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| RESUMO



Andrade, T. S. caracterizagdo fenotipica e genotipica de cepas de Fonsecaea
pedrosoi isoladas de pacientes com cromoblastomicosis. So Paulo, 2004.
132p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade
de S&o Paulo.

A cromoblastomicose € uma infecgdo subcutdnea causada por fungos
demacios, como a Fonsecaea pedrosoi. O pleomorfismo e a similaridade entre
géneros e espécies, ocorréncias caracteristicas dessa classe de fungos,
podem interferir na identificagdo morfoldgica. Varios esquemas terapéuticos
para o tratamento da cromoblastomicose ja foram utilizados, mas até o
momento nao existe uma terapia padrdo. Em alguns casos, a cormreta
identificagdo do agente etiologico pode auxiliar na indicagdo terapéutica, pois
algumas espécies respondem melhor a determinados tratamentos do que
outras.

Com o objetivo de auxiliar o diagnéstico laboratorial da
cromoblastomicose, foi desenvolvido um teste para identificagio molecular e
deteccdo rapida da Fonsecaea pedrosoi, empregando-se a metodologia da
PCR-duplex com iniciadores especificos para a F. pedrosoi e universais para
fungos. Esse teste mostrou-se altamente especifico para a F. pedrosoi e
portanto, indicado para ser utilizado na identificagdo molecular desse fungo.
Também com o intuito de avaliar as caracteristicas fenotipicas e genotipicas de
cepas de F. pedrosoi oriundas de pacientes com varios anos de infecgéo, 47
amostras, isoladas de modo sequlencial, de 11 pacientes foram analisadas por
ERIC-PCR, REP-PCR, RFLP e sequenciamento da regido /TS1-5.8S-/TS2 do
complexo rDNA. Por ERIC-PCR e REP-PCR foram detectados 15 gendtipos e,

por RFLP. 6 gendtipos. As técnicas combinadas geraram 20 genétipos. Com



4

base nos resultados de sequenciamento, foi possivel detectar dois tipos de
seqiéncia que apresentaram 97% de similaridade sendo homdlogas as
sequéncias de Fonsecaea pedrosoi disponiveis em bancos génicos. De modo
geral, pode-se observar que a espécie F. pedrosoi apresenta variagao
molecular e genética entre diferentes cepas e mesmo entre as cepas isoladas

de um mesmo paciente.



Andrade, T. S. Phenotypic and genotypic characterization of Fonsecaea
pedrosoi strains isolated from patients with chromoblastomycosis. Sdo Pauio,
2004. 132p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Universidade de Saao Paulo.

The chromoblastomycosis is a subcutaneous infection caused by
dematiaceous fungi, such as the Fonsecaea pedrosoi. The pleomorfism and the
similarity between genus and species that are characteristics of these fungi, can
interfere on the morphologic identification. Several therapeutic regimens for the
chromoblastomycosis treatment have aiready been used, but tell now there is
not any standard therapy. In some cases, the correct identification of the
etiologic agent can help in the treatment because some speéies have a better
response to some treatments than to others.

A test was developed to the molecular identification and quick detection
of the Fonsecaea pedrosoi with the purpose of helping the laboratorial
diagnoses of the chromeoblastomycosis, using the PCR — duplex methodology
with specific oligonuclectide primers for the Fonsecaea pedrosoi and universals
for general fungi. This test is highly specific and sensible for the Fonsecaea
pedrosoi and so, it is indicated for the molecular identification of this fungus.

Another purpose of this study was to evaluate phenotypic and genotypic
characteristics of the Fonsecaea pedrosoi strains isolated from patients with a
long-term infection. For this reason 47 samples, isolated sequentially, from 11
patients were analyzed by ERIC-PCR, REP-PCR, RFLP and sequencing of the

region ITS1 — 5.8S - ITSZ of the rDNA complex. Fifteen genotypes were found



by ERIC-PCR and REP-PCR and six genotypes were found by RFLP, the
combination of the methods showed twenty genotypes.

Based on the resuits of sequencing it was possible to detect 2 types
sequences that presented 97% of similarity and the available Fonsecaea
pedrosoi sequences in gene banks were homological.

In general, the Fonsecaea pedrosoi strains presents a molecular and

genetic variation between different strains and even between isolated strains of

the same patients.

gi18LIO TECA .
Faculdade de Ciéncias farmacéulicas
Universidade de 330 Paulo
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Introdugao

1. Fisiopatologia e epidemiologia da cromoblastomicose

A cromoblastomicose é uma micose subcutanea de evolugdo lenta,
cronica, adquirida através de ferimentos com plantas ou qualquer corpo
estranho que veicule um dos diversos agentes etioldgicos. Estes usualmente
se encontram dispersos na natureza, e ja foram recuperados do solo e de
matéria organica em decomposigdo em todo mundo (AL-Doory, 1972; Lacaz et
al, 1991; Schell et al, 1999).

A distribuicdo geografica da cromoblastomicose estd relacionada ao
clima, sendo mais freqiente em paises de clima tropical e subtropical. No
Brasil, prevalece nos Estados das regides norte, nordeste e sul {Londero e
Ramos, 1976; Londero e Ramos, 1989; Silva et a/, 1991; Silva ef a/, 1992; Silva
ef al, 1998; Silva et al., 1999; Queiroz-Telles, 1997). Recentemente, (Piveta ef
al, 2002) o Brasil foi considerado o primeiro pais em incidéncia dessa micose,
com 1,6 casos/10.000 habitantes, ultrapassando o numero de casos divulgados
em Madagascar (1,2 casos/10.000 habitantes), anteriormente referido como o
primeiro pais em incidéncia dessa micose (Esterre et al, 1996}.

A incidéncia da cromoblastomicose é maior em individuos do sexo
masculino, na faixa etaria de 31 a 40 anos (A-Doory, 1972; Lacaz et al, 1991;
Castro, 1998). Além disso, devido a sua predominéncia em areas rurais pode
ser considerada doenga ocupacional. No Nordeste do Brasil, a exposigdo de
trabalhadores rurais ao babagu (Orbignya phalerata martins) foi relacionada ao
aparecimento da doenga em alguns pacientes, dos quais foi isolada a
Fonsecaea pedrosoi (Silva ef al, 1995). Essa espécie foi recentemente

detectada, por cultura e microscopia eletrénica, em uma planta conhecida na
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regido Norte como “Maria fecha a porta” e na regido Sudeste como “dormideira”
(Mimosa pudica) (Salgado et al, 2004). Os autores, também isolaram esse
fungo de uma les&o produzida pela referida planta em uma mulher.

Na Venezuela, pacientes com cromoblastomicose por Cladophialophora
(Cladosporium) carrionii relataram que se feriram com cactaceas (Rifferocereus
griseus e R. deficiens), plantas comumente encontradas na regido endémica
desse pais e das quais o fungo ja foi isolado (Zeppenfeldt ef al, 1994).

A doenga tem inicio quando o fungo penetra o tecido cutaneo e origina
um processo de infecgdo micdtica com erupgdo de papulas, verrugas ou
nddulos que posteriormente podem ulcerar. A localizagdc é, de modo geral,
podal, mas pode ocorrer também em pernas, nadegas e, com menos
freqiéncia, nas maos e bragos. No entanto, ja foram observados casos de
infec¢do na regido auricular, nasal e em outras partes do corpo (A-Doory, 1972;
Lacaz ef al, 1991).

A doenga nac compromete o estado geral dos pacientes, mas com ©
passar dos anos pode incapacitar o individuo para o trabalhc e o convivio
social. Alguns autores tém relatado casos em associagdo com hanseniase,
micetoma e cancer (A-Doory, 1972; Silva et al, 1594},

Embora diversos pesqguisadores tenham classificado as diferentes
formas de lesdo verrucosa como nodosa, confluente e ulcerosa, observa-se
que, de modo geral, o inicio e a evolugdo de qualguer detas sao os mesmos (A-
Doory, 1972; Lacaz ef al, 1981). Iniciaimente, no local da inoculagdo forma-se
uma pequena papula elevada, eritematdide e nao pruriginosa, podendo
desaparecer espontaneamente. O desenvolvimento dessa pequena alteragao

pode ser lento, formando-se, entdo, placas verrucosas eritematosas. Com



frequéncia, formam-se nodulos com centro avermelhado ou acinzentado,
duros, com destacada proje¢do sobre a superficie da pele. A disposigdo e a
configuragdo dos mesmos conferem ao processo clinico aspecto de ‘“couve-
flor”, geralmente pontilhada de elementos negros (b/ack dots). Com frequéncia,
essas lesBes estdo associadas as infecgdes bacterianas, secundarias (A-
Doory, 1972; Rippon, 1988).

Clinicamente, algumas formas de cromoblastomicose podem ser
confundidas com varias doengas como blastomicose, sifilis terciaria,
tuberculose verrucosa da pele, micetoma, leishmaniose, algumas formas de
candidiase mucocutanea cronica, esporotricose, lupus eritematosoc e
hanseniase {A-Doory, 1972; Rippon, 1988, Lacaz et a/, 1991). Em todos os
casos, a simples demonstragdo do fungo no exame direto do material da les&o

e em cuituras estabelecem o diagndstico (McGinnis, 1983).

2. Tratamento da cromoblastomicose

A cromoblastomicose € uma doenga é de evolugéo lenta e por isso 0
paciente demora a procurar o servigo de saude. Isso dificulta o tratamento que,
na maioria das vezes, é apenas paliativo. Diversos esquemas terapéuticos ja
foram utilizados, mas poucos sdo os relatos de cura (BONIFAZ et al, 1997,
BOPP, 1978; CASTRO,1992; CASTRO, 1998, ESTERRE et al, 1996
QUEIRQZ-TELLES et al, 1892; YU, 1995). Esses esquemas incluem processos
fisicos, cinirgicos e quimioterapicos, mas ndo existe um consenso sobre o
procedimento a ser adotado. De modo geral, o tipo da lesdo, a duragio da
doenga, o sitio de infec¢do, assim como, as condigbes fisicas e econémicas do

paciente direcionam a terapéutica.



Nos primeiros estagios da doenga, aiguns autores indicam a excisdo
cirurgica, eletrodissecagdo, uso do forno de Bier ou criocirurgia. Em estagios
mais avangados, a conduta preferencial tem sido a administragdo de
medicamentos de modo isolado ou em associagio (Castro,1992; Kullavanijaya
et al, 1995; Lavalle et al, 1987; Lopes et al, 1979; Queiroz-Telles, et al, 1997).

A administragdo oral de iodeto de potassio associada a administragio
endovenosa de iodeto de sodio, foi um dos primeiros tratamentos a ser
utilizado como terapéutica compiementar {Lacaz et al, 1991). Em 1957, Bopp
conseguiu bons resultados com a associagao vitamina D2 e iodeto de sddio.

Durante a década de 60 e inicio dos anos 70, varios pesquisadores
relataram o uso de tiabendazol com algum sucesso terapéutico e esse
tratamento ainda é utilizado em alguns casos (Esterre et al, 1996; Solano,
1966). Mais tarde, em 1978, Lopes e colaboradores relataram que a 5-
fluorocitosina, administrada por via oral, sob a forma de comprimidos e por via
topica, sob a forma de pomada, foi eficaz no tratamento da cromoblastomicose.
Entretanto, foi observou-se ocorréncia de resisténcia com o uso prolongado
desse agente terapéutico (Lopes et al, 1978). Posteriormente, esses e outros
autores preconizaram 0 uso da associagdo de anfotericina B com 5-
fluorocitosina (Bopp, 1978; Lopes et al, 1979). Apesar de ser considerado por
muito tempo o tratamento de eleigdo, sua aplicagdo depende em grande parte
do estado fisico do paciente. Isso se deve a nefrotoxicidade e a
hepatotoxicidade induzidas pelas drogas, o qué pode levar & suspens&o do
tratamento (Lacaz et al, 1991). A S5-fluoracitosina também ja foi utilizada em
associagdo com outros quimioterapicos, como tiabendazol e cetoconazol, com

resultados variaveis (De Clercq et al, 1985),



Em 1978, Yanase e colaboradores utilizaram, pela primeira vez,
anfotericina B intralesionalmente. Em 1991, Cueva-Paz obteve algum sucesso
com aplicagdes topicas, sob a forma de pomada, e administracdes
endovenosas desse poliénico.

Na decada de 80, o cetoconazol foi indicado por diversos pesquisadores
que observaram melhora clinica (Greene ef al, 1990; McBumey, 1982). Em
1987, Ganer realizou o primeiro estudo clinico com um dos azoéis de ultima
geragdo, o itraconazol, e observou bons resultados para dois pacientes com
cromoblastomicose. A partir dai, varios estudos tém demonstrado a eficacia do
tratamento com esse triazol (Borelli, 1987; Kumar, 1991; Queiroz-Telles et al,
1992), mas ainda ha casos de pacientes que nao respondem a essa terapia
(Borelli, 1997; Castro, 1992; Restrepo, 1994). Por outro lado, foram observados
bons resultados com associacdo de itraconazol e criocirurgia. A cura, ocorrida
em aiguns casos, foi comprovada por meio de acompanhamento clinico e
laboratonal durante meses e, em alguns casos, durante anos (Bonifaz et al,
1997; Kullavanijaya et al, 1995). Qutros triazdis, como o fluconazol e o
saperconazol também ja foram empregados, mas sucesso terapéutico foi
observado em poucos casos (Diaz et al, 1992; Franco et al, 1992).

Na ilha de Madagascar, o uso da terbinafina em pacientes com
cromoblastomicose tem sido referido como eficaz (Esterre et al, 1996).

Embora diversos tratamentos possam ser utilizados, verifica-se, na
literatura consultada, que € pequeno o nuimero de relatos sobre cura definitiva
comprovada. Segundo alguns autores (Castro, 1998, McGinnis, 1983), é
necessario acompanhamento de cura clinica e micoldgica durante anos apds o

término da terapia, visto que, os casos de recidiva sdo frequentes. Nao séo
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raros os relatos de cura, seguida de acompanhamento durante meses, mas a
maioria dos pacientes envolvidos sofre recidiva apds alguns anos (Castro,
1988; McGinnis, 1983). Muitas vezes a dificuldade na cura deve-se ao proprio
paciente que, ao perceber melhora clinica, abandona © tratamento; o retorno
desses pacientes ao servico de saude usualmente ocorre apos o
reaparecimento e agravamento das lesdes.

Mesmo apds 10 anos de uso, o itraconazol continua sendo muito
utilizado no tratamento da cromoblastomicose, sendo considerado por alguns
autores como droga de escolha (Hoog ef al/, 2000). Além do uso da terbinafina
com sucesso por alguns pesquisadores (Esterre ef al, 1996; Sevigny e Ramos,
2000), outras tentativas de tratamento tém sido realizadas como, por exemplo,
a associagdo de itraconazol e terbinafina {Gupta et al, 2002), e a utilizagao de
um composto obtido através de extragao alcodlica do alho (Alfium sativum),
denominado de ajoene ([E, Z]-4,59-rihiadodeca-1,6,11-triene S-oxide). Esse
composto mostrou-se eficaz in vivo e in vifro, sobretudo quando utilizado contra
cepas de Cladophialophora carrionii (Pérez-Blanco et af, 2003). Entretanto, sao
necessarios estudos mais amplos, a fim de se comprovar a real eficacia desses
compostos, utilizados de forma isolada ou associada, uma vez que, apds algum
tempo, a maioria dos pacientes apresenta recidivas das lesdes, independente
do tratamento realizado.

Uma maneira de avaliar a eficacia terapéutica é a determinag¢ao do perfil
de suscetibilidade do fungo frente ao agente antifungico utilizado no
tratamento. Esse procedimento & indicade porque o estabelecimento do
diagnéstico clinico de cura definitiva, ou até mesmo parcial, pode levar meses

ou anos, pois a resposta a terapéutica na cromoblastomicose quase nunca é



imediata. Portanto, a analise do perfil de susceptibiidade da cepa isolada do
paciente em tratamento pode fornecer subsidios para a manutengéo da terapia
ou entao a substituigdo por tratamento mais adequado. Em trabalho recente,
foram encontrados elevados valores de concentragao inibitéria (CIM) para o
itraconazol frente a cepas isoladas de pacientes com cromobiastomicose e sob
tratamento com esse antifungico (Andrade et a/, 2004). Esses valores foram
mais bem evidenciados com isolados sequenciais de alguns pacientes. Em
dois desses casos, pode-se estabelecer correlagdo entre elevados valores de
CIM e piora ne quadro clinico desses pacientes.

A baixa eficacia terapéutica também pode resultar de infec¢do por cepas
de fungo resistentes (Espninell — ingroff, 1997). Além disso, o longo periodo de
infeccdo pode determinar modificagdes nas caracteristicas morfolégicas usuais,
impossibilitando, muitas vezes, a identificagdo do agente da
cromoblastomicose (Andrade ef al, 2003 ).

Além de eventuais dificuldades no diagndstico clinico da doenga, ©
tratamento também pode ser dificuitado quando a identificagdo cormreta do
agente ndo é alcangada. Esse problema € mais importante em doengas como a
cromobiastomicose, a feo-hifomicose e 0 eumicetoma, onde cada agente
responde de forma diferente aos antifingicos disponiveis (Esterre et al, 1996;
Restrepo, 1994).

De modo geral, as micoses subcutaneas, como a cromoblastomicose,
apresentam caracteristicas clinicas especificas, que permitem ao especialista
chegar ao diagnéstico e instituir o tratamento adequado. Algumas vezes,

porém, essas micoses apresentam aspectos clinicos similares (Lacaz et al,
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Os agentes da cromoblastomicose, assim como os do eumicetoma, da
feo-hifomicose e da esporotricose, sdo fungos demacios (Schell et al, 1995,
Padhye e McGinnis, 1999). Esses fungos apresentam pigmento marrom
escuro, denominado melanina, em sua parede celular. Esse pigmento € um
antioxidante natural, importante na sobrevivéncia e longevidade dos propagulos
fungicos, além de confenr maior patogenicidade e viruléncia a esses fungos
(Wheeler e Bell, 1987; Feng et a/, 2001; Alviano et al, 2004).

Os agentes da cromoblastomicose tém crescimento lento, requerendo
até 14 dias para o isolamento. As colbnias s&o escuras, aveludadas, com
centros elevados. A analise macroscopica ndo identifica o fungo causador,
porque as colénias desses agentes possuem caracteristicas morfoldgicas
similares.

Os fungos causadores dessa micose incluem: Fonsecaea pedrosoi,
Cladophialophora carnonii, Phialophora verrucosa, Fonsecaea compacta,
Rhinocladiella aquaspersa e, mais recentemente, tém sido relatadas espécies
de Exophiala (Queiroz-Telles et al, 1996; Padhye et al, 1996; Barba-Goméz et
al, 1992).

Microscopicamente, verifica-se que Fonsecaea pedrosoi (Figura 2) é
fungo pleomorfico, isto &, pode apresentar mais de um tipo de conideogénese.
O género é caracterizado pelo desenvolvimento de conidiéforo que origina
camada primaria de conidios, os quais produzem conidios simpodiais. Estes
evoluem para células de conideogénese, as quais originam outras camadas de
conidios; os primeiros sao largos (2,5um x12um), seguindo-se conidios
menores (1,8 pm x 3,2 um). Usualmente, este processo resulta em apenas

duas ou trés camadas de conidios que constituem as caracteristicas
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morfoldgicas do género Fonsecaea. No entanto, a partir desses conideos pode
haver a formagdo de trés tipos de esporulagdo: a) tipo cladosporium:
conididforos de comprimentos variados, eretos. Conidios unicelulares ou
bicelulares, em forma eliptica, dispostos em cadeias acropetas; b) tipo
rhinoctadiella: conidiéforos nodosos com esporulagdo acropleurdgena. Os
conidios estdo unidos por apiculos ao conididforo; ¢) tipo phialophora:
esporulagao semi-endogena em fidlides, com colaretes conspicuos. chell ef

al, 1999; Hoog ef af; 2000).

Figura 2. Fotomicrografia de Foncecaea pedrosoi, mostrando conidiéforos eretos com

formacéio tipica tipo cladosporium

A Fonsecaea compacta também é fungo pleomdrfico. Apresenta os trés
tipos de esporulagado de F. pedrosoi, sendo que a unica diferenga entre as duas
espécies estd na maior quantidade de esporulagdo em F. compacta, 0 que
dificuita a visualizagdo da conidiogénese(Scheli et a/, 1999; Hoog ef al, 2000).

A Cladophialophora (Cladosporium) carionii apresenta hifas septadas,

ramificadas e demaciadas. Os conididforos sio eretos, originam os conidios
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unicelulares e elipsdides. Esses possuem, em meédia, 2,5 um a 4,5 um e
formam cadeias acropetas (Schell et al, 1999; Hoog et &/, 2000).

A Phialophora verrucosa produz hifas septadas, ramificadas e
demaciadas. Os conidioforos s&o diferenciados em simples ou ramificados. As
fialides sdo monofialidicas, obclavadas com constri¢do na base do colarete em
forma de taca. Os conidios ndo possuem septos, medem de 1um a 2,5 um x
2.4 um a 4,9 um, ficando aglomerados no colarete (Schell et &/, 1999; Hoog et
af, 2000).

As hifas da Rhinocladiella aquaspersa sao septadas, ramificadas,
demaciadas e os coniditforos sao eretos, de parede celular espessa e
simpodial. Os conidios s&o unicelulares alongados (raros bicelulares),
acropleurégenos, com didmetro de 2um a Sum aproximadamente(Schell et al,
1999; Hoog et al, 2000})..

A identificacdo dos fungos demacios pelos métodos morfologicos de
rotina &, muitas vezes, dificil, devido ao pleomorfismo que € comum a esses
fungos (Schell et al, 1999). Nesses casos, é necessario enviar as cepas a
centros de referéncia para serem identificadas. Além disso, tratamentos prévios
da cromoblastomicose com antifungicos também podem contribuir para alterar
as caracteristicas morfologicas do fungo, dificultando a sua identificagao.

De modo geral, os métodos morfologicos de identificagdo sao
demorados e algumas vezes s&o inconclusivos. Isto ocormre, por exemplo,
quando os fungos néo desenvolvem caracteristicas morfologicas peculiares de
determinada espécie. Esse fato & observado, com freqliéncia, em espécies
antropofilicas do género Trichophyton (Gréaser et al, 2000) que apesar de ndo-

demacios, sua identificagdo também é controversa (Graser et al, 2000). Por

~ BIBLIOTECA
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serem mais bem adaptadas ao ser humano, essas espécies senvolvem
poucas estruturas conidiogénicas, o que tor necessario o emprego de testes
bioquimi s para sua identificagdo. Mesmo assim, muitas vezes nédo € possivel
determinar a espécie isolada (Gi_.er et al, 2000).

No caso dos fungos demacios, a dificuldade d identificagdo ndo esta na
falta de conidiogénese e sim no grau de pleomorfismo em uma mesma
espécie, ou seja, a presenga de mais de um tipo de conidiogénese. Como
exposto acima, um exemplo é a Fonsecaea pedrosci que apresenta trés tipos
de conidiogénese: cladosporium, fialéfora e rinocladiela (Schell et al, 1999;
Hoog et al, 2000; McGINNIS, 1980).

Apesar da conidiogenese predominante ser, na maioria das cepas de F.
pedrosoi, do tipe cladosporium, também podem ser encontrados em uma
mesma cepa os trés tipos de esporulagdo, como podemos observar nas
figuras 3 e 4, que mostram diferentes aspectos micro-morfolégicos de m

mesmo isolado.

Figura 3: Fotomicrografia de Fonsecaea pedrosoi com esporulagdo tipo cladosporii e
tipo fial6fora.
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Figura 4: Fotomicrografia de Fonsecaea pedrosoi com esporuiagao tipo rinocladiela.

Fungos do género Exophiala e Rhinocladiella também podem apresentar
mais de um tipo de conidiogénese (McGinnis, 1978; McGinnis e Schell, 1980).
A fim de se resolver esse probiema, foram desenvolvidos testes bioquimicos
para os fungos do género Exophiala (Hoog et al, 1995). Entretanto, assim como
acontece com os fungos do género Trichophyton, muitas espécies ainda nao
sdo passiveis de serem identificadas (Rogers ef a/, 1999).

Também ha casos de fungos cuja identificagdo € prejudicada por nao
produzirem conidios no primeiro isolamento, mesmo quando se utlizam
métodos auxiliares para estimular a conidiogénese. Nessas condigdes, o0s
fungos s&o classificados na Forma ordem Mycelia Sterifa (McGinnis, 1980;
Pires et al, 1996; Andrade et a/, 1997).

Portanto, como podemos observar, existem varios problemas que
podem dificultar o isolamento e a identificag&o correta do fungo. Esse fato pode
acarretar falha no tratamento que, em ultima instancia, pode significar um risco
a vida do paciente. Essa observagao é pertinente, considerando-se que muitas

infecgdes fungicas podem levar o paciente a 6bito em pouco tempo. Como
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exemplo podemos citar principalmente as infecgdes sistémicas oportunistas
como a zigomicose, a hialo-fifomicose e a feo-hifomicose. Nesses casos, o
diagndstico na maioria das vezes é realizado pds mortem. Entre os fungos
demacios, sdo exemplos dessas intercorréncias infecgbes  por
Cladophialophora bantiana, Wangiella (Exophiala) dermaltitidis ou por
Ramichioridium mackenziei. Essas espécies sdo consideradas extremamente
patogénicas, porque possuem neurotropismo e a infecgde cerebral primaria
pode se disseminar. Por isso, o diagnéstico in vivo é muito dificil {Dixon et al,
1989; Rossmann ef a/, 1996; Schell et al, 1998; Horré e Hoog, 1999).

Além de esses fungos possuirem o pigmento melanina, comprovado
como um importante fator de viruléncia (Brush and Money, 1999; Feng et al,
2001), eles também pertencem a familia Herpolnchiellaceae, a qual tem
potencial evolugdo ecologica, pois possui enorme poder de adaptagao como
patégeno de humanos ou outros vertebrados (Horré e Hoog, 1999). Esse fato é
apoiado pelos casos de cromoblastomicose, feo-hifomicose e micetomas que
sdo ocasionados por diversos membros dessa familia (Horré e Hoog, 1999).

Portanto, o emprego de métodos de diagndstico rapido pode ser valioso

para o inicio de terapia adequada, em casos onde os métodos classicos de

isolamento e identificagdo do agente nao sao adequados.

3.2, Métodos Imunolégicos
Além dos métodos morfolégicos, os testes imunolégicos podem ser
aplicados no auxilioc ao diagnostico de diversas micoses. Essas provas sdo

principaimente indicados quando ¢ tempo de cultivo é demorado e o fungo é de
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dificil isolamento, como, por exemplo, na paracoccidioidomicose (Brummer et
al, 1993) e na histoplasmose (Wheat ef a/, 1986).

A aplicacdo de testes imunoldgicos para diagnéstico e seguimento da
doenca tem evoluido muito na uitima década. O desenvolvimento de moléculas
antigénicas purificadas, antigenos recombinantes e anticorpos monoclonais
proporcionaram avangos significativos nessa area e esses avangos tém
proporcionado reagbes mais sensiveis e especificas que as anteriormente
obtidas {Costa et a/, 2000).

Técnicas como: fixagdo de  complemento, imunodifuséo,
imunofluorescencia  indireta, aglutinagdo em latex, Enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) e immuncblotting estdo sendo utilizadas tanto
em pesquisa como em rotina (Costa et al, 2000). Entretanto, apesar dos
avan¢os alcangados nessa area, a ocorréncia de reagdo cruzada nos testes
ainda constitui um grande problema para os pesquisadores. Esse fenomeno é
com frequéncia observado em regides onde diferentes micoses sdo endémicas,
como, por exemplo, em paises da América Latina, onde a
paracoccidioidomicose, a doenga de Jorge Lobo e a histoplasmose coexistem
(Verweij ef al, 2000}.

O diagndstico imunoldgico de micoses causadas por fungos demacios,
ainda é objeto de diversos estudos. Muitos ensaios ja foram realizados com o
objetivo de se obter antigenos especificos de natureza proteica (Espinel-Ingroff
ef al, 1986; Esterre et al, 1997; Vidal et a/, 2003) e ou lipidica (Barros e
Resende, 1999) utllizados em técnicas como imunodifusdo dupla,

contraimunoeletroforese e ELISA (Villalba ef al, 1988; Vidal et al, 2003).
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Embora esses testes tenham mostrado aita especificidade, a sensibilidade foi
baixa (Vidal et a/, 2003; Abliz ef a/, 2003).

Em estudos recentes (Esterre ef al, 2000; Vidal et al/, 2003), verificou-se
que o emprego de antigenos somaticos na técnica de ELISA pode ser util no
diagnostico e no acompanhamento da cromobiastomicose. Esse teste mostrou-
se aitamente especifico e apresentou maior sensibilidade do que a observada
utilizando-se técnicas de precipitagdo, como a contraimunoeletroforese e a
imunodifusao dupla (Vidal et al, 2003). Em trabalho recente, a técnica de
immunoblotting revelou uma fragéo com aproximadadamente 54 kDa presente
em antigenos somaticos e metabdlicos de Fonsecaea pedrosoi, que mostrou
sensibilidade de 96 6% e especificidade de 100%, quando avaliada frente a 60
soros de pacientes com CBM causada por este fungo, 36 soros de
esporotricose, 34 soros de leishmaniose cutanea e 48 soros de individuos
normais (doadores de sangue), sendo portanto, mais sensivel e especifica em
comparag¢do com as outras provas ja testadas, podendo ser a técnica de

eleigdo para testes em rotina laboratonal (Vidal et al, in press).
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3.3. Métodos Moleculares

Na atualidade estdo sendo utilizados métodos moleculares para
estabelecer padrbes que possam auxiliar no diagnéstico e na identificagio
correta de algumas espécies de fungos (Hoog et al, 1995).

Um desses meétodos &€ a PCR (Polimerase Chain Reaction) desenvalvida
por Kary Mullis em 1983. O método consiste de uma reagao de polimerizagéo
em cadeia para a amplificagdo de seqlUéncias de DNA por uma reagdo
enzimatica direcionada por iniciadores (Erlich, 19838). A PCR é utilizada para
produzir in vitro grande numero de copias de uma determinada sequéncia de
DNA. A partir dai, o produto resultante da ampiificagdo pode ser utilizado em
uma variedade de aplicagdes. Essa técnica é muito utilizada no diagnéstico
laboratorial de varias doengas, sejam elas de ordem infecciosa ou nao.

Técnicas moleculares de identificagdc e detecgdo rapida como a PCR
tém apresentado potencial aplicagdo no estudo de fungos patogénicos.
Reacdes especificas foram desenvolvidas para leveduras do género Candida e
Cryptococcus (Shin et a/, 1999; Elie et a/,1998) e para fungos filamentosos
como Aspergiflus spp, Scedosporium spp, Clacdophialophora carrioni,
Fonsecaea spp, Hortae weneckii, varias espécies de dermatéfitos e fungos
dimérficos (Martin et al, 2000, Weed et a/, 1898, Abliz et a/, 2003, Abliz et ai,
2003; Abliz et al, 2004, Liu et al, 2002; Lindsley et al, 2001). Esses trabalhos
foram desenvolvidos com a finalidade de identificar o agente isolado
diretamente em cultura ou em amostras bioldgicas (SHIN ef al, 1999; Elie et
al,1998).

Em trabalhos mais recentes (Ninet et a/, 2003; Hall ef a/, 2003; Hall ef a/,

2004) tém sido empregado teste comercial Microseq® D2 large-subunit rDNA
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fungal (Microbial Identification System, Applied Biosystems), na identificagio de
fungos isolados de amostras clinicas. O desenvolvimento desse kit foi
fundamentado na tecnologia da PCR e no sequenciamento da regido 28S
rDNA (utilizada na identificagdo molecular de fungos). O kif é composto de
reagentes para a PCR, reagentes para o sequenciamento, soffware para
identificagdo e analise das seqléncias e mais uma biblioteca de seqiéncia de
acido nucléico fungico.

Os trabalhos realizados com dermatdfitos e leveduras (Ninet et a/, 2003;
Hall ef a/, 2003) demonstraram a possibilidade do uso desse kit em rotina,
sobretudo quando técnicas morfolégicas (fenotipicas) ndo forem conclusivas.
Entretanto, quando o mesmo foi utilizado em testes com fungos filamentosos
(Hall ef a/, 2004) verificou-se a necessidade de ampliagdo da bilioteca
gendmica, pois muitos fungos nao foram identificados pela comparagdo das
sequéncias fornecidas pelo sofiware do kif. Os autores consideram que o
métode é acurade e pode ser utilizado para identificagdo de fungos
filamentosos no laboratério clinico, mas recomendam uma amplia¢do no banco
de dados das sequéncias disponiveis (Hall et al, 2004).

Além de serem utilizadas com finalidade diagnéstica como a PCR,
outras técnicas molecuiares sao empregadas em estudos epidemioldgicos,
taxonémicos e filogenéticos de fungos (Attili ef a/, 1998; Haase et al, 1999;
Spatafora ef a/, 1995).

Uma dessas técnicas é o random amplified polymorphic DNA (RAPD)
(Willians et al, 1990} que foi desenvolvido primeiramente com a finalidade de
detectar polimorfismos entre organismos que nao possuiam sequéncias

conhecidas, possibilitando desta forma a gerag@o de marcadores moleculares e

_BIBLIOTECAN
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a construgdo de mapas genéticos. Esse método também é conhecido como
Arbitranly Primed Polimerase Chain reaction (AP-PCR) (Welsh e McClelland;
1990) e DNA Amplification fingerprint (Caetano-Anoliés et al, 1991).

O método RAPD esta fundamentado na utilizagdo de iniciadores
pequenos e aleatérios para amplificar sequéncias do DNA gendmico pela PCR,
empregando baixas temperaturas de hibridiza¢ao. Nessas condigbes, formam-
se produtos de amplificagao de varios tamanhos que compdem um perfil de
bandas (fingerpnnt) que possibilita a tipagem de determinado organismo.

Varios sistemas bioldgicos ja foram analisados por RAPD, incluindo uma
variedade de fungos (Sam Milan ef al, 1997, Bertout ef al 2001; Bart-
Delabesse ef al, 2001; Defontaine ef a/, 2002). Um estudo realizado com varios
fungos demacios utilizando essa técnica (Caligiorne ef al, 1999) demonstrou
alto grau de polimorfismo para espécies diferentes e baixo grau de
polimorfismo para fungos de uma mesma espécie. Também nesse estudo o0s
autores observaram baixo grau de polimorfismo para os fungos F. pedrosoi e F.
compacta e, portanto, sugerem que a classificagao como espécies distintas
pode nao ser apropriado (Caligiorne ef af, 1999).

Qutra técnica muito utilizada em tipagem molecular de fungos é
Restriction fragment length polymorphism (RFLP) (Nollau e Wagener, 1997)
pela qual o DNA gendémico ou os produtos de amplificagao gerados na PCR
s&0 digeridos com enzimas de restricdo (endonucleases de restricao). Os
fragmentos obtidos sao, entéo; separados por eletroforese e analisados quanto
ao seu tamanho, empregando ou nao sondas de DNA. Os perfis de restrigio
gerados sio comparados e a identidade genética de um certo organismo pode

ser determinada. Essa técnica também ja foi empregada em varios sistemas
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incluindo muitos fungos (Girardin et a/, 1994, Lasker, 2002; Delabesse ef ai,
2001, Ahmed et a/, 1999). Trabalhos com fungos demacios foram realizados
utilizando como alvo os genes que codificam as subunidades de RNA
ribossdmico (rDNA) (Caligiorne et al, 1999; Atilli et al, 1998). Nesses trabalhos
pode-se confirmar, por meio da analise de restricdo enzimatica, a estreita
relagdo que existe entre as espécies de Fonsecaea e seu distanciamento
genético de outros fungos demacios. Com base nessas observagdes, também
foi proposta uma revisdo taxondmica para as duas especies desse género.

Os polimorfismos de DNA do tipo RFLP sao uteis para estabelecer perfis
que permitem diferenciar cepas de varios isolados ou espécies para fins
taxondémicos ou epidemiolégicos. Esses polimorfismos, assim come os gerados
peio RAPD e técnicas de deteccdo direta. como a PCR. tém potencial
aplicagdo no diagnostico laboratorial em varias micoses. inciuindo a
cromoblastomicose.

Essas técnicas podem ser aplicadas no estudo do genoma totai ou em
regides especificas do genoma como. por exemplo. o complexc rDNA. ou em
elementos de repetigéo.

Atualmente, as seqléncias mais utilizadas nos estudos filogenéticos e
diagnésticos compreendem regides que codificam os genes das subunidades
do RNA ribossdmico 18S rDNA, 5.85 rDNA e 285 rDNA (IWES et al, 2002).
Esses genes fazem parte do complexo rDNA, que inclui duas regides
espacgadoras internas (infernal transcnbed spacers) (Figura 5). A regiao
espacadora transcrita interna 1 (ITS1) esta localizada entre © 18S rDNA e 5.8S5
rDNA e a regido espagadora transcrita interna 2 (ITS2) esta localizada entre o

5.85 rDNA e 28S rDNA. Alem dessas seqiéncias. o complexo rDNA também
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possui duas regides espagadoras externas (external transcnbed spacers), uma
ao gene 18S e outra ao gene 28S rRNA, denominadas ETS1 e ETS2. Os
genes do complexo rDNA sdo encontrados em todos os microrganismos e
conhecidos por acumular mutagdes a uma velocidade constante (IWES, et al,

2002).

5} ETS1T 188 ITS1 585 ITS1 288

ETSL{ | | [ | I

Figura 5. Representacdo do complexo DNA ribossdmico, constituido dos genes que codificam
as subunidades de rRNA 18S, 5.85 e 285, e as regides espagadoras extemas (ETS1
a ETS2) e as regibes espacadoras intemas (ITS1 e ITS2).

Na levedura Saccharomyces cerevisae, que foi o primeiro fungo a ter
seu genoma completamente seqlenciade, o complexc rDNA esta localizade no
Cromossomo Xli e seu tamanho € de aproximadamente 9Kb. O complexo se
repete cerca de 140 vezes nesse cromossomo € tem um total de bases
repetidas de quase 1260 kb. Como o tamanho total do genoma do S. cerevisae
é cerca de 13,4 megabases, ¢ complexo rDNA possui aproximadamente 10%
do tamanho de seu genoma total (IWES et a/, 2002). Esse complexo de genes,
com cépias multiplas, possui sequéncias que sd0 conservadas e também
sequéncias variaveis, servindo, desse modo, como referéncia para estudos de
evolugao e divergéncias entre organismos.

O gene 18S possui aproximadamente 1800 pb com regides conservadas

e também variaveis. As sequéncias variaveis do gene 78S sao estudadas para
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diferenciar géneros e espécies (IWES et a/, 2002). O gene 5.8S possui cerca
de 160 pb e é uma regido altamente conservada. Portanto, nao é indicada para
estudo entre diferentes géneros ou espécies (IWES ef a/, 2002). O gene 28S é
0 maior deles e possui aproximadamente 3400 pb. Assim como o 785 contém
regices conservadas e variaveis, sendo, portanto, utilizado também para
estudos diferenciais de géneros e espécies (IWES, et al, 2002).

As regides ETS1 e ETS2 contém sequéncias conservadas, porém o
papel biologico das mesmas ainda nao é totalmente conhecido. Sabe-se que
sao vitais para o processamento inicial do rRNA durante a transcrigdo {IWES et
al, 2002).

As regides ITS1 e ITS2 s&o hipervariaveis, demonstram grande
diversidade genetica entre diferentes organismos e até mesmo dentro da
mesma espécie. Por isso, sdo fundamentais para a diferenciagao filogenética
das espécies (HOOG ef al, 1999). Essas regides também sao importantes para
o processamento inicial do rRNA durante a transcrigao (IWES ef al, 2002).

Embora os estudos das sequéncias ITS1 e ITS2 sejam dteis na
identificagcdo molecular dos fungos (Haase et a/, 1999; Spatafora ef af, 1995).
em alguns casos nao foi possivel a classificagdo filogenética exata. Por
exemplo, no caso dos agentes da cromoblastomicose: Fonsecaea pedrosoi e
Fonsecaea compacta, ainda ha duvidas quanto a F. compacta ser uma sub-
especie da F. pedrosoi ou se realmente € uma outra espécie. (Attili ef a/, 1998).
Por isso, estudos com outras regides do genoma podem ser necessarios, a fim
de se obter informagdes adicionais que possibilitardo um melhor entendimento

da evolugdo entre e inter espécies.
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Além dos polimorfismos do complexo rDNA, outras variantes geneticas
podem ser empregadas no estudo molecular de fungos, como, por exemplo, a
utilizagdo de sequéncias curtas repetidas de DNA (Versalovic ef af, 1991) em
estudos filogenéticos. Essas sequéncias sdo conhecidas como Repetitive
extragenic palindrome (REP) e Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus
(ERIC) e estdo distribuidas pelo genoma. Foram primeiro identificadas em
bactérias.

As sequéncias (REP) e (ERIC) ou Palindromic Units (PU) sao exemplos
de elementos de repetigdo. Esses elementos possuem localizagio
intercistrénica, nao sofrem transposicao e estao envolvidos em varias fungées
biolégicas, comoc terminagdo da transcrigdo, estabilidade do mRNA,
organizagdo dos cromossomos, ou ainda podem estar relacionados com a
patogenicidade (Versalovic ef al, 1991).

A sequéncia consensual REP foi desenhada a partir do alinhamento
multiplo de seqiiéncias de Escherichia coli e Salmonella typhimunum (Stem et
al, 1984). Esta seqiéncia de 38 pb contém 6 posigdes totaimente degeneradas.
(Versalovic ef al, 1991).

A sequéncia ERIC foi primeiro observada no gene tis da bactéria E. coli
(Sharples ef al, 1990) e foi denominada /ntergenic Repeat Units. Mais tarde,
outro grupo de pesquisadores identificou a mesma sequéncia e a denominou
ERIC (Hulton et al, 1991). Esta sequéncia possui 126 pb, e tem uma
localizagdo extragénica, exceto no Vibno cholerae.

Os primeiros estudos com as sequéncias REP e ERIC foram focados em
suas fungGes biolégicas (Stern af al, 1984; Gilson ef a/, 1984). Posteriormente,

um estudo (Versalovic ef a/, 1991} demonstrou, por meio da técnica de PCR, o
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potencial dessas sequéncias em gerar fingerprinters bacterianos, Uteis em
tipagem molecular.

A diferenga basica entre os ensaios de PCR-ERIC e PCR-REP e a
técnica classica de RAPD é o emprege de iniciadores com tamanhos
diferentes, pois para o PCR-ERIC e PCR-REP os iniciadores sdo de tamanho
maior do gue os utilizados normalmente no RAPD.

Os ensaios PCR-ERIC e PCR-REP tém sido empregados em estudos
epidemioldgicos e filogenéticos de varias bactérias e fungos (Louws et a/, 1994,
Gilling et al/, 1997; Gilling et af, 1997; Belkum et a/, 1993; Edel et al, 1995;
Metha ef a/, 2002; Metha et a/, 2002).

Em estudos epidemioldgicos conduzidos com o fungo fitopatdgeno
Stemphylium solani (Metha ef al, 2002, Metha et al 2002), onde foram
empregados os ensaios com PCR-ERIC e PCR-REP, pode-se caracterizar os
isolados de acordo com a regido de origem do fungo e a origem do isolamento
(do algodao ou do tomate). Em outro estudo epidemioldgico, isolados de
amostras clinicas de pacientes neutropénicos e cepas de colegbes de fungos
do género Aspergillus {Belkum et a/, 1993), foram utilizados para comparar
diferentes motifs de repeticdo presentes no genoma de cinco espécies
diferentes de Aspergillus, entre eles, o ERIC. Foram desenvolvidos ensaios de
PCR com seis iniciadores diferentes, um para cada mofif, e o perfil de produtos
gerados permitiu a discriminagio das cinco espécies, independente do iniciador
utilizado. Por isso, os autores consideraram que as técnicas de PCR-ERIC e
PCR-REP podem ser utilizadas na tipagem e caracteriza¢do de espécies

fangicas provenientes de locais diferentes.
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Em fungos patogénicos para humanos, como o0s causadores da
cromoblastomicose, esses elementos de repeticdo ainda nao foram
pesquisados. Entretanto, esses estudos poderiam auxiliar tanto na identificagao
molecular como na identificagdo de cepas de uma mesma espécie, isoladas de
pacientes de diferentes regides ou, entdo, isoladas em diferentes estagios do
tratamento de um mesmo paciente. A partir dos perfis gerados, seria possivel
estabelecer uma correlagao entre os varios aspeclos que envolvem a

cromoblastomicose.
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Objetivos

1. Analisar as caracteristicas fenctipicas e genotipicas de cepas de Fonsecaea

pedrosoi isoladas de pacientes com cromoblastomicose.

2. Comparar as caracteristicas genotipicas e os perfis de suscetibilidade ao
itraconazol de cepas de Fonsecaea pedrosoi isoladas sequencialmente de

pacientes com cromoblastomicose, durante o tratamento com itraconazol.

3. Desenvoiver um teste de PCR para identificagdo molecular de cepas de
Fonsecaea pedrosoi isoladas em cuitura e avaliar a sua aplicabilidade na
diferenciagéo entre esse e outros fungos demacios que também podem

causar micoses subcutaneas.
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MATERIAL E METODOS

1. Cepas

No total, foram analisadas 104 cepas de fungos demacios. Entre essas,
55 foram isoladas de pacientes atendidos na Divisdo de Dermatologia do
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina/USP (HC/USP) (Tabela 1),
sendo 47 recuperadas de modo sequencial de 11 pacientes em tratamento com
itraconazol {Tabela 2) e 8 nao sequenciais (Tabela 3). Também foram
analisadas 13 cepas de pacientes isoladas em outros centros (Instituto Adolfo
Lutz, Universidade Federal do Mato Grosso do Sul, Laboratorio Central de
Saude Pdblica — Bahia e Pontificia Universidade Catdlica de Campinas) e
enviadas para identificagido no laboratdério de Micologia da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas (FCF/USP); essas cepas também foram incluidas em
nossa cole¢do de culturas de fungos demacios (Tabela 4). Dessa colegao,
foram também estudadas 29 cepas doadas peio Instituto de Medicina Tropical
da Universidade de S&o Paulo (IMT/USP), 6 cepas, incluindo a cepa padrao de
Fonsecaea pedrosoi ATCC 46428 (ICB/UFMG), doadas pele Departamento de
Microbiologia do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Minas Gerais (ICB/UFMG). e uma cepa originaria da Unitad de Microbiologia de
la Facultat de Medicina da Universitat Rovira i Virgili, Réus, Espanha.

Todas as cepas foram numeradas de acordo com a data de entrada no

laboratério de Micologia da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (FCF/USP).
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Tabela 1. Caracteristicas clinico - epidemiolégicas dos pacientes com cromobiastomicose
atendides na Divisdo de Dermatologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina/UsSt
e com acompanhamento entre dezembro de 1995 a maio de 2002.

{dade Duragdo Procedéncia Local de Tratamentos
Pacientes Forma clinica
/ sexo da doenga (estados) infeccaa Gravidade americres
JDN 92/M 14 anos BA m&o, brago  placa, verrucosa  moderada iraconazo!
AM.J 68/F 6 anos MG pemas nodular, tumoral severa cetoconazol
OAS 73/M 17 anos MG permnas e pés  nodular, tumoral severa fluco® + C-LN2~
JZN 55/M 16 anos RO pés placa, vernicosa  moderada cetoconazol
JGL 72/M 10 anos ni pernas placa moderada  Sem fratamento
cetoconazol
JMC 50/M 11 anos BA pernas placa verrucosa  moderada +itraconazol
+suifa
MFS 75/M 14 anos BA pés placa verrucosa  moderada ni
Pemas e i itraconazol +
QP 71/M  6anos RO nodular, tumoral ni .
pés terbinafina
ulcerada, .
AJO 36/F 7anos PE pernas leve ni
verrucosa
FJOS 47/M ni' ni Mao ni ni ni
. . ltraconazol +
JRS 54/M 11 anos RO ni ni n .
terbinafina
JRO 51/M nd ni pernas placa, verrucosa  rmoderada ni
] derad itraconazol + C-
FCs 53/M  410anos BA gltteo placa, verrucosa  moderada LN,
EGS 79/M 50 ancs BA pés placa, verrucosa  moderada  Amb + C-LN:
AJM ni/M nd nd brago placa, vermucosa  poderada ni
EPC ni/M 10 anos BA pernas placa moderada ni
MFP ni/M 5 anos BA mao placa moderada ni
JL ni/M ni ni ni ni ni ni
OFA ni/M ni ni pernas placa, verrucosa ni ni

iz n3o informado; Auco: Yluconazol: ‘C-LNp criocirurgia por nitrogénio liquido; “Amb:

anfotericina B.
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Tabela 2. Cepas isoladas de modo seqilencial entre dezembro de 1995 a maio de 2002 de 11

pacientes com cromoblastomicose, atendidos no Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da Universidade de So Paulo (n=47).

Paciente NGmero da cepa FCF/USP  Identificagdo morfolbgica Data de coleta
JEN T12 Fonsecaea pedrosoi Dezembro f 95
JON T28 Fungo nao esporulante 09/12/97
JON T32 Fungo ndo esporulante Abril / 98
AMJ T19 Fonsecaea pedrosoi 26/08/97
AMY T27 Fonsecaea pedrosoi 02/12/97
AMJ T29 Fonsecaea pedrosoj 02/04/98
AMJ T30 Fonsecaea pedrosol 07/04/98
AMJ T756 Fonsecaea pedrosoi 18/09/01
AMJ T76 Fonsecaea pedrosoi 16/10/01
AMJ T80 Fonsecaea pedrosoi 1112001
AMJ T84 Fonsecaea pedrosof 08/08/02
QAS T20 Fonsecaea pedrosoi 26/08/97
QAS T22 Fonsecaea pedrosoi 30/09/97
QAS T31 Fonsecaea pedrosof 28/04/98
OAS T50 Fonsecaea pedrosol 25/04/99
QAS T55 Fonsecaea pedrosof 14110409
QAS T57 Fonsecaega pedrosof 06/07/00
QAS 165 Fonsecaea pedrosof 10/10/00
QAS T69 Fonsecaea pedrosof 10/01/01
QAS T70 Fonsecaea pedrosoi 20/03/01
OAS T71 Fonsecaea pedrosof 27103101
QAS T78 Fonsecaea pedrosoi 08/11/01
JZN T26 Fonsecaea pedrosol 12/12/97
JZN Ta1 Fonsecaea pedrosoi 03/09/98
JZN T45 Fonsecaea pedrosol 02/1999
JZN T72 Fansecaea pedrosof 31/07/01
JGL T34 Fonsecaea pedrosoi 20/06/98
JGL T35 Fonsecaea pedrosci 22/06/98
JMC T36 Fonsecaga pedrosol 29/06/98
JMC T43 Fonsecaea pedrosoi 08/12/98
JMC T46 Fonsecaea pedrosoi 27104198
JMC T47 Fonsecaea pedrosof 25105199
MFS T48 Fonsecaea pedrosoi 25105/59
MFS T51 Fonsecaea pedrosoi 29/06/99
MFS T66 Fonsecaea pedrosoi 2211000
MFS T Fonsecaea pedrosoi 04/10/01
MFS T81 Fansecaea pedrosoi 09/04/01
QP T56 Fonsecaea pedrosoi 01/10/99
QP TEO Fonsecaea pedrosoi 08/8/00
QP T63 Fungo néo esporulante 14/09/00
OP T68 Fungo ndo esporulante 0711100
AJO T64 Fonsecaea pedrosoi 13/09/00
AJO T67 Fonsecaea pedrosoi 14/11/00

_FJO T73 Fonsecaea pedrosoi 08/06/01
FJO T79 Fonsecaea pedrosol 28/08/01

JRS T82 Fonsecaea pedrosoi 28/09/01

JRS T83 Fonsecaea pedrosoi 07105/02
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Tabela 3. Cepas isoladas entre dezembro de 1995 a maio de 2002 de 8 pacientes com
cromoblastomicose, provenientes do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina da
Universidade de S&o Paulo (n=8).

Paciente Nimero da cepa identificagio morfoldgica Data de coleta
FCF/USP
JRO T18 Fonsecaea pedrosoi 01/06/96
FCS T21 Fonsecaea pedrosoi 29/08/97
EGS T33 Fonsecaea pedrosoi 14/05/98
AJM T 37 Fonsecaea pedrosoi 17/07/98
EPC T 40 Fonsecaea pedrosof 15/09/98
MFP T53 Fonsecaea pedrosoi 25/04/99
JL T 54 Fonsecaea pedrosoi Qutubro / 99

OFA T74 Fonsecaca pedrosoi 04/09/01
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Tabela 4. Cepas pertencenies 3 colegdo de cuituras de fungos demacios da Facuidade de

Ciéncias Farmacéuticas da USP. provenientes de outros centros de pesquisa (n=48).

Identificagdo morfolégica Namero Procedéncia direta Procedéncia remota Data do
da cepa isolamento
FCF/USP

Fonsecaea pedrosoi T4 IMTSP 86 Paciente/HC/SP Agosto/1978
Fonsecaea pedrosoi T11 1ALSP Paciente/IlER/SP 24/06/1993
Fonsecaea pedrosai T16 IALSP Paciente/CRTAIDS/SP Agostal 1996
T:;r;:aea pedrosof T17 IMTSP 368 Paciente/HC/SP agosto 1997
Fonsecaea pedrosoi T23 IALSP Paciente/Registro-SP maio 1997
Fonsecaea pedrosoi T24 UFMS Pagr::‘;’::gp" 20/091997
Fonsecaea pedrosoi T25 IALSP Paciente/Registro-SP 2011171997
Fonsecaea pedrosai T38 IALSP Paciente/Sorocaba-SP 270711998
Fonsecaea pedrosoi T 42 IALSP Paciente/Registro-SP 22110/1998
Fonsecaea pedrosoi T 44 LACEN/BA Paciente/BA dezembro 1998
Fonsecava pedrosai T59 1ALSP Pacieme/IER/SP 121062000
_f:';}rsecaea pedrosoi T886 IALSP Paciente/Sorocaba-SP junho 2003
Fonsecaea pedrosoi T110 ATCC 46428 Paciente/MG 1980
Fonsecaea compacia TOB IMTSP 877 Paciente/HC/SP julho 1962
Fonsecaea compacta T94 IMTSP 154 Arg;entina Junho1973
Fonsecaea compacla T95 IMTSP 885 -
Fonsecaea compacta T96 IMTSP 373 Argentina seternbro 1876
Fonsecaea compacta T116 CBS 28547/ FMR 36 Paciente/Porto Rico 1935
Cladophialophora. Carrionii  T02 IMTSP 68/IHM 1367 Uruguai

Ciadophialophora. Carrionii  T107 IMTSP 768 Brasilis’DF —_
Ciadophialophora. Carmionii  T108 IMTSP 690/CDC AS984

Rhinocladiella aquaspersa  T06 IMTSP 776/FMC 242 Bele Hornzonte/MG

Rhinocladiefle aquaspersa  T103 IMTSP891/ATCC24410 Paciente/México —_—
Rhinocladiella aquasparsa  T112 ICB/UFMG 51 Belo Horizonte/MG

Rhinocladiella atrovirens T111 ICB/UFMG 01 Belo hor-i-i_ontefMG

Phialophora venmucosa TO1 IMTSP T3HM 538 Paciente/Uruguai fevereiro 1976
Phialophore verrucosa T03 IMTSP 78/1HM 1559 SolofUruguai

Phialophora verrucose T05 IMTSP 314!!6(‘. 1332 —_
Phialophora verrucosa TO7 IMTSP 800/ \HM 556 Sola/Uruguai

Phialophora verrucosa T09 IMTSP 887 _— margo 1973
Phialophora verrucosa Ti0 IMTSP 843/ IHM 1553 Solo/Uruguai fevereiro 1967
Phislophora verrucosa T109 IMTSP 2214

Exophiala jeansaimei T92 IMTSP 178 Argentina 1976
Exophiala jeanselmei T93 IMTSP 382 Curitiba/PR 1986
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Exophiala jeanseimei

T114

ICB/UFMG 45

Belo Horizonte/MG

Tabela 4. (continuacao)

Exophiala spinifera T97 IMT1036/CDC B1439 setembro 1973
Exophiala spinifera T98 IMTSP 978 Paciente/SP -
Exophiala dermalitidis TOo9 IMTSP 67/CDC B17583 1973
Exophiale dermatitidis T100 IMTSP 581 Paciente/HC/SP 08/08/1985
Exophiala dermatitidis T113 lCBIUF_%%M; wC Paciente -
Exophiala wemecki T101 IMTSP 53 Paciente/HC/SP juiho 1983
Exophiala wemecki T102 IMTSP 911 Paciente/HC/SP 27/0711983
Cladophislophora bantiena  T105 IMTSP 977 Paciente/HC/SP novembro 1984
Cladophialophora bantisna T1068 IMTSP 307/CDC A1980 margo 1960
Cladophialophora bantiana  T115 ICBAJFMG 13
Piadraia horiae T104 IMTSP 164 Paciente/HC/SP
Exophiala spp T49 PUCCAMP Campinas/SP Maio/ 1989
_Rhinocladislfa sp T62 IALSP Campinas/SP- Rondénia 20/09/2000
Fungo nao esporulante T15 IALSP Paciente/lIER/SP 20/03/1996

Legenda:

HC: Hospital das Clinicas

lIER: Instituto de Infectologia Emilio Ribas
IMTSP; Instituto de Medicina Tropical de S&o Paulo;

1AL Instituto Adolfo Lutz Sdo Paulo;

UFMS: Universidade Federal do Mato Grosso do Sul,
LACEN/BA; Laboratorio Central de Saide Plblica - Bahia;
PUCCAMP: Ponlificia Universidade Catdlica de Campinas;
CDC: Centers lor Disease Control, Atianta, EUA;

ATCC: American Type Culture Collection, Manassas, USA;
ICB/UFMG: Institto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal de Minas Gerais;
WC: Wardsworth Center, USA;
CBS: Centraaibureau voor Schimmelcultures, Baarn, Holanda,

FMR: Facultat de Medicina de Réus, Espanha.
IHM: Instituto de Higiene ¢ Medicina
FMC: Faculdade de Medicina
10C: Instituta Osvaldo Cruz
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2. Estudas morfologicos macroscépicos € microscopicos

As cepas de fungos demacios foram repicadas em agar-dextrose-batata
(Difco, Sparks, EUA), contido em tubos de ensaio (20 mL/tubo). Apds sete dias
de incubagdo a 30 °C, um pequeno fragmento da coldnia foi transferido para
uma placa de agar-dextrose-batata (20 mL/placa). As coldnias desenvolvidas
foram analisadas, durante quatro semanas, quanto ac tempo de crescimento,
tamanho e aspectos macromorfolégicos. Foram incluidas nesse estudo apenas
as cepas isoladas de pacientes do HU/USP e as enviadas para identificagéo
por outros centros.

As analises micromorfologicas foram realizadas a partir de microcultivo
em lamina (RIDDELL, 1950) utiizando-se agar-dextrose-batata. As laminas
foram montadas em lactofenol-azul-aigodao (CECON) entre o sétimo e ¢
décimo dia de incubagio a 30°C, dependendo do desenvolvimento da cepa. A
identificagdo morfoldgica foi efetuada com base na conidiogénese do fungo
(McGINNIS, 1980; LACAZ et al., 1991; LACAZ ef al., 1998; Hoog et al, 2000).
Todas as cepas foram inciuidas nesse estudo.

Para as cepas que ndo apresentaram conidiogénese, foi realizado o
microcultivo em agar-agua (McGINNIS, 1980), um meio mais deficiente em
nutrientes que o agar-batata, com a finalidade de estimular ainda mais a
esporulagao.

Os resultados das pesquisas macroscopicas (velocidade de
crescimento, topografia, pigmento, exsudato e textura) e microscopicas
(aspectos relacionados a conidiogénese) foram anotados em uma ficha de
identificagdo morfolégica, incluindo-se também a procedéncia, data de entrada,

data de isolamento e observagdes sobre a cepa em estudo (Anexo 1).

.~ BIBLIOTECA ~_

Faculdade de Ciencias Farmacéuticas
{inivareidards Ao Sin Dautn
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3. Extragdo do DNA genémico

A extragdo do DNA gendmico das cepas foi realizada com base no
método descrito por HOOG e cols. (1999) com modificagdes. As cepas foram
cultivadas por sete dias em caldo maite 2% a 30°C. Em seguida foram
transferidas para microtubos de 1,5 mL, esterilizados, onde foram adicionados
500 plL do tampé&o de lise (EDTA a 1mM pH 8,0; Tris-HCIl a 10 mM pH 8,0; SDS
a 1%; proteinase K a 100 mg/mL) e pérolas de wvidro. A mistura foi
homogeneizada em agitador de tubos durante 5 segundos e incubada em
banho de 4gua a 37°C durante 1 hora. Em seguida foram adicionados 200 uL
de NaCl a 5 M e os tubos foram mantidos em banho de agua a 65°C durante
10 min. A seguir, 100 pL da solugdo de cetiltrimetilbrometo-amdnio (CTAB) a
10% e NaCl a 4,1% foram adicionados e a suspensao foi homogeneizada por
invers@o e novamente incubada a 65°C durante 20 min. O volume foi dividido
em dois tubos. A extragdo do DNA gendmico foi realizada pela adig@o de 400
uL da mistura cloroférmio:alcool isoamilico (24:1, v/v). A seguir, a fase aquosa
foi transferida para outro microtubo esterilizado e o DNA foi precipitado com
800uL de isopropanol gelado. O sedimento foi lavado com etanol a 70% e

suspenso em tampao TE (Tris a 10mM, EDTA a 1mM, pH 8,0).

4, Avaliagao eletroforética e quantificagdo do DNA gen6mico

A integridade das amostras de DNA extraido foi avaliada por eletroforese
em gel de agarose a 1% em tampdo TBE [TRIS-HCI| a 90 mM, acido borico a
90 mM e EDTA a 2 mM (pH 8,0)] utilizando-se uma cuba eletroforética

horizontal da Gibco BRL (Life Technologies Inc., Gaithersburg, MD, EUA).
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As amostras de DNA foram preparadas da seguinte forma: 10 ulL de
DNA e 2 ulL de tampao de amostra para acide nucléico (azul de bromofenol a
0,25 %, xilenociano! FF a 0,25 % e glicerol a 30%). Foi também utilizade o
padrao de tamanho molecular de DNA de 1 Kb {Amhersham Pharmacia
Biotech do Brasil, Sao Paulo, Brasil) diluido no tampao de amostra 1:6 (v/v). O
gel foi submerso em tampao TBE e foram aplicados 12 ulL de cada amostra de
DNA e 5 ulL do marcador de peso molecular.

A separagao eletroforética foi realizada a 100 V, por 30 min, utilizando
fonte de energia (Amhersham Pharmacia Biotech LKB modelo EPS 200 —
Uppsala, Suecia). Em seguida, ¢ gel foi corado com brometo de etidio a 0,5
mg/L por 10 min e as bandas de DNA foram visualizadas scob luz UV,
utilizando-se o sistema de captura de imagens Multimagen Light Cabinet (Alpha
Innotech Co., EUA), e documentadas utilizando-se com o programa de analise
de imagens Chemilmager 4400 v 5.5 (Alpha Innotech Co., EUA).

A quantificagao e analise de pureza {razdo A260/A280) das amostras de
DNA foram realizadas em espectrofotdmetro Beckman DU 640 (Fullerton, CA,
EUA), apods diluicao das amostras a 1:20 em tampé&o TE (pH 8,0) (SAMBROOK
et al, 2001). O DNA de todas as amostras foi extraido e avaliado quanto a

integridade e quantidade.

5. Identificagdo molecular de F. pedrosoi por PCR - duplex

Na identificagdo molecular das cepas de F. pedrosoi, por meic da
técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), foram utilizados dois
iniciadores  universais para fungos, ITS1 e ITS4, que tém sequéncias

homologas as regides que flanqueiam os segmentos ITS1 e ITS2 do gene 5.8
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rRNA. A amplificagdo dessa regido tem sido extensamente utilizada com
finalidade taxondmica e filogenética por ser altamente conservada (WHITE ef
al., 1990). Outros dois iniciadores foram desenhados com base na seqléncia
interna a regiao ITS1 e ITS2 do genoma da F. pedrosoi, disponivel no enderego
htpp:/iwww.ncbi.nim.gov. Esses iniciadores sdo especificos para a F. pedrosoi
e, portanto, permitem a identificagdo molecular da espécie. Esses iniciadores
foram produzidos pela Life Technologies do Brasil (Sao Paulo), receberam a
denominagio de ITSA e ITSAS.

Para a execugdo da reagdo de PCR com iniciadores universais, foram
adotadas condigdes iniciais previamente descritas (ATTILI ef a/, 1998). Os
constituintes da reagdo de PCR foram utilizados nas seguintes concentragdes
finais: 10 mM de deo-xinuleotideas {Amhersham Pharmacia Biotech do Brasil,
Séo Paulo, Brasil), tampao de PCR [Tris-HCl a 75 mM, pH 9,0; KCi a 50 mM;
MgCha 2 mM e (NH4)2 SO4 a 20 mM], 2 U de Taq DNA polimerase (Biotools B
& M Labs, Espanha), 10 mM de iniciadores universais e 200 ng de DNA
gendmico.

As reagdoes de PCR com iniciadores universais foram realizadas no
termociclador automatico PTC-200 (Pelter Thermal Cycler, M&J Research,
EUA) programado com uma etapa inicial de: 96°C por 4 min; 30 ciclos de: 94°C
por 1 min, 58°C (temperatura de hibndizagao) por 1 min, 72°C por 1 min e 30 s;
e etapa final de: 72°C por 10 min.

As andlises das concentragdes finais dos iniciadores especificos e da
temperatura de hibridizagdo da reagdo de PCR tiveram como objetivo a
obtengdo de sinais de amplificagdo com sensibilidade e especificidade

adequadas. As concentragdes finais de iniciadores especificos variaram de 5



40

mM a 10 mM, e a temperatura de hibridizagao variou de 54°C a 62°C. Essas
condigbes foram avaliadas tanto na reagio de PCR individual {com iniciadores
especificos), quanto na reagdo PCR-dup/ex, em que ambos os iniciadores
estavam presentes na reagao.

Os produtos de PCR foram diluidos 6:1 (v/v) no tamp&o de amostra para
acido nucléico e o padrao de tamanho molecular DNA de 100 bp (Amhersham
Pharmacia Biotech do Brasil, Sdo0 Paulo, Brasil) foi diluido em 1:6 (viv). O gel
foi submerso em tamp&o TBE e foram aplicados 12 ul de cada amostra de DNA
e 5 ul do marcador de peso molecular.

Os produtos de amplificagdo foram separados por eletroforese em gel de
agarose a 1% em tampao TBE. A separag&o eletroforética foi realizada a 100
V, por 30 min, utilizando fonte de energia (Amhersham Pharmacia Biotech LKB
modelo EPS 200 — Uppsala, Suécia). Apos a eletroforese, o gel foi corado com
brometo de etidio a 0,5 mg/L por 10 min e as bandas de produtos de PCR
foram visualizadas sob luz UV utilizando-se o sistema de fotodocumentagdo
descrito no item 5.

Posteriormente, foi desenhado outro iniciador na posigac sense (ITSA1)
para aumentar a especificidade do ensaioc de PCR-duplex para identificagao de
cepas de F. pedrosoi. Esse iniciador foi desenhado com base em resultados de
sequenciamento de DNA de varias cepas de F. pedrosoi, conforme descrito na
pagina 38.

As condigdes ideais encontradas na reagdo da PCR-duplex com os
iniciadores universais (ITS1/1TS4) e especificos (ITSA/ITSAS), serviram de

base para a padronizagdo da reagdo com ¢ iniciador especifico ITSA1.
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6. Genotipagem das cepas de F. pedrosoi por RAPD e RFLP
6.1. Genotipagem por RAPD

A tipagem de cepas de F. pedrosoi isoladas de pacientes do HC/USP foi
realizada pelos métodos de random amplified polymorphic DNA (RAPD) e
Restnction fragment length polymorphism (RFLP). Esse procedimento foi
executado na Unitad de Microbiologia de la Facultat de Medicina da Univerditat
Rovira i Virgili, na cidade de Réus, Espanha, sob orientagdo do Prof. Dr. Josep
Guarro.

No RAPD, os elementos Enterobacterial Repetitive Intergenic
Consensus (ERIC) e Repelitive Extragenic Palindromic (REP) foram
ampiificadas por PCR utilizando iniciadores pequenos e aleatérios de 17 a 21
pb (Gillings et al;, Metha et al, 2002). Os iniciadores empregados nos ensaios
de ERIC-PCR (sense: 5-ATGTAAGCTCCTGGGGTTCAC-3" e anti-sense: 5'-
AAGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-37) e de REP-PCR (sense:
5 1IICGICGICATCIGGC 3’ e anti-sense: 5§ ICGICTTATCIGGCCTAC 37) foram
sintetizados pela Sigma (Genosys- UK).

Os ensaios de ERIC-PCR e REP-PCR foram realizados em 50 pL
contendo tampéo de PCR (20mM.TRIS - HCI, pH8,4; 50mM KCI ) e 3 mM de
MgCl2. 10 mM dNTP (Roche, Madrid, ES), 1uM de cada iniciador, 2U de Tagq
DNA polimerase (Invitrogen, USA), 1uM de cada iniciador € 10C ng de DNA
gendmico.

As reagbes de amplificagdo foram desenvolvidas no termociclador
GeneAmp PCR system 2400 (Perkim Elmer, Forster City, USA). Para o ensaio
ERIC-PCR, foi empregada a seguinte programagao: 1 ciclo de 94°C 1 min; 30

ciclos de 52 °C 1 min, 65°C 8 min e 1 ciclo de 65°C 16 min. Para 0 REP-PCR,
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foi utilizada a programagao: 1 ciclo de 84°C 1 min; 30 ciclos de 40 °C 1 min,
65°C 8 min; e 1 ciclo de 65°C 16 min. Os produtos de ERIC-PCR ¢ REP-PCR
foram submetidos a eietroforese em gel de poliacriiamida a 10% em tampao
TBE durante 2 horas a 500 volts. Os géis foram corados com brometo de etidio
0,5 mg/L durante 30 minutos. As reagGes foram realizadas em duplicadas e
somente bandas reprodutiveis foram analisadas.

6.2. Genotipagem por RFLP

No RFLP, a regiao ITS1, o gene 5.8S e a regido ITS2 do genoma da F.
fonseceae, de aproximadamente 1800 pb, foi amplificada por PCR empregando
o0 conjunto de iniciadores especificos [TS5/NL4 (WHITE ef al, 1990;
O'DONNELL, 1993).

O ensaio de PCR foi realizado em 50 pL contendo tamp&o de PCR
(20mM TRIS - HCI, pH8,4; 50mM KCI ) e 1,8 mM de MgClx 10 mM dNTP
{Roche, Madrid, ES), 2U de Tag DNA polimerase (Invitrogen, USA), 10 pmol de
cada iniciador (Sigma - Genosys- UK), 100 ng de DNA gendmico. A PCR foi
realizada em termociclador GeneAmp PCR system 2400 (Perkim Elmer,
Forster City, USA). Foi utilizada a seguinte programagao: 1 ciclo de 95°C 5 min;
35 ciclos de 95 °C 1 min, 55°C 2 min e 72°C 2 min e 30 seg e 1 ciclo de 72°C 7
min. Os produtos de PCR foram avaliados por eletroforese em gel da agarose a
1%. Os produtos gerados foram purificados através do kit GFX PCR and GEL
band Purification KIT (Amhersham Biosciences, Buckinghamshire, Engtand).

Os produtos de PCR foram digendos com as enzimas de restrigdo Ddel
(Promega, Madison, USA) e Taql (Gibco, Madrid, ES). As reagSes foram
realizadas de acordo com as instrugdes do fabricante. Apds a digestio, os

fragmentos foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida a 17%

. _,-'BIBLIOTECA
acuidade de Citnciag Farmaceuticas
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Ir » TBE durante 2 horas a 500 volts. O gel foi corado com brometo ¢

etidio 0,5 mg/L.

7. Ic 1tificagdo molecular de F, pedrosoi por sequenciamento de DNA
Para a identificagdo molecular das cepas de F. pedrosoi por
quenciamentc de DNA, ailgumas regibes do complexo rDNA foram
amplificadas por PCR empregando os conjuntos de iniciadores NS7/ATS2,
ITS1/TS4 e ITS3/NL4 (O'DONNELL, 1993; WHITE et al, 1990), conforme

most 1o na figura 6.

NS7 ITR1 ITS3
-» A
| |

e ' <+ -+

1132 ITS4 NL4

Figura 6. Representagio do complexo rDNA com os genes 188, 5.85, 285, as regifes
espacadoras transcritas intemas (ITS1 e ITS2) e o conjunto de iniciadores NS7ATSZ,
ITSINTS4 e ITSI/NL4 utilizados no sequenciamento.

Os iniciadores universais NS7 e ITS2 (WHITE et al, 1990} foram
utilizados com a finalidade de gerar um produto que compreendesse uma
sequéncia anterior a regido ITS1{188) e parte da regido ITS1. Sendo possivel,
desta maneira, encontrar um ponto de homologia entre as sequéncias (ITS1 e
ITS4; NS7 e ITS2) quando essas fossem comparadas. Excetuando-se a
temperatura de hibridizagao, que neste caso foi de 66°C, foram empregadas as
mesmas concentragdes de reagentes e condigdes da reagdo de PCR utilizadas

para o conjunto de iniciadores ITS1 e ITS4. Com a finalidade de encontrar um
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ponto de homoiogia entre as sequéncias (ITS1 e ITS4; ITS3 e NL4) foi também
utilizado mais um conjunto de iniciadores, ITS3 e NL4 (WHITE et af., 1990;
O'DONNELL, 1993) e, neste caso, o produto amplificado seria parte da
sequéncia da regido 1ITS2 e parte da regido 28S. As concentragbes dos
reagentes e as condigbes da reagdao de PCR também foram as mesmas
utiizadas para o conjunto de iniciadores ITS1 e ITS4, com temperatura de
hibridizagao de 65°C.

Os equipamentos e condi¢gdes utitizados para amplificagdo, eletroforese,
revelagdo, captura e analises de imagens foram 0os mesmos utilizados nas
reagoes com os iniciadores ITS1 e ITS4.

Além das amostras de Fonsecaea pedrosoi, algumas cepas de outras
espécies de fungos demacios também foram amplificadas pelos iniciadores
NS7/NTS2, ITS1/ITS4 e ITS3/NL4 para postenor sequenciamento.

Os produtos de PCR gerados foram avaliados por eletrofores em gel de
agarose a 1% e purificados utilizando o sistema de purificacido QIAquick® Spin
Handbook (Qiagen, Madrid, ES), conforme orientagdo do fabricante. Apds a
purificagdo, os fragmentos foram analisados em gel de agarose a 2% no qual
também foi aplicado o padrdao de massa molecular, Low DNA mass ladder
(Invitrogen} e sequenciados.

O sequenciamento das amostras foi realizado no Centro de Estudos do
Genoma Humano, que utiliza um sistema de andlise de DNA de 96 capilares
com a tecnologia Amersham Biosciences. As reagbes de sequenciamento
foram realizadas de acordo com as informagdes fornecidas pelo fabricante para
o sequenciador MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator

Cycle Sequencing Kit (com Thermo Sequenase™ |l DNA Polimerase). As
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sequéncias foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando a
Base Caller Cimarron 3.12.

As sequéncias foram editadas utilizando o aplicativo BioEdit Sequence
Aligment Editor, versdo 5.0.9 (Tom Hall, Department of Microbiology, North
Caroline State University).

As seqiéncias foram pareadas e os pontos de homologia enfre as cepas
foram comparados com as seqUéncias disponiveis no banco de genes do

enderego htpp:/iwww.ncbi.nim.gov.

8. Antifungigrama pela técnica de diluigdo em agar

Considerando-se que quase todos os pacientes (tabela 1)
encontravam-se sob tratamento com itraconazol, aiguns durante anos,
determinou-se, entao, o perfil de suscetibifidade dos fungos sequencialmente

isolados dos pacientes a droga em questao.

Os testes foram realizados pela técnica de diluigdo em agar, segundo

metodologia padronizada para esses fungos por Andrade e Cury (1999).

O itraconazol foi obtido sob a forma de pdé (JANSSEN
PHARMACEUTICA N.V., Beerse, Bélgica; lote ZR051211PUB381) e

conservado em dessecador, a vacuo, a 4°C.

8.1. Diluigoes do antifingico
A solugdo estoque de itraconazol (1000ug/mL) foi preparada em
dimetilssulfoxido (DMSO; SIGMA, St. Louis, EUA), Volumes de 10 mL foram

distribuidos em tubos de ensaio e conservados a -20°C. A partir dessa solugéo,

OTEGA~
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foram preparadas diluigbes seriadas, ao dobro, em caldo YNBP {(Andrade e
Cury, 1999) contendo 320ng/mL a 0,6pug/mL da droga (solugio trabalho). As
concentragdes finais de itraconazol nos testes de sensibilidade variaram de
16pg/mL a 0,03pg/mL.

A partir de cada diluigao da droga, foram transferidos 2 mL para um tubo
contendo 1,0 mL de meio de reserva (Andrade e Cury, 19938). Apos
homogeneizagéo, a mistura foi mantida a -20°C até o momento da execugéo do

teste de sensibilidade.

8.2. Inéculo
Com base nos resultados obtidos em estudos preliminares (Andrade e
Cury, 1999), adotou-se como indculo, suspensao contendo, em cada mlL, cerca
de 4 x 10* céluias, com 14 dias de crescimento em agar batata a 30°C. A cepa
controle C. parapsilosis ATCC 22019 foi utilizada com 24 horas de crescimento

em agar Sabouraud a 30°C.

Preparagao

Com auxitio de alga em anel, a superficie da coldnia do fungo em estudo
foi cuidadosamente raspada e transferida para tubo contendo 5 mL de agua e 4
pérolas de vidro. O tubo foi submetido a agitagdo vigorosa em agitador por 1
minuto, a fim de se obter separa¢io &tima das células hifalicas. A suspensao
resultante foi centrifugada a 1500 rpm. durante 15 minutos, e o sobrenadante
foi descartado. O sedimento foi lavado duas vezes, sob centrifugagéo, com 3
mL de agua e finalmente suspensc em 5 mL de tampdo de fosfato Q,01M

contendo Tween 80. Volume de 1 mL foi transferido para tubo com 9 mL desse
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tampdo e a suspensdo foi ajustada para 200 células em Sul ou 4 x 10*
células/mL. A partir de ensaios preliminares, foi possivel verificar que essa
concentragdo de celulas, alcangada com auxilio de camara de Neubauer
(Hirschmann Em Techolor, Eberstadt, Germany), possuia turva¢do equivalente
ao padrao 0,5 da escala de McFarland. Assim, nos testes posteriores, 0 ajuste

do indculo foi realizado por meio de comparagao da turvagio com esse padrao.

8.3. Execugdo do teste de concentragao inibitéria minima (CIM)

As diferentes diluigdes do antifingico foram descongeiadas e o agar
tampao fosfato (Andrade e Cury, 1999) foi fundido e estabilizado a temperatura
de 56°C. Volume de 3mL de cada diluicao foi adicionado a 17mL de meio; a
mistura foi homogeneizada e vertida em piaca de Petri. Apds geieificagdo dos
meios nas placas, foram aplicados 5ul de cada inéculo na superficie dos
mesmos. Esse procedimento permitiu a aplicagdo de 24 indculos por placa.
Estas foram mantidas a temperatura ambiente até completa absor¢io dos
indculos e, em seguida, colocadas a 30°C até crescimento das cepas no
controle sem droga (positivo). De modo geral, o desenvolvimento de colonias
ocorreu entre o 3° e o 4° dia de incubagdo, alcangando crescimento maximo no
7° dia, quando, entdo, realizou-se a Gltima leitura. A CIM para a cepa controle
foi determinada com 24 horas de incubagao.

Em cada teste foram incluidas trés placas contendo, respectivamente,
caldo YNBP-agar YNBP(3:17), como controle de crescimento positivo, DMSO a
0,1%-agar YNBP (3:17), para controle de interferéncia do solvente e

formaldeido a 0,5%-agar YNB (3:17), como controle de crescimento negativo
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Foi considerada concentra¢éo inibitoria minima, a menor concentragéo

da droga que impediu visivel crescimento de um determinado fungo.

9. Analise dos resultados

Para a analise dos testes de sensibilidade, o valor final da CIM do
itraconazol, frente a uma determinada cepa, foi obtido por meio da média
geométrica dos valores encontrados no teste realizado em triplicata.

O estabelecimento de sensibilidade ou de resisténcia das cepas frente
as drogas em estudo, foi baseado nos niveis séricos alcangados pelas drogas.
Assim, foram consideradas sensiveis ao itraconazol as cepas que responderam
a CIMs < 0,5ug/mli (Bennett, 1996; Richardson e Warnock, 1993).

Os dados das tecnicas de genotipagem foram analisados considerando
a presenga ou auséncia de bandas. A matriz distante foi construida pela média
aritimética do pareamento de peso molecular (UPGMA), usando o coeficiente
band-matching Dice (Sp), do aplicativo Bionumerics, versao 1.5 (Applied Maths,
Kortrijk, Bélgica). Os valores bootstrap acima de 76% foram considerados.

Os dados obtidos no seqUenciamento foram pareados utilizando o
método Neighbor-Joining do aplicativo BioEdit Sequence Aligment Editor,
versdao 5.0.9 (Tom Hall, Department of Microbiology, North Caroline State

University).
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V - RESULTADOS
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RESULTADOS

1. Estudos fenotipicos macroscépicos
Nos estudos morfolbgicos macroscopicos, foram incluidas as cepas de
pacientes HC/USP e cepas de pacientes provenientes de outros centros. As
amostras de fungos demacios diferentes de F. pedrosoi nao foram avaliadas
neste item.

Os resultados dos estudos macroscépicos permitiram observar pouca
variagao entre as cepas de F. pedrosoi analisadas. Todas apresentaram taxa
de crescimento considerada média (de trés a sete dias), exceto a cepa T62
(Tabela 3) que apresentou crescimento lento (12 dias).

Quanto ac aspecto topografico, todas as cepas desenvolveram coldnias
circulares, com centro saliente e aspecto seco; 57,3% tinham bordas lisas, 90%
possuiam faixas concéntricas de cores diferentes (zoneado), 30% eram planas,
25% tinham sulcos ou pregas e 10% eram radiais. Todas as coldnias
apresentaram textura velutina e pigmento melanina. Nenhuma continha
exsudato. Essas caracteristicas correspondem as descrigbes de F. pedrosoi

encontradas na literatura pertinente.

2. Estudos fenotipicos microscopicos
Todas as cepas (n = 104) de fungos demacios descrtas no item 3.2
foram submetidas aos estudos morfolégicos microscopicos. Observou-se
conidiogénese do tipo cladosporium (Figura 7), conidiogénese mista dos tipos
cladosporium e fial6fora (Figura 8) e conidiogénese do tipo rinocladiela (figura

9).
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Os estudos microscépicos possibilitaram a identificagdo de 64 isolados
de F. pedrosoi das 104 analisadas. Todos os isolados primarios (n=19) das
cepas dos pacientes HC/USP (Tabela 2 e 3) foram identificados como
Fonsecaea pedrosoi. Quatro cepas isoladas de amostras seqlenciais (Tabela
2) de dois pacientes, JON (T28 e T32) e OP (T63 e T68), ndo puderam ser
identificadas por meio de morfologia microscopica. Mesmo apds microcultivo
em agar-agua, nao produziram nenhum tipc de conidiogénese “-ura 10),
embora os primeiros isolados desses pacientes (JDN, T12 e OP, T56) tenham
sido do tipo cladosporium (Figura 11) e, porta o, identificados como F.
pedrosoi. Qutra cepa que também nao pdde ser identificada morfologicamente
devido a falta de conidiogénese foi a T15 (Tabela 4).

Nas cepas T54 (Tabela 3) e T59 (Tabela 4) foi observado um grande
nimerc de conidicgénese do tipo fialdfora e rinocladiela, respectivamente.
Entretanto, como em alguns campos foi observado o tipoc cladosporium, os
isolados foram considerados como sendo F. pedrosoi. A amostra T49 (Tabela
4) mostrou conidiogénese tipica de Exophiala spp (figura 12), a amostra T62
(Tabela 4) apresentou morfologia tipica de Rhinocladiella spp que, somada ao

crescimento lento, caracteristico do género, confirmou esse achado.

Figura 7. Fotomicrografia da cepa Fonsecaea , drosoi TCC 464:°
com conidiogénese tipo cladospornum.
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Figura 8. Fotomicrografia da cepa Fonsecaea pedrosoi T19, com dois

tipos de conidiogénese: cladosporium e fialdfora.

i

r

Figura 9. Fotomicrografia da cepa Fonsecaea pedrosoi T19, com

conidiogénese do tipo rinocladiela.
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Figura 10. Fotomicrografia da cepa T68 (terceiro isolado do paciente O.

P), ~—om auséncia de conidiogénese.

Figura 11. Fotomicrografia da cepa Fonsecaea pedrosoi T56 (primeiro
isolado do paciente O. P.), com conidiogénese tipo

cladosporium,

Figura 12. Fotomicrografia da cepa T49, com conidiogénese
caracteristica do género Exophiala.

As cepas provenientes de outros centros que ndo eram F. pedosoi
(n=33) (Tabela 3) apresentaram morfologia microscopica compativel com a
descrita na literatura, sendo, entdo, identificadas como: Phialophora errucosa
(sete cepas; Figura 13), Exophiala jeanselmei (trés cepas, ' wra 14),
Exophiala spinifera (duas), E. dermatidis (trés), Fonsecaea ct 'pacta (duas),

Cladophialophora carrionii (trés) (Figura 15), Cladophialophora bantiana (trés)
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de Rhinocladiella aquaspersa (trés) (Figura 16), Exophiala wernecki (duz
Piedraia horta (uma) e Rhinocl lella atrovirens (uma). Duas cepas (IMTSP
373 e CBS ~85/47), primeiro identificadas como F. compacta, ndo puderam ser
confirmadas devido a falta de conidiogénese. Uma outra cepa (IMTSP 154),
também inicialmente identificada como F. compacta, apresentou mente
esporulacdo tipo fialdfora, ndo correspondendo dessa forma com a

identificagdo morfologica inicial.

Figura 13. Fotomicrografia da cepa Phialophora verrucosa M ' 73,
mostrando conidiogénese fialidica com constricgao na base do

colarete em forma de taga e fialoconidios.

Figura 14. Fotomicrografia da cepa Exophiala jeanselmei IMTSP 78,

apresentando conidiogénese anelidica ..m anelo  nide
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Figura 15. Fotomicrografia da cepa Cladophialophora carrionii IMTSP 68,
mostrando conidiéforos longos, septados, que formam cadeias

longas e ramificadas de conidios ovais.

Figura 16. Fotomicrografia da cepa Rhinocladiella aquaspersa IMTSP
776, mostrando conididforos simples, simpodiais, c¢om

conidios acropleu-rogenos.

3. Identificagdo molecular da F. pedrosoi por PCR-duplex
3.1. Avaliagdo e quantificagdo do DNA gendémico

Todas as cepas de F. pedrosoi analisadas por microscopia tiveram seu
DNA gendmico extraido peio método proposto. As amostras de DNA de ceps
isoladas de pacientes do HCFM/USP apresentaram integridade adequada,

conforme pode ser observado na figura 17.
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Quanto & pureza das amostras de DNA, a variagio da ra._ > A260/A280
foi de 1,4 a 1,8. A variag8o de concentragdo de DNA nas amostras foi de 48 a
292 pg/mL. As amostras que apresentaram concentrag@es inferiores a 50
ng/mL foram extraidas vamente.

1 2 34 56 78 910 111213 14

+ DNA

Figura 17. Analise de DNA gendmico de F. pedrosoi por eletroforese em gel de agarose
a 0,8%. Linha 1: padrio de tamanho molecular de DNA de 1 Kb; linhas 2 a
14: amostras 12, 28, 19, 27, 29, 30, 20, 22, 41, 45 46, 51 e 84,
respectivamente.

3.2. Padronizagdo da PCR individual

Para amplificagdo da regido gendmica de ITS1 a ITS2 de cepas de
diferentes géneros de fungos, foram empregados iniciadores universais, que
permitem amplificar um segmento de 644 bp. Para amplificagao da regiao
gendémica ITS1 a ITS2, especifica para o género Fonseceae, foram
empregados os iniciadores especificos ITSA e ITSAS que permitem amplificar

um segmento de aproximadamente 200 bp.

Para o ensaio de PCR com iniciadores universais, a concentragao final
de iniciadores foi de 10 mM cada e a temperatura de bridizagao foi de 58 °C,

conforme previamente relatado (ATTILI et al, 1998). Nessas condigbes, f
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. ssivel produzir o produto de PCR de 644 pb, que corresponde a amplificagdo

da regiao ge mica ITS1 a ITS2 da cepa F. pedrosoi (ATCC46428), conforme

pode ser observade na figura 18, linhas 1 e 2.

Na PCR com iniciadores especificos para Fonsecaea, foram utilizadas as
mesmas condigdes da PCR com iniciadores universais, variando-se a
temperatura de hibridizagdo entre 54°C e 62°C. Conforme pode ser observado
na figura 19 (linhas 1 a 6), houve amplificagdo da amostra de DNA de F.
pedrosoj ATCC46428 nas temperaturas de hibridizacdo de 54°C a 60°C.
Adicionalmente, ndo foram observados produtos inespecificos (produtos de
tamanho diferente do esperado) nessas temperaturas. Determinamos que a
temperatura de 58°C era a mais adequada, por ser a utilizada com sucesso na
PCR com iniciadores universais, e por possibilitar a geragac dos dois produtos

PCR nas mesmas condigdes de amplificago.

644 bp

Figura 18. Andlise dos produtos de PCR com iniciadores universais para fungos por
eletroforese em gel de agarose a 1%. Linha 1: produto de PCR da cepa F,
pedrosoi ATCC46428; linha 2: produte de PCR da cepa F. pedrosoi T 12;
linha 3: controle dos reagentes; linha 4: padrdo de lamanho moiecular de

DNA de 100bp.
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Figura 19. Analise dos produtos de PCR gerados em diferentes temperaturas de
hibridi: 30 com iniciadores especificos para F. pedrosoi (cepa ATCC
45428}, por eletoforese em gel de agarose a 1%. Linhas 1 a 7 e 9:
temperaturas de hibridizacio de 54°C, 55°, 56°C, 57°C, 58°C, 59°C, 60°C e
62°C, respectivamente; linha 10: controle dos reagentes; linhas 8 e 16:
padrdo de tamanho molecular de DNA de 100 bp.

3.3. Padronizagao da PCR - duplex

Com base na padronizagdo dos ensaios de PCR com iniciadores
universais e especificos isoladamente, foi realizada a PCR com os dois
conjuntos de iniciadores (PCR-duplex). Foram utiizadas as mesmas
concentragées dos constituintes e condicbes de amplificagdo (tempos,
temperatura e nimero de ciclos) da PCR com iniciadores universais. Como
pode ser observado na figura 20, foi possivel amplificar os dois produtos (644
bp e 200 bp) na PCR-duplex (figura 20, linhas 4 e 7) e nas reagfes com

iniciadores universais (figura 20, linhas 2 e 5) e especificos p  a F. pedrosoi

(figura 20, linhas 3 e 6) isoladamente.
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Ao analisar os sinais de amplificagdo, verificou-se a intensidade do
produto especifico (200 bp) para F. pedrosoi foi menor (figura 20, linhas 4 e 7)
na PCR-duplex do que a dos produtos gerados na PCR individual com
iniciadores especificos isolados (figura 20, linha 3). Além disso, observamos a
presenca de bandas de tamanho maior que o esperado (inespecificas) nas
reagGes em que estavam presentes os iniciadores universais (figura 20, linhas

2,4,5e7). Essesresultados indicam excesso de iniciadores na PCR-duplex.

Com a finalidade melhorar a sensibilidade da reacdo dos iniciadores
especificos na PCR-duplex, foram reduzidas a concentragdo dos iniciadores
universais (metade da dos iniciadores especificos) e a temperatura de
hibridizagdo. Assim, na PCR-duplex, foram testadas concentragbes finais de 5
mM para os iniciadores universais e de 10 mM e 20 mM para os iniciadores
especificos. A temperatura de hibridizagio selecionada nesse teste foi de 55°C,
que gerou produto especifico com maior intensidade que a 58°C na PCR com

iniciadores isolados (figura 21, linha 2).

Como se observa na figura 21, os produtos de PCR individuais gerados
na presen¢a de 10 mM de iniciadores universais (linha 4) ou 10 mM de
iniciadores especificos (linha 5) apresentaram sinais similares aos previamente

mostrados (figuras 19 e 20).

Na PCR-dupfex, quando se utilizou 5 mM de iniciadores universais
(figura 21, linhas 2,3,6 e 7), o sinal do produto especifico (200 pb) foi

significativamente mais intenso que ¢ observado anteriormente (figura 20).
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Essa intensidade foi maior ainda quando se dobrou a concentragdo (20 mM) de
iniciadores especificos na reagdo de PCR-duplex (figura 21, linha 3). Embora
a redugéo da concentragdo de iniciadores universais tenha melhorado o sinal
do produto especifico, na PCR-duplex, ainda se observou presenga de
produtos inespecificos (tamanho superior a 644 pb). Isso provaveimente
ocorreu porque em temperaturas de hibridizagao mais baixas, como a testada

(55°C), ha maior probabilidade de formagdo de produtos inespecificos.

Cabe ressaltar que nessas condigdes, a PCR-duplex permitiu discriminar
cepas de F. pedrosoi (figura 21, linhas 6 e 7) de cepas de outras espécies de
fungos, como a E. dermatitidis, que gerou um Unico produto de 644 bp na PCR-
duplex (figura 21, linhas 8). Além disso, a reacdo de PCR-duplex permitiu a
identificagdio da cepa T68 como F. pedrosoi (figura 21, linha 7), cepa que ndo

foi possivel identificar pelo estudo morfolégico microscopico.

Quando as concentragdes de iniciadores universais e especificos foram
mantidas em 5 mM e 10 mM, e foi utilizada a temperatura de hibridizagac de
58°C, a PCR-duplex deixou de gerar produtos inespecificos, revelando

especificidade adequada, como se pode cbservar na figura 22.
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Figura 20. Analise dos produtos de PCR gerados com iniciadores universais e
especificos para F. pedrosoi, por eletroforese em gel de agarose 1%. Linha
1: padrio de tamanho molecular de DNA de 100 bp; linhas 2 e 5: produtos
de PCR com iniciadores universais das cepas F. pedrosoi ATCC46428 e
T12, respectivamente; linhas 3 e 6: produtos de PCR com iniciadores
especificos das cepas F. pedrosoi ATCC48428 e T12, respectivamente;
linhas 4 7: produtos de PCR-dupfex das cepas F. pedrosoi ATCC46428 e
T12, respectivamente.
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Figura 21. Andlise dos produtos de PCR para identificace de F. pedrosoi, por
eletroforese em gel de agarose 1%. Linha 1: padrdo de tamanho molecular
de DNA de 100 bp; linhas 2 e 3: produtos de PCR-duplex (cepa F.pedrosoi
ATCC46428) gerados com iniciadores universais (5 mM} e especificos (10
mM e 20 mM, respeclivamente); linhas 4 e 5: produtos de PCR (cepa F.
pedrosoi ATCC46428) gerados com iniciadores universais (10 mM) e
especificos (10mM), respectivamente, linhas 6 a 8: produtos de PCR gerados
com iniciadores universais (5 mM) e especificos (10 mM) das ce ; F.
pedrosoi T56, F. pedrosoi T68 e Exophia  dermatitidis (IMTSP 581),

respectivamente.
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Figura 22 — Analise dos produtos de PCR-dupiex para identificacio de F. pedrosoi, por
eletroforese em gel de agarose 1%. Linha 1: padrdo de tamanho molecular
de DNA de 100 bp; linhas 2 a 6: produtos de PCR-duplex das cepas F.
pedrosoi T21, T22, T33, T35 e T37, respectivamente; linha 7: produto de
PCR-dupfex da cepa Exophiala spinifera (IMTSP 976).

Com a finalidade de tormmar o ensaio de PCR-duplex ainda mais
especifico, foi desenhado o iniciador ITSA1 a partir dos resultados de

sequenciamento de DNA de 6 cepas de F. pedrosoi.

Para avaliar o desempenho do ensaic de PCR-duplex com o novo
conjunto de iniciadores especificos, foram empregadas as concentragbes de
reagentes e condi¢bes de amplificacdo previamente padronizadas para a PCR-

duplex com iniciadores ITS1/ITS4 e ITSA/ITSAS.

Na figura 23, sdo mostrados produtos de PCR, gerados em diferentes
temperaturas de hibridizagdo (55 a 59 °C), com iniciadores universais
(ITS1/1TS4, linhas 8 a 13), iniciadores especificos (ITSA1/ITSAS), linhas 14,

16-20) e com ambos conjuntos de iniciadores (linhas 2 a 7). Como é possivel
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observar, o produto de PCR especifico para F. pedrosoi ~rado pelo conjunto

ITSA1/ITSAS tem tamanho molecular: roximado de 117 pb.

12 34567 8910 1213 14

644 bp

117 bp

117 bp

151617181320

Figura 23. Andlise dos produtos de PCR para identificacdo de F. pedrosoi, por
eletroforese em gel de agarose 1%. Linhas 1 e 15: padrio de tamanho
molecular de DNA de 100 bp; linhas 2 a 7; produtas de PCR-duplex das
cepas F. pedrosoi ATCC 46428 e T50; linhas 8 a 13: produtos de PCR com
iniciadores universais; linhas 14 e 16 a 20: produtos de PCR com iniciadcres
especificos ITSA1/ITSAS. Temperaturas de hibridizagdo de 55°C (linhas 2, 5,
8, 11, 14 e 18), 57°C (linhas 3, 6, 9, 12, 16 ¢ 19) e de 59°C (linhas 4, 7, 10,
13, 17 e 20).

3.4. Estudos de identificagdo molecular por PCR — duplex
Todas as 64 cepas identificadas morfologicamente como F. pedrosoi
foram positivas para Fonsecaea por PCR-duplex com os iniciadores ITS1/TS4

e |TSA/ITSAS (43 amostras de pacientes HC/USP sequenciais, 8 nao

sequenciais e 13 provenientes de outros centros).



Quatro cepas (Tabela 2, pagina 32), duas do pacientes JDN (T28 e
T32) e duas do pacientes OP (T63 e T68) que ndo foram passiveis de serem
identificadas morfologicamente, também foram positivas na PCR-dupfex. A
Figura 21, linha 7, mostra a cepa T68 amplificada pelos iniciadores especificos

para F. pedrosoi.

As amostras nao F. pedrosoi (Tabela 4, pagina 34 e 35) apresentaram
apenas o fragmento de 644 bp (Figura 24, linhas 2 a 5), gerado pelos
iniciadores universais presentes na PCR-duplex, sendo, portanto, negativas
para F. pedrosoj, inclusive para amostras de Fonsecaea compacta (IMTSP

154, IMTSP 885, IMTSP 373, CBS 285/47).

Por outro lado, trés cepas (Tabela 4, pagina 34 e 35) que foram
identificadas morfologicamente como Fonsecaea compacta (TBIMTSP877),
Exophiala spp (T49), Rhinocladiella spp (T62), tambem foram positivas para a

PCR-duplex com o conjunto de iniciadores especificos iniciaimente proposto.
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Figura 24, Anélise dos produtos de PCR utilizando iniciadores universais e especificos
(ITSA/ITSAS) para F. pedrosoi, por eletroforese em gel de agarose 1%.
Linha 1: padrdo de tamanho motecular de DNA de 100 bp; linhas 2 a 5:
amostras de Phialophora verrucosa (IMTSP 2214), Cladophialophora carrioni
(IMTSP 690), Rhinocladiella aquaspersa (IMTSP 691) e Phialophora
verucosa (IMTSP 887), respectivamente; linhas 6 a 8: amostras de
Fonsecaea pedrosoi (T11, T12 e T17, respectivamente).

Na reagéo com o conjunto de iniciadores ITS1/ITS4 e ITSA1/ITSAS, 62
amostras foram positivas para a PCR-duplex. Duas cepas T54 (Tabela 2) e T59
(Tabela 3) identificadas inicialmente como F. pedrosoi e que foram positivas
com os iniciadores (ITSA/ITSAS) ndc amplificaram com os iniciadores
especificos (ITSA1 e ITSAS), como mostra a figura 25, linhas 20 e 23. As
cepas provenientes nao F. pedrosoi também ndo amplificaram com os

iniciadores ITSA1/ITSAS.
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Portanto, podemos observar (tabelas 5 e 6) que a sensibilidade foi

praticamente a mesma para os dois conjuntos de iniciadores, 90% para

ITSA/ITSAS e 89,8% para ITSA1/ITSAS e a especificidade foi de 94% para

ITSA1/ITSAS e de 100% para ITSA/TSAS.

Tabela 8. Resuitados da identificagiio morfoldgica e genética das cepas de Fonsecaea
pedrosoi com os iniciadores ITSA/ITSAS, Total de cepas(n=104).

PCR-duplex PCR-duplex Total
positiva negativa
Identificagdo 64 0 64
morfoldogica
positiva
Identificagao 7 33 40
morfoldgica
negativa
Total 71 33 104

Tabela 6. Resultados da identificacdo morfoldgica e genética das cepas de Fonsecaea
pedrosoi com os iniciadores ITSA1/ITSAS, Total de cepas{n=104).

PCR-duplex PCR-duplex Total
positiva negativa
Identificagao 62 2 64
morfolégica
positiva
Identificagio 7 33 40
morfolégica
negativa
Total 69 35 104




4. Genotipagem das cepas de F. pedrosoi por RAPD e RFLP

Para as andlises de genotipagem molecular com as técnicas de RAPD
(ERIC/REP) e RFLP foram selecionadas 47 cepas de F. pedrosoi isoladas
sequencialmente de 11 pacientes com cromoblastomicose em tratamento com

itraconazol. (tabela 2, pagina 32)

4.1 ERIC-PCR

Nas reagdes ERIC-PCR foram gerados produtos de tamanho molecular
de 154 pb a 1500 pb. Os perfis eletroforéticos apresentaram 14 (ATCC 46428)
a 25 bandas (T57, T78, T71, dados n&o mostrados). De modo geral, as
amostras isoladas do mesmo paciente revelaram perfis semelhantes. Na figura
26 podemos observar alta similaridade no perfii eletroforético entre as amostras
do paciente JZN (T26, a T72) praticamente um mesmo perfil, com apenas
algumas bandas diferentes. A mesma analise pode ser aplicada nas amostras
do paciente JRS (T82 e T83). Ainda nessa figura, podemos verificar o perfil
gerado pelas cepas ATCC 46428 e T50, esta Ultima aplicada em todos os geis

como controle da reagao.
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Figu 26 - Andlise dos produtos gerados pela técnica de ERIC-PCR separados por
stroforese em gel de poliacrilamidai0% - Linhas 1 e 11: marcador de

tamanho motecufar de DNA marker F7. Linhas 2 a 10, amostras de
Fonsecaea padrosoi T264, T26;,T41, T45, T72, TA2, T83, ATCC 468428 e

T60, respectivamente.

Os resultados da técnica de ERIC-PCR foram analisados com base na
comparag¢ao do nimero de fragmentos com tar nhos moieculares similares
entre as amostras (Figura 27). As que apresentaram 76% dos perfis similares
foram agrupadas num mesmo tipo de perfil. Foram observados 11 tipos de
perfis de ERIC-PCR. A maioria das amostras isoladas de um mesmo paciente
apresentou 0 mesmo tipo de perfii ERIC-PCR. Esses resultados indicam a

genética do elemento de repeti¢ > estudado entre as mesmas.
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Figura 27 — Dendograma conslruido com os dados do ERIC -PCR, mostrando a relagio
genética entre os 11 tipos de perfis, com 76% de similaridade, identificados

em 46 isolados de F. pedrosoi de 11 pacientes.
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5.2 REP- PCR

Nas reagdes REP-PCR foram gerados produtos de tamanho molecular
de 154 pb a 1500 pb. Os perfis eletroforéticos apresentaram de 12 (T80) a
27 bandas {(T6 e T63). Em 4 casos houve grande paridade entre as
amostras de um mesmo paciente, dois deles estdo demonstrados na figura
28, onde as amostras T60 e T63 do paciente OP e as amostras T64 e T67

do paciente AJO apresentaram perfis similares.

12 3456 78

Figura 28 - Analise dos produtos gerados pela técnica REP-PCR separados por
eletroforese em gel de pofiacrilamida10% - Linha 1 e 8 marcador de
tamanho molecular marker VI. Linhas 2, 3, 4, 5, 6, 7, amosiras de

Fonsecaea pedrosoi T56, T60, T63, T68, T64 e T67, respectivamente.
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Os resuitados da técnica de REP-PCR foram analisados com base na
comparagdo do numero de fragmentos com tamanhos moleculares similares
entre as amostras (Figura 29). As que apresentaram 76% dos perfis similares
foram agrupadas num mesmo tipo de perfil. Foram observados 11 perfis de
REP-PCR. Apesar da formacéo de 11 perfis, os mesmos nido foram distribuidos
por pacientes. As amostras do paciente AMJ apresentaram dois perfis
diferentes: B (T19 e T29) e C (T27, T30, T75, T76, T80, T84), 0 mesmo ocorreu
com as amostras do paciente OAS, que apresentou 3 perfis diferentes: D (T20,
T31 e T50), E (T22, T57, T65 e T78) e F (T55, T70 e T71), outro paciente que
apresentou mais de um perfil foi JMC: F (T36 e T46) e H (T43 e T47). Além
disso, amostras de pacientes diferentes apresentaram um mesmo perfil, como
por exemplo, amostras do paciente JZN com amostras do paciente JGL,
amostras do paciente OP com as do paciente AJO e amostras do paciente JRS

com as do JDN.

Quando os dados gerados pelos perfis obtidos por meio de ERICs e
REPs foram combinados, obeteve-se a formagio de 15 gendtipos (tabela 7). A
maioria dos pacientes (n=8) teve suas amostras seqfienciais classificadas
como sendo de um mesmo gendtipo. Entretanto, para as cepas sequenciais de
outros trés pacientes pode-se observar mais de um gendtipo, sendo 2 tipos
diferentes para as cepas dos pacientes AMJ e JMC e trés para as cepas do

paciente OAS.
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Figura 29 — Dendograma construido com os dados do REP - PCR, mostrando a relagfo
genética entre os 11 tipos de perfis, com 76% de similaridade, identificados

em 46 isolados de F. pedrosoi de 11 pacientes.



Tabela 7 - Andlise dos dados gerados pelas técnicas de RAPD com 15 gendtipos

diferentes de 46 amosiras seqiienciais de Fonsecaea pedrosoi isoladas de 11
pacientes com cromobtastomicose.

_ Pacie| n° cepa REP ERIC gendtipos
JDN 12 A A I
NN 28 A A I
ol 32 A A i
AM) 19 B B il
&vd 27 c B ]
AMI 29 B B It
Aniu 30 C B 1l
AMJ 75 c B M
AMJ 76 c B i
AMJ B0 c B 1
AMJ B4 c B 10
OAS 20 D c v
OAS 22 E c v
OAS 31 D c v
OAS 50 D c Y
OAS 55 F c VI
OAS 57 E c v
OAS 65 E c v
OAS 70 F c Vi
OAS 71 F c Vi
OAS 78 E c v
JZN 26 G D VI
JZN 41 G D Vil
JZN 45 G D Vil
JZN 72 G D Vi
JGL 34 G E Vil
JGL 35 G E Vil
JMC 36 F F iX
JMC 43 H F X
JMC 45 F F 1%
JMC 47 H F X
MFS 48 | G Xl
MFS 51 | G X

\ MFS 66 | G Xl
/ MFS 77 ] G X
. MFS 81 I G Xl
oP 56 J H Xl
opP 60 J H XH
oP 63 J H X1
oP 68 J H Xt
AJO 64 J 1 XUt
AJO 67 J | X
EJO 73 [ J Xiv
FJO 79 K J XV
JRS 82 A K XV
JRS B3 A K XV
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4.3 PCR - RFLP

s produtos de PCR para RFLP apresentaram tamanhos moleculares de
1400 pb (9 cepas) e de 1800 pb (37 cepas),(Anexo 2). A figura 30 mostra a
diferenga de tamanho olecular encontrada entre as cepas. Duas (T19 e T29)
das 8 amostras do paciente AMJ apresentaram tamanhos moleculares
diferentes, essa divergéncia também pdde ser observada para cepa T56
(1400pb) do paciente OP em relagéo as outras (T60, T63, T68) que mostraram
pesos moleculares de 1800 pb. Para as amostras isoladas dos outros pacientes
nao houve variagao de peso molecular, uma vez que todas apresentaram 1400

pb ou de 1800 pb.

Figura 30 - Andlise dos produtos de PCR da regido ITS gerados com o0s iniciadores
iTS5 e NL4, em gel de agarose 1% - Linha 1, padrdo de peso molecular de
100 bp linhas 2, 3, 4, 5, 6 e 7 amostras de Fonsecaea pedrosoi T20, T19,

T26, T31, T50, T78, respectivamente.

O perfil de restrigdo enzimatica com Ddel revelou a presenca de 6
fragmentos de restri "0 para 45 cepas analisadas (Figura 31). Para os
produtos de 1400 pb o perfil apresentou dois sitios de restrigho com tamanhos

moleculares acima de 267pb, enquanto que, para os produtos -2 1800pb,
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Figura 32 - Andlise dos produtos gerados pela restriciio enzimética Tagl em gel de
poliacrilamida17% - Linha 1 e 8 padrdo de peso molecular marker V.
Linhas 2, 3, 4, §, 6 e 7 amostras de Fonsecaea pedrosoi T19, T29, T20,

T31, TS0, T76, respectivamente.

Esses dados geraram o dendograma mostrado na figura 33 para a
enzima Ddel. Pode-se observar a formac¢ao de 4 grupos com similaridade de
100%. As amosiras apresentaram 2 perfis gerais de restrigdo para essa
enzima. Pode-se observar também que duas amostras dos pacientes AMJ (T29
e T19) e JZN (726 e T41) ficaram em um outro grupo diferente das outras
amostras desses pacientes. Um fato interessante foi observado para as
amostras do paciente OP: o isolado T56 apresentou 87% de similaridade em
relagdo aos isolados posteriores, que apresentaram 100% de similaridade entre
si, porém foram agrupados na mesmo genatipo.

Para a enzima 7agl, foram gerados 4 perfis de restricdo (figura 34) e
verificou-se que 3 grupos apresentaram 100% de similaridade. Aqui, também

observamos que as amostras T19 e T29 do paciente AMJ foram agrupadas
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separadas das demais desse paciente. Esse fatc também foi verificado para as
amostras de outros pacientes: OP (T56 e T'68), JZN (T26 e T41) e MFS (T51),
agrupadas separadas das outras amostras desses pacientes.

Quando os dados gerados pelos perfis de RFLP Ddel e Tagl foram
combinados, teve-se a formagdc de 6 gendtipos (tabela 8). A maioria dos
pacientes (n=7) teve suas amostras sequenciais classificadas como sendo do
mesmo gendtipo. Porém, para as cepas sequenciais de outros quatro pacientes
pode-se observar mais de um gendétipo, sendo dois tipos diferentes para as

cepas dos pacientes JZN, MFS, OP e trés para as cepas do paciente AMJ.

—~ BIBLIOTECA -,
Faculdade de Ciéncias Farmacéulicas
Universidade de S30 Paulo
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K@ Tana@oo0000. Fonsecaea padrosol 80
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K@ Tana G 000000, Fonsecaea pedrasol 47
K@ Tana@000000. Fonsacaea pedrosol 55
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Figura 33 — Dendograma construido com os dados do RFLP Ddl mostrando a relagéo
genética entre os 11 tipos de perfis, com 76% de similaridade, identificados em 46 isolados

de F. pedrosoi de 11 pacientes
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Figura 34 - Dendograma construido com os dados do RFLP Tag/ mostrando a relagio
genética entre os 11 tipos de perfis, com 76% de similaridade, identificados em 486 isolados

de F, pedrosoi de 11 pacientes,



Tabela 8 - .{\nélise dos dados gerados pelas técnicas de RFLP com 6 ~nétipos
diferentes de 46 amostras seqUenciais de Fonsecaea pedrosor isoladas
de 11 pacientes com cromoblastomicose.

Pacientes _n" ] Dde Tagl gendtipos
JDN e A A ]
JDN o A A 1
JDN e A A |
AMJ 19 B C I
AMJ 27 A A ]
AMJ 29 B B i

o AMJ 30 A A I
AMJ 75 A A [
AMJ 76 A A |
A 80 A A |
Awiv 84 A A I
OAS 20 A A [
0AS 22 A A [
0AS 31 A A [
OAS 50 A A i
OAS 55 A A |
OAS 57 A A |
0AS 85 A A I
0AS 70 A A r
OAS 71 A A |
0AS 78 A A |
JZN 26 A B v
JZN a1 A B IV
JZN 45 A A [
JZN 72 A A |
JGL 34 8 A vV
JGL 35 ] A v
JMC 36 A V] VI
JMC 43 A ] Vi
JMC 46 A 0 Vi
JMC 47 A 5] Vi
MFS 48 A A '
MFS 51 A A I
MFS 66 A A |
MFS 77 A A !
MFS 81 A B v
OP 56 A B8 IV
OP 60 A A i
OP 63 A A [
OP 68 A B v
AJO 64 B B I
AJO 67 B B lil
FJO 73 A A [
FJO 79 A A [
JRS 82 A A !
JRS 83 A A [




Na figura 38§, & apresentado o dendograma gerado a partir dos
resuitados das quatro genotipagens realizadas. De modo geral, as amostras
provenientes do mesmo paciente foram reunidas em um mesmo
agrupamento, mesmo quando os gendtipos eram diferentes. O grupo mais
homogéneo foi o das amostras do paciente MFS que apresentaram
similaridade de 95 a 88%. Apenas para as cepas T36 e T46 do paciente

JMC foi observada similaridade de 100%.

Por meio da analise dos dados combinados, gerados pelas técnicas de
RAPD e RFLP, foram identificados 20 gendtipos diferentes (tabela 9) a
partir de 46 amostras sequenciais de Fonsecaea pedrosoi isoladas de 11
pacientes. Amostras de 6 pacientes (JDN, JGL, MFS, AJO, FJO e JRS) ndo
apresentaram genotipos diferentes inter amostras. As do paciente AMJ
~apresentaram 4 gendtipos diferentes, as dos pacientes OP e OAS
apresentaram 3 gendtipos diferentes e as dos pacientes JZN e JMC

apresentaram 2 gendtipos diferentes.
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Figura 35 - Dendograma construido com os dados do ERIC, REP - PCR, RFLP Dd! e Tagl
mostrando a relagdo genética entre entre os perfis, com 78% de similaridade, identificados

em 46 isofados de F. pedrosoi de 11 pacientes.
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5. Identificag#o molecular da F. pedrosoi por sequenciamento de DNA

Para as reagcdes d sequenciamento, r iGes do complexo rDNA foram
amplificadas e geraram produtos de PCR empregando os conjuntos de

iniciadores NS7/ITS2, ITS1/ITS4 e ITS3/NL4 (Figura 6).

Os produtos gerados nas reagdes de PCR com os canjuntos de
iniciadores ITS1/ITS4 e ITS3/NL4, apresentaram tamanhos de 600 pb (Figura
36) e 980 pb (Figura 37), respectivamente, para as cepas F. pedrosoi e nao F.
pedrosoi. Por outro lado, quando se utilizou o conjunto de iniciadores
NS7/ITS2, as amostras de DNA de cepas de F. pedrosoi apresentaram um
produto de PCR de S00 pb, enquanto que as cepas ndo F. pedrosoi tiveram

produto de 600 bp (Figura 38).

1234567 8910141121314

« 644 bp

<+ 644 bp

1518 1718 1920 2122 2324252627128

Figura 36. Andlise dos produlos de PCR da regido 1TS1-5.85-ITS2 gerados com oS
iniciadores ITS1/ITS4, em gel de agarcse 1%. Linhas 7 e 22: padric de peso
molecular de 100 bp. Linhas 1 a 6, 8 a 21 e 23 a 27: amostras de Fonsecaea
pedrosoi ATCC 46428, T43, T26, T49, T22, T19, T56, T60, T63, T68, T12, T20,
T31, T50, T29, T75, T84, T41, T45, T34, T35, T30, 751, Te4, Te&7, T73,

respectivamente.



1234587 891011121314

<+ 980bp

< 980 bp

151817 18192021 222324252827 28

Figura 37. Andlise dos produtos de PCR da regido 5.8S-ITS2-28S gerados com o0s
iniciadores ITS3/NL4, em gel de agarose 1%. Linhas 7 e 21: padr3o de tamanho
molecular de 100 bp. Linhas 1 a 8, 8 a 20 e 22 a 27; amostras de Fonsecaea
pedrosoi ATCC 46428, T43, T26, T49, T22, T19, T56, T60, T63, TES8, T12, T20,
TH, T50, T29, T75, T84, T41, T45 T34, Ta5, T30, T51, T64, T67. T73.
respectivamente.

12345678 91011121314

+ 600 bp

« 900 bp

15161718 1920 2122 23242526 2728

Figura 38. Analise dos produtos de PCR da regido 185-1TS1-5.85 gerados com o0s iniciadores
NS7/iTS2, em gel de agarose 1%. Linhas 8 ¢ 21: padrdo de tamanho molecutar de
100 bp. Linhas 1, 2,3, 4,5,6,7,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 22,
23, 24, 25 e 26; amostras de Fonsecaea pedrosoi T75, T84, T41, T45, T34, T35,
T30, T51, T64, T67, T73, T82, Fonsecaea compacta \MTSP373, Exophiala
jeanselmei IMTSP 178, Exophiala jeanselmei IMTSP 382, Exophiala, dermalitidis
IMTSP 581, Rinocladielia aquaspersa IMTSP 691, Fonsecaea compacta IMTSP 885,
Fonsecaea compacta CBS 285/47, Fonsecaea compacta IMTSP 877, Fonsecaea
compacta IMTSP 154, Exophiala, dermatitidis IMTSF 67, Exophiala, spinifera IMTSP

1036 e T43, respectivamente.
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Foram selecionadas 18 cepas de F. pedrosoi de pacientes para a andlise
de sequenciamento de DNA (Tabela 10). Apés o alinhamentc das sequéncias
obtidas, foi selecionada uma sequéncia de 530 pb que contém as regides ITS1
e ITS2 e o gene 5.8S. Esta sequéncia foi selecionada por ser comum entre as
seqUéncias oblidas e possibilitar o estudo comparativo entre as diferentes

cepas.

Cepas de outras espécies de fungos demacios também foram
seqUenciadas para posterior comparagdo: Rinocladiella aquaspersa
(T103/IMTSP 691), Exophiala dermatitidis {T99/IMTSP 67), Exophiala spinifera
(T97/IMTSP 1036). As sequéncias obtidas com estas cepas confirmaram sua
identificagdo morfoldgica, pois foram homodlogas (99 a 100%) com sequéncias
das mesmas espécies apds pesquisa em base de dados disponivel nio
enderego htpp://www.ncbi.nim.gov. A sequéncia da cepa T49 apresentou 99%
de homologia quando comparada com outras seqUéncias de Fonsecaea
pedrosoi. As sequéncias das cepas Fonsecaea compacta (TS4/IMTSP154) e
Fonsecaea compacta (T96/IMTSP373) tiveram suas seqUéncias homdlogas
com sequéncias de Phialophora verrucosa (99% e 97%) e Phialophora
americana (97% e 100%), respectivamente. A sequéncia da cepa fonsecaea
compacta (T95/IMTSP885) apresentou homologia tanto para as sequéncias de

Fonsecaea compacta (99 a 97%) como para Fonsecaea pedrosoi (99 a 97%).

De modo geral, das 18 cepas de F. pedrosoi sequenciadas, observamos
a formacgao de dois grandes grupos: seqiiéncia 1 (T19, T41, T45, T34, T35,
T56, T29 e ATCC 46428) e seqiiéncia 2 (T30, T84, T75, T60, T68, 182, T20,

T50, T51 e T12) (Figura 39).






.abela 10. Amostras de Fonsecaea pedmsoi isoladas de - acientes com

cromoblastomicose selecionadas para o sequenciamento.

Pacientes Namero da cepa  Data de isolamento se anmngi(:::lz nto
ATCC 46428 1
JON 12 De mbro 1895 2
AMJ 19 26/08/97 1
AMJ 29 2/04/98 1
AMJ 3o 7/ 8 2
AMJ 75 18/09/01 2
AMJ 84 08/08/02 2
OAS 20 26/08/97 2
QAS 50 25/04/99 2
JZN 41 03/09/98 1
JZN 45 Fevereiro de 1999 1
JGL 34 20/06/98 1
JGL 35 22107198 1
MFS 51 25/06/99 2
OoP 56 01/10/99 1
oP 60 08/08/00 2
OP 68 07/11/00 2

JRS 82 28/09/01 2




6. Antifungigrama pela técnica de diluigao em agar

De 11 pacientes foram isoladas, de modo sequencial, 38 amostras de F.
pedrosoi. Entre estas, 14 foram isoladas e avaliadas quanto a sensibilidade a
antifingicos entre dezembro de 1995 e dezembro de 1998 (Andrade ef al,
2004), e os resultados obtidos foram considerados no presente trabalho. As 25
restantes, isoladas em periodo posterior, foram mantidas em &gar batata até a
execugdo do teste.

Comao podemos observar na tabela 11, houve uma visivel diferenga
entre os resultados obtidos em trabalho anterior para as 14 amostras e os
apresentados agora para as outras 25 amostras dos mesmos pacientes.

De acordo com o critério escolhido para estabelecer sensibilidade e
resisténcia em nosso estudo, as cepas seriam consideradas sensiveis ao
itraconazol quando respondessem a CIMs < 0,5ug/ml. Portanto, frente aos
resultados obtidos podemos verificar que 72% das cepas foram sensiveis.

Essa sensibilidade foi observada para os primeiros isolados de sete
pacientes (JON: T12; OAS: T20; JMC: T36; MFS: T48; AJO: T64; FJO: T73 e
JRS: T82), porém, para os primeiros isolados de outros 4 pacientes (AMJ: T19;
JZN: T26; JGL: T34 e OP: T56) as CIMs foram consideradas elevadas.

Para os isolados dos pacientes JDN, JGL, MFS, AJO, FJO e JRS ndo se
observou alteragio no perfil de sensibilidade, porém para os isolados dos
pacientes AMJ, OAS, JZN, JMC e OP verificou-se alternancia de resyitados.
Nesses casos, os primeiros isolados mostraram-se sensiveis, 0s seguintes
resistentes e os Ultimos foram sensiveis ao itraconazol.

Também podemos observar que, para esses pacientes houve um
intervalo no tratamento, sendo de 3 anos & nove meses para AMJ; de 1 ano

opiettCTECANS

' Faﬁu\dade Je Cidncias Farmacéuticas
Universidade de Sao Paulo
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para OAS e de 1 ano e 5 meses para o paciente JZN. Apesar da sensibilidade
demonstrada pelas cepas no presente estudo, ndo houve melhora clinica para
os pacientes AMJ, OAS e OP, e entre os que melhoraram dois (JZN e MFS)
apresentaram recidiva.

Além disso, podemos observar que dois pacientes foram tratados com
terbinafina isolada (JRS) ou associada ac itraconazol (OP). Para 3 pacientes
(JDN, JZN e MFS), a criocirurgia também foi utilizada em associagdo com o
itraccnazol. Para esses casos houve uma boa evolugao, com melhora clinica,
porém ocorreram pontos de recidiva apos algum tempo de tratamento.

Também pode-se observar que para as cepas de seqiéncia 1 as ClMs
foram consideradas resistentes (excesdo, cepa ATCC Fonsecaea pedrosoi
46428 e T45) e para as de sequéncia 2 (excesdo, cepas T30) as CIMs foram

consideradas sensiveis, Tabela 12.
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Tabela 11 - Concentrgq:éo inibitéria minima do itraconazol frente as 46 cepas de Fonsecaea
pedrosoi isoladas de amostras seriadas de pacientes com cromoblastomicose e

Paciente

Terapia

evolugdo clinica desses pacientes,

Evolugiio clinica

Intervalo Cepa CiM/uml

r

JDN Itra+Crio™ recidiva 2 anos ;: St;lgg !
Itra+Crio melhora 4 meses 32 0177

Itra 19 17

ftra Sem melhora 4 meses 27 4"

AMJ Itra Sem melhora 4 meses 29 47
sem tratamento Sem melhora 3 anos/9_ meses 75 006°

Itra Sem melhora 2 meses 80 0,125°

Itra Sem melhora 9 meses 84 0,125°

Itra 20 03’

Itra Sem melhora 7 meses 31 47

OAS Itra Sem melhora 1 ano 50 0257
Itra Sem melhora 6 meses 55 0,1257

lra Sem melhora 9 meses 57 0,125°

Itra Sern melhora 8 meses 78 0,125°

itra+Crio 26 25"

JZN ftra+Crio methora 10 meses 41 56"
melhora 5 meses 45 05%

recidiva 17 meses 72 0,125*

JGL sem tratamento 34 20"
Itra melhora 20 dias 35 147

Itra 36 0,14 "

JMC Itra melhora 20 dias 43 56"
ltra 4 meses 46 0,06°%

Htra 1 mes 47 01257

TRA+Crio0 48 0.128°

ITRA+Crio melhora 1 mes 51 0,125°

MFs ITRA+Crio melhora 16 meses 66 0,06°
ITRA recidiva 1 ano 77 0125 °

ITRA recidiva 5 meses 81 0,06 °

ITRA+Terb Sem melhora 56 20°

OP TRA 10 meses 60 0,06 ¢
ITRA 2 meses 68 0,06 ¢

AJO 64 0.06°
ITRA melhora 2 meses 67 0,06 “

FJO 73 0,125
ITRA 2 meses 79 0125°¢

JRS Terbinafina 82 0,125 ‘
Terbinafina 8 meses 83 0,125°7

* ftra: itraconazol; Terb: terbinafina; Crio: criocirurgia
': isolado entre dezembro de 1995 e dezembro de 1998;

%: isolado em periodo posterior a dezembro de 1998.
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Tabela 12, Amostras de Fonsecaea pedrosoi Isoladas de pacientes com
cromoblastomicose grupos 1 € 2 do sequenciamento relacionados com perfis
de sensibilidade.

. i Data de Grupc_n de Sensibilidade
Pacientes Namero da cepa isolamento sequenciament a0 ltraconazol
o {ng/mi}
ATCC 46428 1 'S (0,125)
JDN 12 Dezembro 1995 2 S (<0,125)
AMJ 19 26/08/97 1 R
AMJ 29 2/04/98 1 R @)
AMJ 30 7/04/98 2 R(3.6)
AMJ 75 18/09/01 2 S (0,08)
AMJ 84 08/08/02 2 S (0.125)
OAS 20 26/08/97 2 S03)
OAS 50 25/04/99 2 $(0,25)
JZN 41 03/09/98 1 R(5.6)
JZN 45 Feviz;eg;o de 1 S (0,5)
JGL 34 20/06/98 1 R (2.0
JGL 35 22/07/98 1 R{1.0)
MFS 51 29/06/99 2 S(0.125)
oP 56 01/10/99 1 R(2.0)
oP 60 08/08/00 2 S (0,08)
oP 68 07/11/00 2 S (0.08)
JRS 82 28/09/01 2 5(0.125)

'S: sensivel; ZR: resistente
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DISCUSSAO

Os fungos demacios possuem caracteristicas macroscopicas similares, o
que impede a identificagda de género e espécie com base apenas nessas
propriedades. No entanto, algumas caracteristicas como velocidade de
crescimento, aspecto da col6nia, presenga do pigmento melanina e textura,
podem direcionar a identificagdo para determinados géneros ou excluir outros.
Por exemplo, culturas que apresentam aspecto seco, dificilmente poderiam
pertencer ao género Exophiala, cujas coldnias possuem aspecto Umido,
sobretudo em cultivos com menos de 10 dias.

No presente trabalho, as observagtes macroscopicas relacionadas as
cepas de F. pedrosoi indicaram varias caracteristicas, incluindo taxa de
crescimento moderada (98,5%), aspecto seco (100%), presenga do pigmento
melanina (100%) e textura velutina {100%), compativeis com as descritas na
literatura para essa espécie (McGINNIS, 1980; LACAZ et al., 1991; LACAZ ef
al., 1998).

Quando analisados microscopicamente, os fungos demacios podem
apresentar uma variabilidade morfologica que, muitas vezes, dificuita a
identificagéo correta e, na maioria das vezes, permite apenas a identificagao do
género.

Em nosso estudo, pudemos abservar essa variabilidade em alguns
casos, como no da cepa F. pedrosoi T19 (Tabela 2), que apresentou trés tipos
de esporulagdo (cladosporium, fialéfora e rinocladiela), sendo o tipo

cladosporium predominante. Essas observagdes morfolégicas foram
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compativeis com as relatadas por diversos autores (McGINNIS, 1980: LACAZ
et al., 1991, LACAZ et al., 1998).

As cepas T 54 (Tabela 3) e T59 (Tabela 4) também apresentaram mais
de um tipo de esporulagéo. No entanto, nesses dois casos o tipo predominante
foi fialéfora e rinocladiela, respectivamente. A cepa T59 apresentou
esporulagao muito exacerbada, o que dificultou uma clara visualizagao de sua
morfologia. Esse achado poderia ser indicativo de Fonsecaea compacta,
porque, segundo a literatura (LACAZ et al,, 1991 e LACAZ et al., 1998), essa
espécie apresenta esporulagdo mais intensa do que a F. pedrosoi. A utilizagio
de outros meios de cultura talvez proporcionasse resultados mais conclusivos
para as cepas 154 e T59. Meios pobres em nufrientes, como AQ (Qatmeal
Agar) preparado a base de cereais, agar cenoura e batata, agar Czapek
(utilizados para estimular a esporulagdo de fungos do género Aspergillus) e o
agar fuba, além do agar batata (utilizado em nosso estudo), sdo habitualmente
empregados em centros de referéncia para a identificagdo de fungos demacios.
(Hoog et al, 2000). Curiosamente, as amostras (T54 e T59) foram negativas
para a PCR-duplex na presenga dos iniciadores especificos ITSA1 e ITSA para
F. pedrosoi.

O uso de outros meios de cultura também poderia ser indicado para as
cepas T49 e T62. Essas amostras foram identificadas como Exophiala spp e
Rhinocladiella spp, respectivamente, pois apresentaram caracteristicas macro
e microscopicas compativeis com esses géneros. Entretanto, foram positivas
para a PCR-duplex na presenga dos iniciadores especificos ITSA1 e ITSA para
F. pedrosoi. O resuitado de PCR-cuplex da cepa T49 foi confirmado por

sequenciamento da regido 1TS81-5.88-ITS2 do complexo rDNA. Observou-se
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que 99% da seqléncia analisada foi similar a outras seqiéncias de Fonsecaea
pedrosoi. Portanto, apesar dessa amostra nio desenvolver conidiogénese
tipica de F. pedrosoi (Figura 12), foi identificada como tal pelo seqUeciamento
dessa regido, confirmando, assim, o resultado positivo na PCR-duplex,
especifica para Fonsecaea pedrosoi.

Esses resultados indicam que a PCR-duplex parece ser um teste mais
especifico que os testes morfolégicos para a identificagao de F. pedrosoi como
agente da cromoblastomicose.

Entre as 49 cepas provenientes dos outros centros, apenas um isolado
nao correspondeu a identificagdo morfoldgica inicial. A IMTSP 154, identificada
como Fonsecaea compacta, apresentou frutificagdo somente do tipo fialdfora.
Essa observagdo ja havia sido realizada por McGinnis e Schell em 1980,
quando analisaram varias amostras enviadas por diversos centros de pesquisa,
incluindo o IMTSP. Esses pesquisadores utilizaram o método do microcultivo
com meios de agar fuba e agar dextrose batata. As cepas de Fonsecaesa
compacta IMTSP 885, IMTSP 877, IMTSP 154 e IMTSP 373, incluidas nessa
analise, apresentaram o seguinte resultado: IMTSP 885 foi a unica considerada
como sendo Fonsecaea compacta, IMTSP 877 foi reavaliada como F. pedrosoi
e as cepas IMTSP 154 e IMTSP 373 foram reavaliadas como sendo
Phialophora verrucosa. Em nosso estudo morfolégico, as cepas IMTSP 885 e
IMTSP 877 foram consideradas como Fonsecaea compacta, a IMTSP 154,
conforme descrito anteriormente, foi considerada como Phialophora verrucosa
e para a IMTSP 373 a analise morfologica ndo pode ser realizada, pois essa

Ccepa nao apresentou conidiogénese.
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Pelo exposto, pode-se observar que os detalhes que envolvem a
identificag&o morfolgica das espécies de Fonsecaea ainda s&o controvertidos
e, portanto, consideramos a necessidade de estudos adicionais. Entre os
procedimentos realizados, a anélise do sequenciamento da regido ITS1-5.8S-
ITS2 do complexo rDNA poderia nos fornecer algum dado referente a
identificagido da espécie, uma vez que essa regido ja foi utilizada por varios
pesquisadores com essa finalidade.

Portanto, as cepas de Fonsecaea compacta IMTSP 885, IMTSP 154 e
IMTSP 373 foram selecionadas para aquela andlise. As seqiéncias das cepas
IMTSP 154 e IMTSP 373 apresentaram homologia com amostras de
Phialophora verrucosa e Fhialophora americana, respectivamente, enquanto
que a sequéncia da cepa IMTSP 885 apresentou homologia tanto com as
sequéncias de Fonsecaea pedrosoi como de Fonsecaea compacla. Esses
achados confirmaram as identificagdes morfolégicas relatadas por McGinnis e
Schell para a cepa IMTSP154 e para a cepa IMTSP 373, mas n&do para a
IMTSP 885, cujo sequenciamento foi inconclusivo. Talvez o sequenciamento de
outros genes como, por exemplo, os gque codificam para algumas proteinas
como quitina, B-tubulina, acetil coenzima A sintase e gliceraideido-3-fosfato
desidrogenase, que também sao utilizados na identificagéo de fungos, possa
auxiliar nessa identificagdo (Guarro, et al 1998).

No presente trabalho, todas essas amostras de Fornisecaea compacta,

também foram avaliadas utilizando-se ¢ ensaio do PCR-duplex, mas somente a
amostra IMTSP 877 (T8) foi positiva para os dois conjuntos de iniciadores

especificos para Fonsecaea pedrosoi. Apesar dessa amostra néo ter sido
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sequenciada, o fato de ser positiva na PCR-duplex pode indicar que se trata de
Fonsecaea pedrosoi, assim como havia indicado McGinnis e Schell em 1980.

E importante salientar que, a auséncia de conidiogénese em isolados
seqlenciais de F. pedrosoi de um mesmo paciente foi, pela primeira vez,
observada em nosso estudo. Nesse caso, a auséncia de conidiogénese pode
estar associada a alguns fatores como, por exemplo, o longo periodo de
doenga, no qual o fungo pode ter sofrido uma adaptagado ac hospedeiro e
deixado de produzir algumas caracteristicas morfolégicas. Outro fator poderia
ser o longo periodo de tratamento com itraconazol, a que o paciente vem
sendo submetido.

As amostras que ndo puderam ser identificadas por meic da morfologia
foram positivas para a PCR-duplex com os dois conjuntos de iniciadores
especificos. Quando essas amostras foram genctipadas (tabela 10) pudemos
observar a presenga de um unico genodtipo para as cepas do paciente JDN (1),
enquanto que as cepas do paciente OP distribuiram-se em trés gendtipos
diferentes: T56 (XVI), T60 e T63 (XVII) e T68 (XVIill). Quando o DNA do
primeiro isolado do paciente JDN (T12) e o DNA de trés isolados do paciente
OP (T56, TB0 e T68) foram utilizados no sequenciamento da regido ITS1-5.88-
ITS2 do rDNA, verificou-se que todas as sequéncias foram homologas a outras
sequéncias de F. pedrosoi disponives no enderego htpp:/iwww.ncbi.nim.gov.
Apesar de todas as amostras serem consideradas F. pedrosoi, pudemos
observar que, de modo geral, tanto para nossas seqiéncias como para as
seqUéncias disponiveis havia dois perfis de sequenciamento. A cepa TS6
(Tabela 2) apresentou perfil diferente das demais, mas como essa foi o

primeiro isolado, é possivel que a auséncia de conidiogénese cbservada nas
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amostras sequenciais desse paciente esteja associada com as alteracfes na
seguéncia de DNA.

A auséncia de conidiogénese, mais a diversidade morfoldgica
encontrada entre diferentes cepas de F. pedrosoi ou de F. compacta ressaltam
a necessidade de técnicas sensiveis e especificas para a identificagdo desses
fungos. Como podemos observar, o teste de PCR-duplex proposto apresenta
essas caracteristicas, uma vez que, a sensibilidade foi de 90% na reagao com
os dois conjuntos de iniciadores especificos e a especificidade foi de 100%
para o conjunto ITSA/ITSAS e 94,2% para o conjunto ITSA1/ITSAS. A menor
especificidade observada para o Ultimo conjunto de iniciadores em relagao ao
primeiro conjunto deve-se a discordancia entre a identificagdo morfolégica e
molecular para as cepas T54 e T59. E possivel que, nesses dois casos, uma
nova avaliagdo morfologica (utilizando-se outros meios de cuitura, por exemplo)
mais o sequenciamento dessas amostras esclaregam essa discordancia entre
as andlises morfoidgicas e moleculares.

Neste trabalho, todas as cepas inicialmente identificadas como F.
pedrosoi foram positivas para os iniciadores especificos (ITSA/ITSAS), na
PCR-duplex. Além disso, cepas de outras espécies de fungos foram negativas
para a PCR-dup/ex especifica para F. pedrosoi, revelando a alta especificidade
do teste que foi de 100% para este conjunto de iniciadores. Para comprovar
esses resultados, foi realizado o sequenciamentc das amostras de DNA de
algumas cepas, cujos resultados mostraram alto grau de similaridade com
seqliéncias disponiveis no enderego htpp:/iwww.ncbi.nim.gov. Como descrito
anteriormente, basicamente dois perfis de sequéncia foram encontrados: a

seqiiéncia 1 e a seqiéncia 2. Pudemos observar que as sequéncias das cepas
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de dois pacientes (AMJ e OP) foram distribuidas enfre as duas sequéncias. Os
primeiros isolados (T19 e T56) desses pacientes apresentaram a sequéncia 1 e
0s isolados posteriores apresentaram a seguéncia 2. Esses resultados
comprovam a diversidade genética encontrada na analise morfologica desses
isotados.

Outro dado interessante foi o obtido para as oito amostras que
apresentaram a seqlUéncia 1 (tabela 11). Quando amplificadas pelos
iniciadores ITS5/NL4 para a realizagdo do RFLP, essas cepas (exceto a T45)
apresentaram um produto de 1400pb que posteriormente seria empregado na
restricao enzimatica, porém apresentaram diferentes perfis de RFLP.

Também pudemos observar que para as amostras com sequéncia 1
(com excegdo ATCC 46428 e T45) as concentragbes inibitérias minimas
mostraram cepas consideradas resistentes e para as com sequéncia 2 {com
excecdo T30) sensiveis. Apesar do gene estudado no sequenciamento nao
estar relacionado com a sintese da moiécula alvo do itraconazol, esse dado
pode indicar alguma alteragdo genética nas cepas estudadas. Esse fato foi
mais bem evidenciado para aiguns pacientes (AMJ e OAS) que estavam em
tratamento durante ancs. Nesse periodo, os isolados responderam a CiMs
elevadas e apds o mesmo, as amostras responderam a CIMs mais baixas. E
importante ressaltar que no caso do paciente AMJ essas amostras foram
isoladas apds o tratamento ter sido interrompido por trés anos e no caso do
paciente OAS apds um ano.

Para as cepas dos outros pacientes (MFS, OP, AJO, FJO e JRS) que
Nac apresentaram resisténcia microbiolégica, e mesmo assim os pacientes

apresentam recidivas, deve-se levar em conta que fatores relacionados ao
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hospedeiro podem estar interferindo na resposta a terapéutica. O itraconazol é
uma droga com biodisponibilidade muito variavel; as concentragbes
plasmaticas variam muito de paciente para paciente, sendo, portanto,
recomendado em casos de falha terapéutica um acompanhamento das
concentragGes plasmaticas da droga (Espinell-Ingroff, 1997).

Para a confirmagéo das possiveis alteragbes genéticas relacionadas
com a sensibilidade e a resisténcia das cepas dos pacientes AMJ e OAS,
varias possibilidades devem ser exploradas: acompanhamento da
concentracdo plasmatica do itraconazol no paciente; aprimoramento e
padronizag&o de um teste de sensibilidade especifico para o fungo em questéo
e estudo de outros genes que estdo diretamente relacionados com a
resisténcia microbiologica, como o ergosterol biosynthetic enzymes (ERG) 11 e
o multidrug resistence (MDR).

A partir da analise de sequéncias e estudo de homologia realizado com
base no enderego htpp://iwww.ncbi.nim.gov, desenvolvemos outros iniciadores
(ITSA1/ITSAS) com a finalidade de se obter maior especificidade na
identificacdo da espécie Fonsecaea pedrosoi. Das 64 amostras de F. pedrosoi
analisadas, apenas duas {(T54 e T59) nao amplificaram com ITSA1/ITSAS.
Embora essas amostras tenham apresentado, em estudo morfolégico, raros
campos com esporulagédo tipo cladosporium, o que norteou a identificagao
dessas cepas como sendo Fonsecaea pedrosi, elas podem pertencer a outra
espécie ou mesmo outro género, como Phialophora ou Rhinocladiella, pois
esses fungos também séo pleomdrficos (McGinnis e Schell ,1980; Schell et ai,
1999). Por isso, 0 sequenciamento da regido estudada no desenho dos

iniciadores poderia esclarecer essa divida.



103

Recentemente, pesquisadores japoneses (ABLIZ et al, 2003)
desenvolveram iniciadores especificos para serem utilizados na técnica de
PCR para identificagdo do género Fonsecaea em amostras de cultura. Nesse
estudo, foram utilizadas 51 espécies diferentes, sendo 18 de F. pedrosoi, e trés
de F. compacta. Os iniciadores utilizados também foram desenvolvidos a partir
do complexo rONA e geraram um produto de 333bp nas cepas que eram F.
pedrosoi. A diferenga entre esse trabalho e 0 nosso estd na metodologia
empregada e no desenho dos iniciadores. Em nosso estudo, desenvolvemos
iniciadores e condigbes de reagdo de PCR-duplex que possibilitam a
identificagéc molecular da espécie F. pedrosoi e permite discrimina-la de outras
espécies de fungos demacios. Além disso, a reagdo negativa para ambos os
iniciadores, na PCR-duplex, é um dado importante que pode indicar que o DNA
nao foi adequadamente extraido ou esta degradado. Além disso, pode indicar a
presenga de inibidores na reagéo, visto que esse tipo de controle ndc esta
presente na técnica de PCR descrita por ABLIZ e cois. (2003), que contém
apenas um conjunto de iniciadores que sdo especificos para o género
Fonsecaea.

Os estudos de tipagem demonstraram uma grande variedade de
gendtipos, mesmo entre amostras seqlenciais. Em dois desses casos, onde
foram encontrados de trés a quatro gendtipos diferentes, os pacientes
encontravam-se em fratamento ha muitos anos @ com varios episddios de
recidivas.

De modo geral, a técnica de ERIC-PCR mostrou poucos perfis diferentes
entre as cepas estudadas, enquanto que a técnica de REP-PCR apresentou

maior namero de perfis, indicando maior poder de discriminagao entre as
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cepas. Porém, quando os perfis genéticos foram agrupados prevaleceu o
agrupamento por paciente.

Os resuitados de RFLP néo geraram informagdes que possibilitassem
associagdo com os dados dos pacientes {datas, procedéncia, lesdes, etc.). Em
estudo anterior, Attili et al (1998) encontraram variabilidade similar, uma vez
que também néo estabeleceram um perfil Gnico para F. pedrosoi, apesar de a
regido estudada de 650pb ter sido menor do que a avaliada no presente
trabalho (1400 a 1800pb). Ainda utilizando produtos gerados petos iniciadores
ITS1/1TS4 e oito enzimas diferentes na analise de amostras de F. pedrosoi e F.
compacta, 0s autores também nédo conseguiram diferenciar as duas espécies.
Com base nessas observagbes e em nossos achados, acreditamos que essa
técnica possui pouco valor discriminatorio, mas consideramos que pode ser
empregada com outros propésitos, como, por exemplo, na classificagéo do
género, como indicado por Caligiorne et al {1999).

Com base nos resultados obtidos, acreditamos que a diversidade
morfolégica e genética da Fonsecaea pedrosoi seja propria de cada cepa e nao
de um grupo de isolados (como, por exempio, 0s de um mesmo paciente).
Talvez essa propriedade esteja relacionada com a falha terapéutica

comumente observada entre os pacientes com cromobiastomicose.
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CONCLUSAO

1. Os resultados da analise macroscépica das colénias foram compativeis
com os dados descritos na literatura para o fungo Fonsecaea pedrosoi,
mas n&o foram suficientes para a identificagdo definitiva do fungo. A
associagdo entre esses resultados e os da microscopia possibilitou a
identificag@o de 64 isoiados de pacientes com diagndstico prévio de
cromoblastomicose, porém para dois desses isolados (T54 e T59), os
exames ndo foram conclusivos. Tais isolados poderiam ser
considerados como espécies diferentes de F. pedrosoi ou mesmo

classificados em outro género.

2. A identifica¢cdo molecular por meio da PCR-duplex, com 0s iniciadores
ITS1/1TS4 e ITSA11TSAS, mostrou-se altamente sensivel e especifica,
sendo, portanto, passivel de ser utilizada na identificagéo de F. pedrosor.
Essa analise possibilitou a identificagdo de 62 das 64 amostras de F.
pedrosoi, incluindo as que ndo puderam ser identificadas nos estudos

morfolégicos.

3. Os resultados da genotipagem por RAPD e RFLP mostraram grande
variabilidade genética entre as cepas de Fonsecaea pedrosoi, mesmo

quando essas pertenciam a um mesmo paciente.
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4. O sequenciamento da regido I1TS1-5.85-ITS2 do complexo rDNA de
algumas cepas mostrou a presenga de 2 sequéncias, ambas homdleogas
com as disponiveis no enderego hipp:/iwww.ncbi.nlm.gov para cepas de
Fonsecaea pedrosoi. Essas sequéncias também foram distribuidas entre

os diferentes isolades, mesmo entre os recuperados de um mesmo

paciente,

5. O teste de sensibilidade mostrou que as cepas com sequéncia 1 tendem
a ser resistentes ao itraconazol, enquanto que as de seqiéncia 2

tendem a ser sensiveis a esse azol.

6. O sequenciamento da regido ITS1-58S5-ITS2 do complexc rDNA
também possibilitou a confirmagao de alguns achados na reagdo de
PCR-dupiex especifica para Fonsecaea pedrosoi, incluindo cepas com

reavaliagdo morfolégica divergente de sua identificagdo de origem.

7. De modo geral, pode-se considerar que existe uma grande variabilidade
entre as cepas de Fonsecaea pedrosoi, seja ela fenotipica ou
genotipica. Estudos posteriores s&o necessdrios para comprovar se
essa variabilidade pode estar relacionada a falha terapéutica ou a
patogenicidade desse microrganismo, uma vez que a doenga causada
pelo mesmo ndo responde de forma satisfatoria a nenhum dos

antifingicos disponiveis no comercio.
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Universidade de S&o Paulo
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
Departamento de Analises Clinicas
Laboratério de Micologia Clinica

Ficha simplificada para andlise morfolégica de fungos filamentosos

Procedéncia da cepa:

Registic no.:

Data de isolamento:

Data de entrada no Laboratorio;

Observagbes:

1. Estudos morfolgicos
1.1 - Crescimento no meioc de; agar Sabouraud dextrose () agar mycosel ()

1.2 Temperatura:

1.2 - Velocidade de crescimento: rapido (até 3 dias) ()
médio (até 7 dias ) ()
lento  (superiora 12 dias) ()

1.3 - Aspectos macroscobicos ( método da coldnia gigante):

1.3.1 - Em meio de agar batata

1.3.1.1 - Velocidade de crescimento: rapido (ate 3 dias) ()
médio (até 7 dias ) ()
lento (superiorai2dias) ()

Tamanho: cm, data

Tamanho: cm, data

Tamanho: cm, data

Tamanho: cm, data




1.3.1.2 - Aspecto (topografia):

a) circulares { )

b) elevadas ( )

¢) sulcadas ou pregueadas ()

d) zonadas {faixas concéntricas de aspecto e cor diferentes) ( )
e) planas ( )

f) nao sulcadas ( )

g) bordas lisas

h) bordas onduiadas { )

i) elevadas, centro saliente ( )

j} sulcos radiais; bordas lisas ou onduladas ( )
k) cerebriformes, plana efou ondulada

[) damido ( )

m) seco ( )

n) micétio aéreo abundante ( )

1.3.1.3 - Pigmento:

a) anverso ( )

b) verso ()

c) difuso no meio de cuitura { )
cor do pigmento:

1.3.1.4 - Goticulas (exsudato)
a) escassas { )

b) abundantes ( )

c) transparentes ( )

d) opacas ( )

e) brilhantes ( )

f) coloridas ( )

1.3.1.5 - Textura;

a) granulosa (como areia fina) ( )

b) pulverulenta (como talco ou farinha) ( )
c) velutina (aveludada) ( )

d) cotonosa (aspecto de algodao) { )

e) glabrosa {(membranosa efou coriacea) ( )
f) feltrada (aspecto de feltro) { )

g) lanoso (aspecto de 18) ( )

h) terroso ( )

i) camurga{ )

i} cremosa ( )



1.4 - Aspectos Microscépicos (Ridell, 1950);

1.4.1 - Em meio de agar dextrose batata

Tempo de desenvolvimento:

Temperatura:

1.4.1.1 - Hifas:
a) diametro:

dias

b) pigmento presente:

C) pigmento ausente ()
d) septadas ( )
e) ndo septadas ( )

1.4.1.2 - Conidioforg:

a) simples ( )

b) ramificado ( )

c) extremidades dilatadas (vesiculas) ( )

1.4.1.3 - Conidios:
presentes ( )
ausentes ( )
arranjo em cadeia ( )
arranjo em cachos ( )
pigmento

Observagoes:

Desenho
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Tabela

Resultados das analises dos fragmentos gerados pela técnica RFLP com

as enzimas Dd/ e Tal das 46 amostras seqiienciais de Fonsecaea pedrosoi isoladas de

11 pacientes com cromoblastomicose.

Pacientes

Numero da Data Tamanho ITS5- Numero de bandas  Nimero de bandas
cepa isololamento NL4 Ddel Taqgl
JDN 12 Dez/1995 = 1800pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
JDN 28 9/12/97 = 1800pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
JDN 32 02/04/98 = 1800pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
AMJ 19 26/08/97 = 1400pb 6 (2>267pb) 4 (2>267pb)
AMJ 27 02/12/97 = 1800pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
AMJ 29 02/04/98 = 1400pb 6 (2>267pb) 4 (2>267pb)
AMJ 30 07/04/98 = 1800pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
AMJ 75 18/09/01 = 1800pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
AMJ 76 16/10/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
AMJ 80 11/12/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
AMJ 84 08/08/02 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
OAS 20 26/08/97 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
OAs 22 30/09/97 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
OAS 31 28/04/98 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
OAS 50 25/04/99 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
OAS 55 14/10/99 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
OAS 57 06/07/00 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
OAS 65 10/10/00 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
OAS 69 10/01/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
OAS 70 20/03/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
OAS 71 27/03/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
OAS 78 08/11/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
JZN 26 12/12/97 = 1400pb 6 (2>267pb) 3 (2>267pb)
JZN 41 03/09/98 = 1400pb 6 (2>267pb) 3 (2>267pb)
JZN 45 02/1999 = 1800 pb 6 (3>267pb) 6 (3>267pb)
JZN 72 31/07/01 = 1800 pb 6 (3>267pb) 6 (3>267pb)
JGL 34 20/06/98 = 1400pb 6 (2>267pb) 3 (2>267pb)
JGL a5 22/06/98 = 1400pb 6 (2>267pb) 3 (2>267pb)




Tabela (continuacgao)

JMC

36

29/06/98 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb}
JMC 43 08/12/98 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
JMC 46 27/04/99 =~ 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
JMC 47 25/05/99 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
MFS 48 25/05/99 =1800pb 6 (3>267pb) 7(3>267pb) -
MFS 51 29/06/99 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
MFS 66 22/10/00 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
MFS 77 04/10/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
MFS 81 09/04/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 4 (2>267pb)
oP 56 01/10/99 = 1400 pb 5 (2>267pb) 4 (2>267pb)
oP 60 08/8/00 = 1800 pb 6 (3>267pb) 7 (3>267pb)
oP 63 14/09/00 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 7 (3>267pb)
oP 68 07/11/00 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 4 (2>267pb)
AJO 64 13/09/00 = 1400 pb 6 (2>267pb) 3 (2>267pb)
AJO 67 14/11/00 = 1400 pb 6 (2>267pb) 3 (2>267pb)
FJO 73 08/06/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
FJO 79 28/08/01 = 1800 pb 6 (3>267pb) 6 (3>267pb)
JRS 82 28/09/01 = 1800 pb 6 (3> 267pb) 6 (3>267pb)
JRS 83 07/05/02 = 1800 pb 6 (3>267pb) 6 (3>267pb)






