUDO

A Reserva Particular do Patriménio Natural (RPPN) Monte Sinai, reconhecida
pelo Instituto Ambiental do Parana (portaria 162/07) esta localizada no municipio de
Maua da Serra (Fig 3), estado do Parana, BR-376 km 302, na Serra do Cadeado,
divisdo da Bacia do rio Ivai e da Bacia do rio Tibagi, distante aproximadamente 316
Km da Capital Curitiba (IAP, 2013; PREFEITURA, 2013).

A RPPN Monte Sinai esta inserida na Floresta Ombréfila Mista e Estacional
Semidecidual, sua area é de 593,14 ha, dos quais cerca de 100 ha correspondem a
mata nativa. O clima de Maua da Serra é classificado como Subtropical Umido
Mesotérmico, sem estacdo de seca definida, com temperatura média de 22°C no
verdao e com média inferior a 18°C no inverno, tem precipitacdo média anual de
1400-1600 mm, com altitude entre 800 a 1.125 m acima do mar. (VELOSO et al.,
1991; IAPAR, 2002).

Figura 3 — Mapa do estado do Parana, com a cidade de Maua da Serra destacada
em azul escuro

\

Fonte: CIDADAO, 2014
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2.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS DE SOLO

Foram coletadas 103 amostras de solo na RPPN Monte Sinai, com até oito cm
de profundidade, proximo a lagos e rios, tocas de animais e vegetais em
decomposicdo, no periodo de setembro a dezembro de 2012. O material coletado
foi armazenado em potes plasticos estéreis com tampa.

As amostras de solo foram diluidas 1:10 (p:v) em solu¢do salina 0,9 % com
cloranfenicol (50 ug/mL) e agitadas por 5min/100rpm, seguido por 1min de repouso,

o sobrenadante foi analisado por isolamento direto e indireto.

2.2.1 Isolamento Direto

No isolamento direto, 100uL do sobrenadante foram semeados em meio de
cultura sabouraud dextrose com cloranfenicol (50ug/mL) em duplicata, incubados a
36 °C durante 30 dias. As colénias com morfologia semelhante a Paracoccidioides

foram submetidas ao teste de Nested PCR e inoculadas em animais.

2.2.2 Inoculacdo em Animais

Para o isolamento indireto das amostras ambientais, ratos Wistar, machos com 4
meses de idade, foram inoculados com 1mL da suspensdao de solo por via
intraperitoneal. Os isolados com semelhanga macro e/ou microscopicas ao
Paracoccidioides foram inoculados (500uL em PBS pH 7,2) em triplicata, por via
intraperitoneal em ratos Wistar ou Camundongos Swiss, todos machos.

Os animais foram acompanhados mensalmente por pung¢do cardiaca para o
teste de ELISA indireto, com a finalidade de detectar a produgdo de anticorpos
contra Paracoccidioides.

Animais inoculados com os isolados foram eutanasiados trés meses apos a
inoculacdo, enquanto que os animais inoculados com as amostras de solo foram
acompanhados até seis meses apos a inoculagdo. As amostras de soro dos animais
positivos no ELISA indireto foram analisadas por imunodifusao radial dupla e os
orgaos (baco, coracado, figado, pulmao e rins), foram coletados, para o exame

histopatolégico, tentativa de isolamento e Nested PCR.
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2.2.3 ELISA Indireto

Para o teste de ELISA indireto, foram utilizadas microplacas de poliestireno de
96 pogos com fundo chato, sensibilizadas com exoantigeno de P. brasiliensis (B-
339) ou dos isolados das amostras de solo com morfologia semelhante a
Paracoccidioides (21 e 22). Os soros foram diluidos 1:100 (v:v) em PBS leite 1%, e o
conjugado foi utilizado em diferentes concentragbes (Tabela 1). A solugdo de
substrato cromogeno utilizada foi composta de H,O,/TMBZ, a interrupgao da reagéo
foi feita com Acido Sulfarico 4N, e a leitura da absorbancia realizada a 450 nm em
Leitora de ELISA (iMark™ Microplate Reader, BioRad). O soro dos animais foi
considerado positivo quando apresentaram absorbancia maior ou igual duas vezes

ao controle negativo (pool de soros de animais jovens ndo imunizados).

Tabela 1- Concentragao dos conjugados utilizados no ELISA indireto

Conjugado Concentragao (v:v)
Anti-IgY peroxidase Galinha (Sigma) 1:2000
Anti-IgG peroxidase Rato (Sigma) 1:4000
Anti-IgG peroxidase Cabra (Sigma) 1:15000
Anti-IgG peroxidase Humano (Sigma) 1:60000
Proteina A - peroxidase (Biorad), soro felino 1:2000

2.2.3.1 Exoantigeno

Os isolados 21, 22 e P. brasiliensis foram cultivados a 36°C em agar sabourad
dextrose e os exoantigenos produzidos de acordo com Camargo e colaboradores
(1988), e quantificados pelo método de Bradford (1976).

2.2.3.2 Imunodifusao radial dupla

O teste de Imunodifusdo Radial Dupla foi realizado conforme Camargo e
colaboradores (1988), com exoatigeno do isolado B-339 de P. brasiliensis e dos
isolados 21 e 22.

2.2.3.2 Exame histopatoldgico

Os fragmentos dos 6rgaos coletados foram fixados em formalina tamponada
10% durante 24h, desidratados, incluidos em parafina e corados pelo método de

Grocott.
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2.2.3.4 Isolamento

Os 6rgaos coletados dos animais inoculados com amostras de solo (positivos
em ELISA) e com o isolado 22, foram semeados em agar sabouraud dextrose,
incubados em estufa a 36°C durante 30 dias, para observagdo dos aspectos

morfolégicos das colbnias.

2.2.3.5 Extracdo de DNA

A extracdo de DNA de Paracoccidioides dos tecidos dos animais inoculados foi
realizada conforme a metodologia descrita por Van Burik e colaboradores (1998),

com algumas alteragdes, utilizando fenol, pérolas de vidro e RNase.

2.2.3.6 Primers

Foram utilizados na PCR os primers ITS-4 e ITS-5 (Internal Transcribed Spacer)
desenhados por White (1990). Estes primers foram desenhados para produzir um
fragmento de 634pb. Os primers especificos para P. brasiliensis Pb-ITS-E e Pb—ITS-
R (Theodoro, 2005), foram utilizados na Nested PCR. Esta dupla de primers foram
desenhandos para produzir um fragmento de 387pb. Ambos os primers estédo
dispostos entre as regides génicas 18S e 28S, sendo PB-ITS-E e R internos ao ITS
4eb.

2.2.3.7 PCR e Nested PCR

As reagdes de PCR foram preparadas no Laboratério de Citogenética e
Diversidade Vegetal, do departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual
de Londrina. As condi¢cdes de reagao foram de 94°C durante 2min, seguido de 35
ciclos a 94°C/30s, 60°C/30s, 72°C/40s, e o ultimo passo a 72°C/10s. A segunda
reacado foi realizada com ciclos semelhantes, alterando apenas a temperatura de
anelamento para 62°C/30s.

Para a reagao de PCR foi utilizado 12,5uL de GoTag® (Promega), 8uL de agua
ultrapura filtrada e autoclavada, 2,5uL de DNA, 1uL do primer reverso e 1uL do
primer direto na concentragdo de 10ng/uL, totalizando um volume de 25uL. Para a
Nested PCR, foram utilizados os mesmos volumes e reagentes. Para o controle
positivo foi utilizado o isolado B-339, e como controle negativo agua ultrapura filtrada

e autoclavada. A eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%, utilizando
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marcador de peso molecular de 100pb (Invitrogen), e o gel corado por imersdao em
solucdo de Brometo de Etidio por 5min.
A imagem foi analisada em exposi¢cdo do gel em trasniluminador ultravioleta,

com captura de imagem pela camera digital Olympus Camedia 5.1mp.

2.3.3.8 Sequenciamento pelo método Sanger

A reacdo do sequenciamento foi preparada no Laboratério de Citogenética e
Diversidade Vegetal, do departamento de Biologia Geral da Universidade Estadual
de Londrina. O produto da Nested PCR foi purificado com acetato de aménio. Para a
reacao de sequenciamento foi utilizado 2uL de Big Dye diluido 4 vezes em tampéao
Big Dye, 1uL de tampéao Bid Dye, 5,5uL de agua ultrapura filtrada e autoclavada,
1uL primer M13 10pmol e, 1yL da amostra na concentragcdo de 10ng/pL. As
condigdes de reagao foram de 95°C por 4min, seguido de 32 ciclos que oscilam
entre 95°C por 45s, 50°C por 30s, 60°C por 2min.

Apos a reacdo o material foi precipitado com EDTA / Etanol, ressuspendido em
formamida Hi-di 10uL por pocgo, desnaturado a 95°C por 3min e, armazenado a 4°C.
O sequenciamento foi realizado no sequenciador automatico 3500xL (Applied
Biosystem). A qualidade do sequenciamento foi testada pelo software Phred / Phrap
/ Consed, a anadlise foi realizada utilizando o programa BioEdit, (HALL, 1999), e
sequéncia dos nucleotideos obtidos foram comparadas com as ja depositadas no
banco de dados do National Center for Biotechnology Information (NCBI), utilizando

como ferramenta de busca o BLAST.

2.2.3.9 Western blot

Inicialmente os exoantigenos das colbnias e a gp43 purificada, foram separadas
por eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (gel de empilhamento 5% e
gel de separagdo 10%). As bandas proteicas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. A membrana foi incubada com soro de humano positivo
para P. brasiliensis e, posteriormente incubada com conjugado anti-lgG humano
peroxidase (Sigma). A revelagdo das bandas na membrana foi realizada com
solugdo de H»O,/DAB, e o desenvolvimento da cor foi interrompido com agua

destilada.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 TENTATIVA DE ISOLAMENTO INDIRETO

Os animais inoculados com as amostras de solo apresentaram positividade de
32% no ELISA indireto com exoantigeno de P. brasiliensis, em diferentes tempos
apos a inoculagao (Tabela 2). A maioria das amostras positivas foi coletada em
locais proximos a riachos e tocas de animais (Tabela 3), portanto, esta de acordo
com estudos epidemiologicos que sugerem que o nicho de Paracoccidioides, esta
relacionado com locais umidos, préximos de lagos e rios, com verdes chuvosos
temperados ou quentes, invernos secos e areas nativas (RESTREPO et al., 2001).

Bagagli e colaboradores (2003), compararam lugares onde tatus positivos e
negativos foram identificados, sendo que os animais positivos foram encontrados
com maior frequéncia em locais com presenca de mata ciliar e reflorestamento de
Eucalipto e Pinus, perto de fontes de agua. A RPPN é cercada por reflorestamento

de Eucalipto e Pinus, algumas amostras positivas foram coletadas nestes locais.

Tabela 2 - Periodo apds indculo em que o soro dos animais foi considerado
positivo no teste de ELISA indireto

Més Total de Percentual (%)
animais
1 3 29
2 2 1,9
3 6 5,8
4 13 12,6
5 3 2,9
6 6 5,8
Total 33 32

Animais inoculados 103 100
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Tabela 3 - Locais de coleta das amostras de solo, consideradas positivas em ELISA
com soros de animais inoculados

Local Numero de amostras  Percentual (%)
Préximo ao riacho 13 39,4
Raiz de arvore 5 15,1
Tocas de animais 12 36,4
Tronco em decomposigao 3 9,1

Total 33 100

O diagnéstico frequentemente utilizado para P. brasiliensis € baseado em testes
sorologicos, entre eles, o teste de ELISA tem sido bastante utilizado, devido a alta
sensibilidade, reprodutibilidade e rapidez na execucdo. Este método vem sendo
empregado em estudos epidemiolégicos com humanos, caes, bovinos, aves,
equinos, ovinos e felinos (CONTE-DIAZ et al., 1972; COSTA et al., 1995; ONO et al.,
2001; BOTTEON et al., 2002; SILVEIRA et al., 2006 e 2008; CORTE et al., 2009;
OLIVEIRA et al., 2011 e 2012).

Neste estudo, o teste de ELISA foi realizado como método de triagem para
identificar os animais possivelmente infectados com P. brasiliensis. Amostras dos 33
animais soropositivos, obtidas do bago, coracdo, figado, pulméo e rins, foram
coletadas, e analisadas por meio de exame histopatolégico, imunodifusao, cultura e
Nested PCR. Todas as amostras foram negativas no exame histopatolégico, cultura
e no teste de imunodifusdo, porém, seis animais apresentaram positividade em
diferentes 6rgaos quando analisados por Nested PCR, sendo que um animal
apresentou positividade em dois 6rgaos (rim e pulmao), totalizando 7 amostras
(Tabela 4; Fig 4).

As amostras positivas em Nested PCR apresentaram 99% de identidade no
sequenciamento com P. brasiliensis T16B1, isolado por Arantes e colaboradores
(2013), de bacgo de tatu Dasypus novemcintus (Anexo 1). As regides distintas entre
as amostras e o isolado T16B1 estao descritas na tabela 6, anexo 1.

A imunodifuséo radial dupla é utilizada no diagnéstico da PCM em humanos,
porém, apresenta uma sensibilidade menor que ELISA indireto. A falta de
reatividade dos animais na imunodifusdo, possivelmente se deve aos baixos niveis
de anticorpos para o exoantigeno de P. brasiliensis (CORTE et al., 2012).

Os resultados negativos no exame histopatoldégico e no isolamento indireto

sugerem que o fungo P. brasiliensis encontra-se em baixa concentragdo nas
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amostras analisadas. A positividade na sorologia por ELISA sugere que esse
método pode ser utilizado na triagem dos animais que apresentam a infecgao por P.
brasiliensis e, portanto, pode tornar menos exaustiva as futuras tentativas de

isolamento do fungo por esse método.

Tabela 4 — Amostras positivas apds Nested PCR, animais inoculados com amostras

de solo
Orgdos Numero de Animais
Coragao 3
Figado 1
Pulmao 1
Rim 2
Total 7

Figura 4 — Amostras positivas apés Nested PCR de animais inoculados com solo

1) Marcador de peso molecular (100pb). 2) Figado do animal 73. 3)
Coragao do animal 10. 4) Pulmao do animal 69. 5) Rim do animal 69.
6)Rim do animal 8. 7) Coragédo do animal 102. 8) Corac&o do animal 22.
9) Amostra positiva (B-339). 10) Amostra negativa (agua). O fragmento
amplificado com os primers Pb-ITS-E e R apresenta 387pb, nota-se que
as bandas das amostras estao préoximas ao peso molecular de 400pb, as
amostras foram utilizadas na concentragdo de 35ng/pL e o controle
positivo a 10ng/uL.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

300k

Para maior esclarecimento da doencga, aspectos ecoldgicos e clinicos, estudos
com infecgao experimental vem sendo realizados, permitindo avaliar a interacao
parasita-hospedeiro, morfologia do fungo nos tecidos, resposta imune, progressao

da doencga e disseminagao. Isolados de P. brasiliensis ja foram obtidos de diferentes
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orgaos. Em nosso estudo foi possivel detectar por meio de PCR a infecgao por P.
brasiliensis em diferentes 6rgaos de animais inoculados (Tabela 4).

Mendes e colaboradores (1994), descreveram que a forma aguda da PCM
acomete predominantemente o bacgo, figado, nédulos linfaticos e medula 6ssea, ja a
forma crénica, em geral, apresenta manifestagcdes pulmonares, com predominancia
de lesbes de pele e mucosa, mas outros sistemas e érgaos podem ser acometidos,
como o Sistema Nervoso Central e glandulas adrenais.

A infeccdo em pulmdes, figado, bacgo, linfonodos, cavidade peritoneal e coragéo
foram descritas por Lacaz e colaboradores (1949), pela inoculagdo intravenosa e
intraperitoneal de P. brasiliensis em camundongos. Negroni (1966) na Argentina,
inoculou seis amostras de solo em cobaias e obteve um isolado de P. brasiliensis.
Albornoz (1971) também obteve isolados de P. brasiliensis a partir da inoculacdo de
camundongos com amostras de solo de uma plantagdo de café na Venezuela.
Silva-Vergara e colaboradores (1998) analisaram setecentas e sessenta amostras
de solo de plantacdo de café em Minas Gerais e obtiveram um unico isolado de P.

brasiliensis, também por isolamento indireto.

3.2 ISOLAMENTO DIRETO

ApoOs a coleta, as amostras de solo foram diluidas e cultivadas em agar
sabouraud dextrose. Das cento e trés amostras analisadas, quinze apresentaram
coloénias morfologicamente similares a P. brasiliensis. Destas apenas duas colbnias
(21 e 22) isoladas de amostras de solo provenientes de toca de tatu, foram positivas
apos Nested PCR (Fig. 5), sugerindo que estas duas colénias sejam novos isolados
de P. brasiliensis.

Restrepo e colaboradores (2001), descreveram que o solo de tocas de tatu nédo
€ submetido a grandes variagdes de umidade, temperatura e outros fatores abioticos
como ocorre na superficie, proporcionando assim um ambiente mais equilibrado
para o crescimento de P. brasiliensis. Isto poderia explicar os varios isolados destes
animais, e a identidade de 99% em PCR dos isolados 21 e 22 com o isolado T16B1
de Arantes e colaboradores (2013), obtido de bago de tatu (ANEXO 1). As regides

distintas entre as amostras e o isolado T16B1 estado descritas na tabela 6, anexo 1.
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Figura 5 — Amostras do isolamento direto, positivas apés Nested PCR.

1) Marcador de peso molecular (100pb). 2) Isolado 21. 3) Isolado 22. 4)
Coragao do animal 2, inoculado com o Isolado 22. 5) Controle positivo
(B-339). 6) Controle negativo (agua). O fragmento amplificado pelos
primers Pb-ITS-E e R apresenta 387pb, nota-se que as bandas das
amostras estdo proximas ao peso molecular de 400pb, as amostras
foram utilizadas na concentragdo de 35ng/puL e o controle positivo a
10ng/pL

a00ph

Os isolados 21 e 22 foram obtidos de amostras de solo em locais proximos,
sugerindo que P. brasiliensis pode estar amplamente distribuido nesta area de
estudo. Poucos isolados foram obtidos com o método de cultivo direto, se
comparados com os seis animais inoculados com solo, positivos em Nested PCR,
dificuldade que pode ser explicada pelas interferéncias enfrentadas no isolamento
direto.

A cultura é um 6timo método para obtencédo de isolados clinicos, mas quando
aplicada para amostras ambientais apresenta uma série de dificuldades. O fungo P.
brasiliensis tem crescimento lento e grande demanda nutricional, sofre interferéncias
de outros microrganismos, alteragdes climaticas também podem influenciar (menor
esporulagéo), e a profundidade da coleta de amostras de solo também pode
interferir no isolamento (ARANTES et al., 2013).
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A dificuldade em obter isolados de Paracoccidioides de amostras de solo pode
ser observada nos trabalhos de Mendelovici e colaboradores (1974), que analisaram
quarenta e cinco amostras na Venezuela, e Montenegro e colaboradores (1996), que
analisaram oitocentas e oitenta e sete amostras de solo Botucatu (SP) e néo
obtiveram sucesso no isolamento direto. Tal dificuldade também foi mencionada no
trabalho de Silva-Vergara e colaboradores (1998), que analisaram setecentas e
sessenta amostras de solo em Minas Gerais, e obtiveram um unico isolado de P.
brasiliensis por meio de isolamento indireto.

A técnica de Nested PCR vem ganhando espago na deteccao de
Paracoccidioides em amostras de solo. Devido a sensibilidade e especificidade, esta
€ empregada como estratégia confiavel para detectar e identificar os microrganismos
incultivaveis. Sua principal vantagem é a possibilidade de correlacionar os dados
obtidos com isolados de animais e de pacientes ja descritos, além da identificagéo
da espécie de Paracoccidioides (THEODORO et al., 2005; BAGAGLI et al., 2010 e
2011).

Arantes e colaboradores (2013), trabalharam com seis amostras de aerossbis
coletadas em toca de tatu, quando estas amostras foram analisadas por Nested
PCR, cinco foram consideradas positivas, porém, nenhuma amostra apresentou
positividade no isolamento direto e técnica de extingdo, provavelmente devido ao
crescimento e competicdo de microrganismos saprofitos.

Theodoro e colaboradores (2005), semearam isolados de P. brasiliensis em
amostras de solo estéreis e nao estéreis (cultura fase micelial), e trabalharam com
mais quatro amostras ambientais coletadas em tocas de tatu na cidade de Botucatu
(SP). Trés amostras ambientais e todas as semeadas foram positivas apds Nested
PCR, enquanto o crescimento do fungo somente foi observado em solo estéril,
concluindo que a competigcdo entre microrganismos inibe o isolamento.

Microscopicamente, os isolados 21 e 22 ndo apresentam caracteristicas
semelhantes ao P. brasiliensis. O isolado 21 apresenta forma filamentosa a 35°C e,
as células do isolado 22 nao apresentam multiplos brotamentos e tém tamanho
menor quando comparadas com células de P. brasiliensis B-339. Entretanto, as
células do isolado 22 apresentam birrefringéncia e, sdo arredondadas (caracteristica
de P. brasiliensis) (Fig. 6) (CAMPOS, 2011). Brummer e colaboradores (1993),
descrevem que P. brasiliensis na forma de levedura apresenta aspecto seco ou

ligeiramente cremoso, com coloragao clara (branco a creme), e metabolismo ativo.
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Os isolados 21 e 22 apresentam coloragao creme, aspecto ligeiramente cremoso e,
forma cerebriforme (Fig. 7).

Figura 6 — Aspecto microscopico dos isolados 21 e 22.
1) Isolado 22. 2) Isolado 21. 3) P. brasiliensis (B-339). Aumento de
1000x. As células do isolado 22 sdo arredondadas , mas sdo menores
quando comparadas com células do isolado B-339 e, ndo apresentam
multiplos brotamentos. O isolado 21 ndo apresenta caracteristica de P.
brasiliensis, pois apresenta forma filamentosa a 35°C. As células de
cada isolado estéo indicadas por setas

Figura 7 — Aspecto macroscopico dos isolados 21 e 22.
1) Isolado 22. 2) Isolado 21. 3) Paracoccidioides brasiliensis (B-339).
Observa-se que os Isolados 21 e 22 apresentam forma cerebriforme

Para avaliar se os isolados 21 e 22 expressam o antigeno gp43, exoantigenos
desses isolados foram analisados por Western blot, utilizando como controle a gp43
de P. brasiliensis purificada. Os dois isolados 21 e 22, apresentaram a banda de
43kDa (Fig 8).

A glicoproteina de 43kDa é um antigeno exocelular de P. brasiliensis tanto na
forma filamentosa e leviduriforme, é secretada durante a fase de infeccéo,

expressa em todas as formas clinicas da PCM, reconhecida em varios testes
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soroldgicos e, por isso é considerada o principal antigeno em circulagdo (MARQUES
et al., 2003; PALMEIRO et al., 2005).

Figura 8 — Western blot realizado com exoantigeno dos isolados 21 e 22.
1) Gp 43 de P. brasiliensis (B-339). 2,3) Exoantigeno do isolado 21. 4,5)
Exoantigeno do isolado 22. Ambos os isolados apresentaram a banda
de 43kDa em reagdo com soro humano positivo para PCM

A fim de identificar se animais positivos para PCM apresentam anticorpos para o
exoantigenos dos isolodos 21 e 22, foi realizado o teste de ELISA indireto. O
exoantigeno do isolado 22 apresentou positividade com diversos soros, enquanto o
exoantigeno do isolado 21 apresentou positividade para o soro humano e de rato
(Tabela 5).

Tabela 5 — Soro de animais positivos para exoantigeno B- 339, analisados por
ELISA indireto com exoantigeno dos isolados 21 e 22

Soros B 339 22 21

Ovino + + X
Humano + + +
Bovino + + X
Rato + + +
Felino + + -
Galinha + + -

OBS: (x) teste néao realizado.

Com o intuito de avaliar se os isolados 21 e 22 sao patogénicos, foram
inoculadas suspensdes em ftriplicata em camundongos ou ratos e, a resposta

humoral foi analisada por ELISA indireto durante trés meses. Os soros dos trés ratos
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inoculados com o isolado 22 apresentaram positividade para exoantigeno de P.
brasiliensis (Fig. 9), porém, os camundongos inoculados com o isolado 21 nao

apresentaram reatividade.

Figura 9 — Concentragao de anticorpos do soro de ratos inoculados com o isolado
22 para exoantigeno de P. brasiliensis. Apds o inéculo foi observado o
aumento da concentracdo de anticorpos nos trés animais
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Todos os animais inoculados com os isolados 21 e 22 foram negativos no exame
histopatolégico, embora o coragdo de um dos animais inoculados com o isolado 22
tenha apresentado positividade apds Nested PCR (Fig. 5), sugerindo que o animal
apresentava PCM-doenca em estagio inicial. O sequenciamento da amostra
(coracdo) apresentou 99% de identidade com o isolado de P. brasiliensis T16B1
(Anexo 1). As regides distintas entre a amostra e o isolado T16B1 estdo descritas na
tabela 6, anexo 1.

A cultura de fragmentos dos 6rgaos dos animais inoculados com isolados 21 e
22 nao apresentou crescimento de colbnias semelhantes ao Paracoccidioides. A
técnica de isolamento indireto de P. brasiliensis, ou seja, por meio da inoculagéao de
animais como rato, aparentemente ndo € uma técnica sensivel. No estudo de Silva-
Vergara e colaboradores (1998), um unico isolado de P. brasiliensis foi obtido por
meio dessa técnica, embora os autores tenham analisado setecentos e sessenta

amostras de solo. E bastante provavel que mais amostras de solo fossem positivas,
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porém, é possivel que o sistema imunologico dos animais tenha eliminado as células
de P. brasiliensis presentes no inoéculo e apenas a amostra que continha
concentragdo mais elevada de células fungicas foi detectada.

Em nosso estudo, o fato de nao ter sido possivel cultivar os isolados 21 e 22 a
partir dos 6rgaos dos animais inoculados com os mesmos, reforca que o método de
isolamento indireto ndo é sensivel para a detecgcao de P. brasiliensis em amostras
ambientais. Outra possibilidade € que os isolados 21 e 22 apresentem baixa
viruléncia para ratos e camundongos.

Apesar desses isolados serem reconhecidos em testes imunoldgicos para PCM
e apresentarem caracteristica morfologica, proteina de 43kDa em reagdo com soro
de paciente positivo, positividade em PCR, e semelhanca de 99% com o isolado
T16B1, eles ndo apresentam caracteristicas microscopicas de P. brasiliensis,
impossibilitando a confirmagdo como novos isolados, sugerindo a possibilidade de
isolados microscopicamente distintos ou uma espécie filogeneticamente proxima.
Considerando esta ultima hipotese, os primers utilizados ndo seriam especificos
para P. brasiliensis.

Theodoro e colaboradores (2005) e Arantes e colaboradores (2013), relataram
boa eficiéncia na utilizacdo dos primers Pb-ITS-E e R em seus experimentos. Esta
dupla de primers favorece a detec¢ao da sequéncias alvos, pois a regido amplificada
apresenta mais de cem copias por genoma (THEODORO et al., 2005).

Os primers Pb—-ITS-E e R utilizados foram desenhados por Theodoro e
colaboradores (2005), a partir da regiao ribossémica. Estes primers apresentaram
polimorfismo para Histoplasma capsulatum, mas semelhanca para Blastomyces
dermatitidis e Emmonsia spp.. Esta semelhanca pode ser explicada pelo primer
incluir a regido 5.8S bem conservada na familia Onygenaceae (atualmente
Ajellomycetaceae), entretanto, B. dermatitidis ocorre exclusivamente na América do
Norte (THEODORO et al.,2005). O resultado do sequenciamento dos isolados 21 e
22 apresentou 88% de similaridade com o isolado 351 (P. lutzzi) e Emmonsia
(acesso EF592156, Blast no banco NCBI).

Novos testes serao realizados para a confirmagao dos isolados 21 e 22 como
Paracoccidioides, e novas tentativas de isolamento ser&o realizadas nos mesmos
locais da RPPN que apresentaram positividade em Nested PCR, pois até o presente
os isolamentos de P. brasiliensis de amostras de solo ndo tem apresentado

reprodutibilidade.
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CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, ha poucos estudos bem sucedidos de isolamento de P.
brasiliensis a partir de amostras de solo, o provavel habitat do fungo. A dificuldade
possivelmente se deve a varios fatores, como a presenga do fungo em baixas
concentragdes no ambiente, o antagonismo de microrganismos do solo, a presenca
de substancias inibitérias do crescimento fungico, como defensivos agricolas e a
baixa sensibilidade do isolamento indireto, que € o método mais utilizado nas
tentativas de isolamento.

Foram identificados sete pontos positivos em PCR para P. brasiliensis na RPPN
Monte Sinai, seis a partir dos 6rgdos dos animais inoculados com solo, além dos
dois isolados obtidos de amostras de solo provenientes de tocas de tatu, destacando
que o isolado 22, foi obtido do mesmo ponto do inéculo de um animal positivo. Os
isolados 21 e 22 nao foram confirmados como novos isolados de Paracoccidioides
prasiliensis, devido a diferenca microscopica.

A maior parte das amostras positivas foi coletada em locais préximos a riachos
ou em tocas de animais, reforcando os achados anteriores de estudos sobre a eco-

epidemiologia da PCM.
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ANEXO A

Sequéncia das amostras positivas apos Nested PCR
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Todas as amostras positivas apos Nested PCR apresentaram semelhanca de

99% para o isolado T16B1 de Paracoccidioides brasiliensis, descrito por Arantes

(2013). As regides sublinhadas em cinza correspondem aos primers. As sequéncias

foram comparadas no banco de dados do NCBI, utilizando como ferramenta de

busca o BLAST.

>Paracoccidioides brasiliensis B-339

| | | |
TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGTCGAT
GAGTGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCCA
TACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTCC
ACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATGA
CGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTC
AAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAAGAGATCCCGTTGTTGAAA
GTTTTTACTGATTATGATAGGTCTCAGACGTCAAAGCTC

| | | |

TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGATCGA
TGAGTGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCC
ATACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTC
CACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATG
ACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATNCACATTACTTATCGCAT
TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG
TTTTTACTGATTATGATAGGTCTCAGACGTCAAAGCTC

......... l-eeeeeeeeeeeeeeea]---.....388

Tabela 1 — Descricdo dos alinhamentos significativos

Max score Total score Query cover E value Ident Accession
704 704 99% 0.0 99% JQ675762.1
704 704 99% 0.0 99% JF289270.1
704 704 99% 0.0 99% AB304414.1
704 704 99% 0.0 99% AB304415.1
704 704 99% 0.0 99% AB304416.1

>Rim do animal 69



| | | |

TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGTCGAT
GAGTGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCCA
TACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTCC
ACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATGA
CGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTC
AAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAGAGATACCGTTGTTGAAAG
TTTTTACTGATTATGATAGGTCTCAACNTCAAAGCTC

Tabela 2 — Descricédo dos alinhamentos significativos

43

Max score Total score Query cover E value

Ident

Accession

699 699 99% 0.0
699 699 99% 0.0
699 699 99% 0.0
699 699 99% 0.0
699 699 99% 0.0

99%
99%
99%
99%
99%

JQ675762.1
JF289270.1
AB304414_1
AB304415.1
AB304416.1

>Isolado 22

| | | |

TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGAACGA
TGAGTGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCC
ATACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTC
CACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATG
ACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAT
TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG
TTTTTACTGATTATGATAGGTCTCAGACGTCAAAGCTC

I I I
TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGTCGAT
GAGTGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCCA
TACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTCC
ACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATGA
CGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTC
AAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAAT
TTTATACTGATTATGATAGGTCTCAGACGTCAAAGCTC

Tabela 3 — Descricédo dos alinhamentos significativos

Max score Total score Query cover E value

Ident

Accession

702 708 99% 0.0
702 708 99% 0.0
702 708 99% 0.0
702 708 99% 0.0
702 708 99% 0.0

99%
99%
99%
99%
99%

JQ675762.1
JF289270.1
AB304414_1
AB304415.1
AB304416.1

>Coracédo do animal 2, inoculado com o isolado 22



| | | |

TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGTCGAT
GAGTGGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCC
ATACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTC
CACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATG
ACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAT
TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG
TTTTTACTGATTATGATAGGTCTCAGACGTCAAAGCTC

| | |

TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGTCGAT
GAGTGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCCA
TACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTCC
ACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATGA
CGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTC
AAAGATACGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT
TTTTACTGATTATGATAGGTCTCAGACGTCAAAGCTC

I I I
TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGTCGAT
GAGTGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCCA
TACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTCC
ACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATGA
CGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTC
AAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT
TCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACGCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG
TTTTTACTGATTATGATAGGTCTCAGACGTCAAAGCTC

| | |

TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGTCGAT
GAGTGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCCA
TACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTCC
ACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATGA
CGCTCGGACAGGCATGCCACCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAT
TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG
TTTTTACTGATTATGATAGGTCTCAGACNTCAAANCTC

| | |

TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTTCCCCCCCGCCGGGGTCGAT
GAGTGGGGCCGGAGTCGGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCC
ATACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTC
CACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATG
ACGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTT
CAAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCAT
TTCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAG
TTTTTACTGATTATGATAGGTCTCAGACGTCAAAGCTC

Tabela 4 — Descricédo dos alinhamentos significativos

44
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Max score Total score Query cover E value Ident Accession
708 708 99% 0.0 99% JQ675762.1
708 708 99% 0.0 99% JF289270.1
708 708 99% 0.0 99% AB304414.1
708 708 99% 0.0 99% AB304415.1
708 708 99% 0.0 99% AB304416.1

>Figado do animal 73

S L 50

TAGGGTGTCGATCGAGAGAGGACACCTTTTNCCCCCCCGCCGGGGTCGAT

GAGTGGGGCCGGAGTCGGCCGGGCCTCTGAGAGCGTGTGACGAAGCCCCA

TACGCTCGGGCACCGGAACGCGACGCCGCCGCTGCATTTCGGGCACGTCC

ACGGGGGGACGCGGGCCCAACACGCAAGCCGCGCTTGAGGGTTGAAATGA

CGCTCGGACAGGCATGCCCCCCGGAATACCAGAGGGCGCAATGTGCGTTC

AAAGATTCGATGATTCACGGAATTCTGCAATTCACATTACTTATCGCATT

TCGCTGCGTTCTTCATCGATGTCGGAACCAAGAGATCCGTTGTTGAAAGT

TTTTACTGATTATGATAGGTCTCAGACGTCAAAGCTC

......... [ [ St Y 4

Tabela 5 — Descricédo dos alinhamentos significativos

Max score Total score Query cover E value Ident Accession
710 710 99% 0.0 99% JQ675762.1
710 710 99% 0.0 99% JF289270.1
710 710 99% 0.0 99% AB304414.1
710 710 99% 0.0 99% AB304415.1
710 710 99% 0.0 99% AB304416.1

COMPARACAO DOS NUCLEOTIDEOS DAS SEQUENCIAS DAS AMOSTRAS
POSITIVAS APOS Nested PCR, COM O ISOLADO T16B1

>Sequéncia do isolado T16B1, com destaque para mutacdes das amostras
positivas em Nested PCR (Tabela 6).

1
61
121
181
241
301
361
421
481
541

GGGACGGGGC
GTTGCTTCGG
CGCCGGGGAC
AGTAAAAACT
GCGATAAGTA
GCCCTCTGGT
TTGCGTGTTG
TCCGGTGCCC
CC CTCATC
CCTTGCCGAC

CCGATCGGGT
CGGGCCTGCA
ACCGTTGAAC
TTCAACAACG
ATGTGAATTG
ATTCCGGGGG
GGCCCGCGTC
GAGCGTATGG
GACCCCGGCG
CAAGGTTGAC

TCCCGGCCCT
GCGATGCTGC
TTCTGGTTCG
GATCTCTTGG
CAGAATTCCG
GCATGCCTGT
CCCCCGTGGA
GGCTTCGTCA
GGGGGGAAAA
CTCGGATCAG

CTCACCTGGC
CGGGGGGGCT
GAGCTTTGAC
TTCCGACATC
TGAATCATCG
CCGAGCGTCA
CGTGCCCGAA
CACGCTCTCA
AGGTGTCCTC
GTAGGGATAC

CACCCTTGTC
CGGCCTCCCG
GTCTGAGACC
GATGAAGAAC
AATCTTTGAA
TTTCAACCCT
ATGCAGCGGC
GAGGCCCGGC
TCTCGATCGA
CCGCTGAACT

TATTCTACCT
GGCTCGTGCC
TATCATAATC
GCAGCGAAAT
CGCACATTGC
CAAGCGCGGC
GGCGTCGCGT
ACTCCGGC
CACCCTTCCC
TAAGCATAT

60

120
180
240
300
360
420
480
540
599
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Tabela 6 — Pontos de mutacdo das amostras positivas em Nested PCR frente ao
isolado T16B1.



Pares de base

Amostras

163

184-185
201-202
189-190
203-204
206-207
281

319-320
471-472
483-484
490-491
491-492

Rim do animal 69

Coracdo do animal 22

Rim do animal 69

Coracédo do animal 22

Paracoccidioides brasiliensis (B-339)
Paracoccidioides brasiliensis (B-339)
Coracdo do animal 10

Pulmdo do animal 69

Rim do animal 8

Coracédo do animal 2 inoculado com isolado 22
Isolado 21

Isolado 22
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