H
J

s

INSTITUTO LATINO-AMERICANO DE
UN[LA CIENCIAS DA VIDA E DA NATUREZA (ILACVN)

BIOTECNOLOGIA

ESTUDO AMBIENTAL DE SPOROTHRIX SPP. DE LOCAIS COM ANIMAIS
POSITIVOS PARA ESPOROTRICOSE, NO MUNICIPIO DE FOZ DO

Versao Final Honol ogada
09/ 02/ 2026 09: 30

IGUAGU

GHADIR WISSAM RIZK

Foz do Iguagu

2025



— INSTITUTO LATINO-AMERICANO DE
0 UNILA CIENCIAS DA VIDA E DA NATUREZA (ILACVN)

0
BIOTECNOLOGIA

%

ESTUDO AMBIENTAL DE SPOROTHRIX SPP. DE LOCAIS COM ANIMAIS
POSITIVOS PARA ESPOROTRICOSE, NO MUNICIPIO DE FOZ DO
IGUAGU

GHADIR WISSAM RIZK

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado ao
Instituto Latino-Americano de Ciéncias da Vida e da
Natureza da Universidade Federal da Integragao
Latino-Americana, como requisito parcial para a
obtencéao do titulo de Bacharel em Biotecnologia.

BANCA EXAMINADORA
Orientadora: Prof. Dra. Rafaella Costa Bonugli Santos (UNILA)
Prof. Dr. Michel Rodrigo Zambrano Passarini (UNILA)
Prof. Dra. Nathalia Corréa Chagas de Souza (UNILA)

Foz do Iguagu, 17 de dezembro de 2025.

Versao Final Honol ogada
09/ 02/ 2026 09: 30



Versao Final

RESUMO

A esporotricose, micose emergente de preocupacdo em saude publica, tem sua transmissao
tradicionalmente associada a traumas ambientais e, mais recentemente e de forma predominante
no Brasil, a transmissdo zoondtica mediada por gatos infectados. Este estudo visou investigar a
possivel relagcao entre a presenca ambiental de Sporothrix spp. e casos da doenga em Foz do
Iguacu/PR, utilizando uma abordagem integrada de metabarcoding e técnicas classicas de
isolamento fungico. Foram coletadas 2 amostras de solo de residéncias com casos felinos
confirmados e 2 de ambientes controle. A analise metagenémica via sequenciamento do DNAr da
regidao ITS e processamento bioinformatico com QIIME2 e DADA2 nao detectou DNA do género
Sporothrix em nenhuma amostra, revelando, contudo, comunidades fungicas similares entre locais
com e sem doenca, com predominancia dos filos Ascomycota e Basidiomycota e alta abundancia
de familias como Trichocomaceae. Em paralelo, o isolamento seletivo em meios SDA e BDA
resultou em cinco isolados fungicos com morfologias filamentosa e leveduriforme, porém nenhum
apresentou caracteristicas macro e microscépicas tipicas de Sporothrix spp., nem transicédo
dimérfica ou produgdo de melanina em cultivo liquido. Os resultados conjuntos indicam que, nas
areas estudadas, o solo pode ter atuado como reservatoério detectavel do patégeno, reforcando a
hipétese de que a transmissdo da esporotricose, particularmente por Sporothrix brasiliensis,
ocorre principalmente via contato direto entre animais (rota zoonética), sustentando a necessidade
de estratégias de controle focadas no manejo animal e no isolamento de felinos infectados,
alinhadas a perspectiva de Saude Unica. Contudo, S. brasiliensis € um patégeno reconhecido pela
dificuldade tanto de isolamento a partir de amostras ambientais quanto de amplificacdo de seu
DNA. Nesse contexto, torna-se necessaria a obtencao de novas amostras, bem como a avaliagao
de estratégias alternativas de cultivo e o desenvolvimento ou validagdo de primers especificos
para analises diretas do DNA ambiental.

Palavras-chave: esporotricose; saude unica; analises metagenémicas
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ABSTRACT

Sporotrichosis, an emerging mycosis of public health concern, is traditionally associated
with environmental trauma and, more recently and predominantly in Brazil, with zoonotic
transmission mediated by infected cats. This study aimed to investigate the possible relationship
between the environmental presence of Sporothrix spp. and cases of the disease in Foz do
Iguacu/PR, using an integrated approach of metabarcoding and classical fungal isolation
techniques. Two soil samples were collected from residences with confirmed feline cases and two
from control environments. Metagenomic analysis via ITS region rDNA sequencing and
bioinformatic processing with QIIME2 and DADAZ2 did not detect DNA of the genus Sporothrix in
any sample, revealing, however, similar fungal communities between sites with and without
disease, with a predominance of the phyla Ascomycota and Basidiomycota and high abundance of
families such as Trichocomaceae. In parallel, selective isolation in SDA and BDA media resulted in
five fungal isolates with filamentous and yeast-like morphologies, but none presented macro- and
microscopic characteristics typical of Sporothrix spp., nor dimorphic transition or melanin
production in liquid culture. The combined results indicate that, in the areas studied, the soil may
have acted as a detectable reservoir for the pathogen, reinforcing the hypothesis that the
transmission of sporotrichosis, particularly by Sporothrix brasiliensis, occurs mainly via direct
contact between animals (zoonotic route), supporting the need for control strategies focused on
animal management and the isolation of infected cats, in line with the One Health perspective.
However, S. brasiliensis is a pathogen recognized for the difficulty of both isolating it from
environmental samples and amplifying its DNA. In this context, it is necessary to obtain new
samples, as well as to evaluate alternative cultivation strategies and develop or validate specific
primers for direct analysis of environmental DNA.

Keywords: sporotrichosis; one health; metagenomic analyses
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1 INTRODUGAO

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por fungos do género Sporothrix spp.,
sendo uma preocupagao crescente na saude publica, especialmente em regides urbanas. A
transmisséo ocorre principalmente por contato com solos contaminados, material vegetal ou por
arranhaduras e mordidas de animais infectados, especialmente gatos, que desempenham um
papel fundamental na disseminagcao da doenca (ROSSOW et al., 2020). Nos ultimos anos, os
casos de esporotricose aumentaram significativamente no Brasil, tornando necessario um maior
entendimento sobre a presenga ambiental desses fungos e seu papel na epidemiologia da
infeccdo (SCHECHTMAN et al., 2022). Apesar da ampla distribuicdo geografica, a relagéo entre
0s microrganismos causadores e os fatores ambientais ainda ndo estd completamente esclarecida
(RAMIREZ-SOTO et al., 2018).

Entre as espécies patogénicas do género, o Sporothrix brasiliensis apresenta alta
viruléncia e resisténcia a antifungicos, sendo a principal responsavel pelos surtos zoondticos
registrados no Brasil. Diferengas estruturais, como a composi¢cao da parede celular e a formagéo
de biofilmes, conferem maior potencial infeccioso a essa espécie (Lopes-Bezerra et al., 2018).
Além disso, sua capacidade de alternar entre a forma micelial, presente no ambiente, e a forma
leveduriforme, desenvolvida no hospedeiro, contribui para a adaptacao e a persisténcia no meio
(Teixeira et al., 2011). Pesquisas demonstram que a S. brasiliensis pode persistir em materiais
ambientais, ndo apenas em hospedeiros animais. Isso amplia a compreensao de sua ecologia e
destaca a necessidade de métodos de deteccéo aprimorados e estratégias de saude publica para
lidar com as vias de transmissao zoonoética e ambiental (ALMEIDA-SILVA et al., 2022; DA COSTA
et al., 2022; NAHAL et al., 2024).

Sob a perspectiva da Saude Unica, a emergéncia e expansdo da S. brasiliensis revelam a
interdependéncia entre saide humana, animal e ambiental (MELO et al., 2023). A transmissao
zoonotica, especialmente envolvendo gatos, associada a capacidade do fungo de persistir no
ambiente, evidencia que o controle da esporotricose ndo pode ser restrito ao tratamento dos casos
clinicos (SOUZA, 2025). Torna-se fundamental integrar acbes veterinarias, vigildncia ambiental e
politicas de saude publica para monitorar focos de infecgdo, aprimorar métodos diagndsticos e
promover estratégias de prevencdo (MELO et al., 2023). Assim, compreender a ecologia do
patdbgeno e suas interagbes nos diferentes ambientes, torna-se essencial para reduzir a

disseminacao e mitigar impactos sociais e sanitarios.

Versao Final Honol ogada
09/ 02/ 2026 09: 30



13
A identificacdo e caracterizacdo de Sporothrix spp. em amostras ambientais é rara e
tecnicamente desafiadora, porém pode possibilitar uma compreensdo mais ampla da dindmica da
transmissdo da esporotricose. Nesse sentido, o presente projeto tem como objetivo investigar
areas com registros de esporotricose por meio da coleta de amostras de solo, tanto para o
isolamento de fungos do género Sporothrix quanto para a analise da diversidade microbiana
presente no DNA ambiental, permitindo identificar potenciais associa¢cdes entre o patdgeno,

outros microrganismos e fatores ecoldgicos relacionados.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 ESPOROTRICOSE

A crescente incidéncia de doengas associadas a degradacdo ambiental esta se tornando
cada vez mais evidente, e a esporotricose se destaca como um exemplo classico desse
fendmeno. A esporotricose é uma micose subcutanea causada por fungos do género Sporothrix
spp. que afeta humanos e outros animais, infectados através de aberturas nas barreiras fisicas,
como feridas e cortes (FERNANDES, 2018). Geralmente, as lesdes sao localizadas na pele
(Figura 1), tecido celular subcuténeo, vasos linfaticos préximos e, em casos raros, pode haver
disseminagdo para outros 6érgaos, inclusive por inalacdo de esporos. A maioria dos casos de
transmisséo para seres humanos estdo associados a mordidas ou arranhdes de gatos infectados,
sendo considerada uma dermatopatia zoonotica até recentemente negligenciada no Brasil
(ROSSOW et al., 2020).

Figura 1: Lesdo em animal felino causada por esporotricose
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Fonte: BAZZI (2016).

Esta doenga apresenta diferentes formas clinicas,
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cuja manifestacdo depende

principalmente do estado imunolégico do hospedeiro, do inéculo e da viruléncia da espécie

envolvida, podendo se manifestar de trés formas principais, descritas no Quadro 1: cutanea fixa,

caracterizada pela formagao de lesbes cutaneas localizadas no local da inoculagao (Imagem 1A);

linfocutanea, caracterizada pela formagao de lesdes nddulo-ulcerativas no local da inoculagéo

(Imagem 2B); cutanea disseminada, caracterizada pela formacdo de mais de trés lesbes

envolvendo dois ou mais locais anatémicos diferentes do local da inoculacdo (Imagem 2C)
(FERREIRA, 2018; MAHAJAN, 2014).

Quadro 1: Caracteristicas das principais formas clinicas da manifestagao da esporotricose.

Forma clinica

Caracteristicas

Frequéncia relativa

Esporotricose
linfocuténea

Les&o inicial no local da inoculagao,
geralmente nodular ou ulcerada,
seguida por surgimento de nédulos
subcutaneos ao longo dos vasos
linfaticos regionais (“cadeia
linfatica”). Evolugao tipica em trajeto
ascendente.

Mais frequente;
considerada a forma
classica da doenga.

Esporotricose cutanea
fixa

Lesao unica e localizada, sem
disseminacgao linfatica. Pode
apresentar-se como nodulo, placa
verrucosa ou Ulcera restrita ao ponto
de inoculagao.

Segunda forma mais
comum.

Esporotricose cutanea
disseminada

Presenca de multiplas lesoes
cutaneas nao contiguas, podendo
acometer diferentes regides do
corpo; ocorre predominantemente
em individuos imunossuprimidos.

Rara, associada a
imunossupressao.

Fonte: Adaptado de FERREIRA (2018); MAHAJAN (2014).
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Figura 2: Lesdes causadas pela esporotricose. A) esporotricose cutanea fixa; B) esporotricose linfocutanea;

C) esporotricose cuténea disseminada.

Fonte: Adaptado de FERREIRA (2018); MAHAJAN (2014).

Em 2025, embora ainda seja frequentemente descrita como negligenciada, houve uma
mudanga significativa no seu status: a esporotricose humana passou a ser de notificagdo
compulsoria em todo o territério nacional. Esta mudancga, implementada pela Portaria GM/MS n°
6.734, de 18 de margo de 2025 (BRASIL, 2025), representa um reconhecimento formal da
crescente preocupacao com a doenga e visa melhorar a vigilancia epidemioldgica e o controle dos
casos no Brasil. A esporotricose, embora mais comum em climas tropicais e subtropicais, tem sido
documentada globalmente, com casos relatados em diversos ambientes e populagées em todo o
mundo (BAZZI, 2016). Embora a distribuicdo geografica de isolamentos ambientais de espécies
do género Sporothrix seja bem documentada (Figura 3), a relagdo precisa entre os
microrganismos causadores e o0s elementos ecoldgicos permanece em grande parte
desconhecida (RAMIREZ-SOTO et al., 2018).
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Figura 3: Distribuicdo geografica de isolamentos ambientais de espécies de género Sporothrix*

® Collection points
Continents

[ Central America
I North America
[] South America
[ Asia

[ Europe

[ Oceania

[ Africa

Fonte: RAMIREZ-SOTO ET AL. (2018). *Dados parciais até 2018.

2.2 SPOROTHRIX SPP.

A taxonomia do género Sporothrix é organizada dentro do reino Fungi, especificamente na
divisdo Ascomycota. Esse género pertence a classe Sordariomycetes e esta incluido na ordem
Ophiostomatales, sendo parte da familia Ophiostomataceae. O género Sporothrix abrange
diversas espécies, como Sporothrix schenckii, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa,
Sporothrix mexicana, Sporothrix albicans e Sporothrix luriei, que sao amplamente estudadas

devido a sua relevancia clinica e ecologica (SILVA et al., 2022).

O dimorfismo do género Sporothrix é um fator crucial para o seu sucesso na infecgéo de
mamiferos. Essa capacidade de transicdo entre uma forma micelial saprdfita, presente no
ambiente a 25 °C, e uma forma de levedura parasitaria, desenvolvida em temperaturas mais
elevadas (35 °C-37 °C), como as encontradas em hospedeiros de sangue quente, permite ao

fungo adaptar-se a diferentes nichos ecoldgicos (GREMIAO et al., 2019).

Na fase micelial (Figura 4.A), o fungo apresenta hifas delgadas, hialinas, septadas e
ramificadas, com conidiéforos que produzem conidios globosos a ovoides, organizados em

estruturas caracteristicas semelhantes a margaridas, que podem crescer diretamente sobre as
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hifas, dispondo-se bilateralmente. Na fase parasitaria (Figura 4.B), o fungo assume a forma de
levedura, caracterizada por células pleomorficas que se reproduzem por mitose. As células
apresentam formato fusiforme, semelhante a um charuto, ou arredondado, com tamanho variando
entre 2,5 a 5 ym, e podem exibir pequenas células em brotamento (DA CRUZ et al., 2013;
TEIXEIRA, 2011). Essa transicdo morfoldégica € essencial para a patogenicidade do fungo,
permitindo-lhe sobreviver e proliferar no ambiente hostil do hospedeiro mamifero (DUARTE et al.,
2021).

Comumente, caracteristicas macroscopicas das colbnias filamentosas, em meios como
agar extrato de malte ou agar dextrose de batata, sdo lisas e enrugadas, brancas a cremosas no
inicio, tornando-se marrons a pretas apés alguns dias (Figura 4.C). Algumas cepas, no entanto,
tém a capacidade de formar colénias escuras desde o inicio do crescimento (BARROS, 2011). Em
sua forma de levedura (Figura 4.D), em parasitismo, a colénia se mostra com consisténcia

cremosa, aspecto umido e de coloragéo variando de branco a creme (FERREIRA, 2018).

Figura 4. Morfologia de fungos do género Sporothrix.

A > 1
# B\ ‘(i( %\\o ;\\ %o

A) Micélio da espécie Sporothrix brasiliensis cultivado a 28°C, com presenca de conidios e hifas septadas
ramificadas, visualizadas microscopicamente usando uma escala de 10 um; B) Células leveduriformes da
espécie Sporothrix brasiliensis cultivadas a 37°C, com o formato alongado visualizadas microscopicamente
usando uma escala de 10 um. C) Aspectos macroscoépicos do fungo Sporothrix schenkii em placa de petri
contendo meio Batata-Dextrose Agar, em sua forma filamentosa cultivada a 28°C; D) Aspectos macroscopicos
do fungo Sporothrix schenkii em placa de petri contendo meio Batata-Dextrose Agar, em sua forma
leveduriforme cultivada a 37°C. Fonte: GOMEZ-GAVIRIA et al. (2023); RODRIGUES et al. (2018).
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2.2.1 Transmisséo e Viruléncia

Os fungos do género Sporothrix encontram-se principalmente no solo e a infec¢ao ocorre
geralmente por inoculagdo do fungo através de espinhos, estipes ou pequenas lesdes durante
atividades como a agricultura, a jardinagem, a horticultura e o contato zoonético, especialmente
relacionado com caes e gatos. Os gatos domésticos sao os principais reservatérios da doenga no
Brasil (SCHECHTMAN et al., 2022).

No Brasil, a espécie Sporothrix brasiliensis esta associada a infecgéo felina e apresenta a
maior viruléncia em epizootias (surtos ou ocorréncias de doengas que afetam muitos animais em
uma determinada area geogréafica ou populacdo animal) de esporotricose (GREMIAO et al., 2017).
Acredita-se que um dos fatores de aumento significativo dos casos no Brasil é a urbanizagao,
quando associada a falta de controle da proliferacdo de animais domésticos errantes, como caes e
gatos, em paralelo com a falta de predadores no ambiente urbano. Esse impacto favorece ndo so

a esporotricose como outras zoonoses (HADDAD JUNIOR et al., 2021).

Contudo, evidéncias demonstram que a esporotricose também pode ocorrer por meio de
inoculagao traumatica, o estudo de Nahal e colaboradores (2024), envolvendo 43 casos de
esporotricose ndo zoondtica, analisou dados epidemiolégicos, clinicos e terapéuticos. Quase
metade dos pacientes (48,8%) relatou trauma envolvendo plantas e/ou contato direto com o solo
como provavel fonte de infeccdo. A espécie predominante foi S. brasiliensis (39 casos), seguida
por S. globosa (3 casos) e S. schenckii (1 caso), confirmando que S. brasiliensis esta associada
tanto a transmissdo ambiental quanto as diversas formas clinicas, incluindo quadros graves.
Esses achados reforcam que a transmissao ambiental segue sendo um componente relevante da
epidemiologia da esporotricose, e que S. brasiliensis possui ampla capacidade de persistir no

ambiente, infectando humanos mesmo na auséncia de contato com gatos.

Um dos fatores de viruléncia do Sporothrix spp. € a sua capacidade de se converter em
fase de levedura quando em contato com o sangue humano (RAMIREZ-SOTO et al., 2018), como
citado anteriormente. Entretanto, a origem e manutencdo da viruléncia em fungos dimorficos é
enigmatica porque uma interagdo com um hospedeiro mamifero ndo é um requisito para a
sobrevivéncia e viruléncia do fungo, efeito conhecido como “fenémeno de viruléncia pronta”
(TELLEZ, 2014).

O fungo Sporothrix modifica sua morfologia em resposta a temperatura, adotando a forma

de levedura no hospedeiro (35-37 °C), crucial para sua fase parasitaria. Essa transicao
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termodimoérfica possibilita a mudanca de um estado filamentoso no ambiente para uma forma
patogénica no hospedeiro vertebrado, uma adaptacdo também observada em outros fungos
patogénicos humanos, como os das ordens Onygenales e Eurotiales, evidenciando sua

importancia evolutiva na infeccdo de mamiferos (RODRIGUES et al., 2015).

A membrana celular fungica é o ponto inicial de interagao entre o hospedeiro e o patdégeno,
desempenhando assim uma fungdo crucial na patogénese e na resposta imunolégica
(RUIZ-BACA et al., 2021). Em fungos patogénicos, diversas glicoproteinas desempenham um
papel significativo na infecgao, influenciando a capacidade do patégeno de invadir o hospedeiro,
garantir sua sobrevivéncia e evadir a resposta imune do hospedeiro (LEAL, 2019). Embora as
proteinas da parede celular do Sporothrix spp. ainda nao estejam completamente caracterizadas,
ha relatos documentados sobre a presenca de adesinas de paredes celulares Gp70 que se ligam
as proteinas da matriz extracelular do hospedeiro, como a fibronectina, a laminina e o colageno
tipo Il. A proteina Gp70 pode ser encontrada tanto na parede celular quanto secretada e como
parte de vesiculas extracelulares, desempenhando um papel crucial na patogénese do fungo,
atuando na adesdo as células hospedeiras e na modulagcdo da resposta imune
(GARCIA-CARNERO et al., 2022).

2.2.1.1 Diferenga de transmisséo entre espécies de Sporothrix

A esporotricose, uma micose subcutinea que pode se manifestar nas formas disseminada e
extracutanea, foi historicamente atribuida ao agente etioldgico Sporothrix schenckii, descrito em
1898, com sua fase parasitaria de levedura isolada no Brasil em 1907 (LOPES-BEZERRA et al.,
2018). Estudos recentes de sequenciamento multilocus esclareceram os limites das espécies dentro
do género Sporothrix, revelando a existéncia de grupos cripticos clinicamente relevantes além do S.
schenckii, abrangendo diversas espécies, como S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa, S.
mexicana, S. albicans e S. luriei (RODRIGUES et al., 2015; SILVA et al., 2022).

Historicamente, a transmissao sapronética era a principal fonte de esporotricose humana.
No entanto, com o surgimento de S. brasiliensis, as infec¢cdes zoonéticas, mediadas
principalmente por felinos, tornaram-se cada vez mais frequentes, alterando o panorama
epidemiolégico da doenga (ROSSOW et al., 2020).

Ambas as rotas de transmiss&do estdo associadas a traumas nos tecidos cutédneos ou
subcutaneos, que facilitam a introducao de propagulos de Sporothrix na pele (RODRIGUES et al.,

2016). No local da inoculacdao, desenvolvem-se lesbes que podem se disseminar pelos vasos
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linfaticos nas primeiras semanas de infecgao, possibilitando a manifestagdo de forma cutanea ou
extracutanea, com a gravidade da doenga variando conforme a espécie do fungo Sporothrix
envolvido e o estado imunologico do hospedeiro (ROSSOW et al., 2020).

O fungo Sporothrix schenckii, principal espécie associada a esporotricose, € amplamente
encontrado em solos ricos em matéria organica, folhas secas, madeira e espinhos de plantas. A
transmissao ocorre principalmente por inoculagao traumatica por meio de matéria vegetal, como
perfuracbes por espinhos ou lascas de madeira, ou pela inalagido do fungo, apesar de menos
frequente, tornando a doenca um risco ocupacional para quem trabalha com solo ou vegetais
(BAZZI et al., 2016; ROSSOW et al., 2020). No entanto, a transmissé&o de Sporothrix brasiliensis
ocorre principalmente através do contato do animal infectado, a partir de arranhaduras ou
mordidas, destacando uma rota zoondtica que tem gerado alerta devido ao aumento de casos e a
complexidade do controle epidemioldgico (SALES, 2019).

Apesar de ambas as espécies, S. schenckii e S. brasiliensis, possuirem genomas com
97,5% de similaridade, evidéncias sugerem diferencas associadas a maior viruléncia e as
caracteristicas estruturais da parede celular desta dltima (PINERO, 2021). Enquanto ambas
possuem paredes bicamadas, S. brasiliensis apresenta menor quantidade da glicoproteina 70 kDa
(gp70), uma parede mais espessa com maior concentracdo de ramnose e quitina, além de
microfibrilas mais longas que favorecem a formagcdo de biofilmes, contribuindo para a maior
resisténcia a medicamentos e um potencial infeccioso mais elevado (LOPES-BEZERRA et al.,
2018).

2.3 ESTUDOS METAGENOMICOS

A Metagendmica auxilia na compreensao dos patdogenos em seu contexto, revelando suas
interagcdes complexas com seu ambiente, hospedeiros e vetores, levando ao conceito de
"patobioma". Suas abordagens funcionais oferecem uma oportunidade para explorar o papel do
hospedeiro na modulagdo dessas comunidades microbianas, considerando a resposta do
hospedeiro, sua histéria epidemiolégica e as fungdes imunoldgicas (VAYSSIER-TAUSSAT et al.
2014). Em adicdo, as andlises metagenbmicas oferecem ferramentas para investigar a
diversidade microbiana em ambientes especificos, permitindo, assim, a analise dos potenciais
impactos nos locais de desenvolvimento do Sporothrix spp. e associagdo entre os agentes
etioldgicos e os fatores ambientais (RAMIREZ-SOTO et al. 2018).
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O ambiente em que um organismo vive influencia diretamente os tipos de microorganismos
que ele pode abrigar e interagir. Mudangas no ambiente, como variacbes na temperatura,
umidade, disponibilidade de nutrientes e exposicdo a agentes patogénicos, podem afetar a
composicdo e a fungdo da microbiota associada ao hospedeiro. Consequentemente, a
patogenicidade deve ser vista como wuma caracteristica dinamica das interagdes
hospedeiro-patégeno (METHOT et al. 2014).

Estudos recentes baseados em metagenbmica e em analises moleculares tém
transformado significativamente a compreensdo sobre a esporotricose, oferecendo novas
perspectivas sobre a epidemiologia, a diversidade genética, a patogénese e o diagnéstico da
doenca. As ferramentas metagendmicas e de genotipagem de alta resolugédo permitiram identificar
com precisdo as espeécies envolvidas em surtos, como S. brasiliensis no Brasil e S. globosa na
China, e mapear sua disseminagédo geografica e diversidade genética. Esses métodos também
elucidaram padrbées de migragdo e expansao clonal, incluindo a propagagao de S. brasiliensis a
partir do Rio de Janeiro, frequentemente impulsionada pela transmissdo gato-humano (DE
CARVALHO et al., 2022; RIBEIRO et al., 2024; DE MIRANDA LEONHARDT LOSADA et al., 2023;
DE CARVALHO et al., 2021; DA SILVA et al., 2024; FILHO et al., 2020).

No campo diagndstico, técnicas metagenémicas e ensaios moleculares, como PCR e
RT-gPCR, possibilitaram uma deteccdo mais rapida, sensivel e especifica de Sporothrix,
aprimorando a vigilancia epidemiologica e o manejo de surtos (DE CARVALHO et al., 2022;
RODRIGUES et al., 2015; AMADEI et al., 2025; DE MACEDO et al., 2023; LUIZ et al., 2022).

Em conjunto, essas abordagens tém revolucionado o entendimento da esporotricose ao
permitir a identificacdo precisa das espécies, o rastreamento de surtos, a elucidagao de
mecanismos de viruléncia e o desenvolvimento de métodos diagndsticos mais eficazes,

contribuindo diretamente para o controle da doenga e a melhoria do atendimento aos pacientes.

2.3.1 A técnica de Metabarcoding aplicada as analises de DNA ambiental

A impossibilidade de observar, cultivar ou quantificar organismos raros, extintos ou de
dificil deteccao impulsionou o desenvolvimento de métodos indiretos para inferir sua presenca e
caracteristicas. Nesse contexto, emergiu o conceito de DNA ambiental (eDNA), definido como o

material genético obtido diretamente de amostras ambientais, como solo ou agua, sem a coleta
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fisica do individuo. Entre as linhas da metagendmica esta o metabarcoding, que tem como
objetivo a identificagcdo de um conjunto de organismos de uma comunidade. O metabarcoding é
uma poderosa técnica que aplica os principios do DNA ambiental para identificar multiplas
espécies simultaneamente, a qual envolve a amplificagdo em larga escala de fragmentos de DNA
especificos. (PADILLA-GARCIA et al., 2021).

O processo baseia-se na amplificagdo de regides curtas de DNA (<200pb) — visando
superar a alta degradacao do material em amostras ambientais, utilizando primers que se ligam a
sequéncias universais, mas com regides varidveis que funcionam como coédigo de barras
taxondmico. Apds a amplificagdo por PCR, essas amostras sdo submetidas ao Sequenciamento
de Alto Rendimento (HTS), permitindo a identificagdo em massa de espécies, sem a necessidade
de isolamento ou captura individual dos organismos (MENDES, 2023). As sequéncias obtidas sao
entao submetidas ao sequenciamento e comparadas com um banco de dados de referéncia para

a identificacao taxonémica simultinea de todas as espécies presentes. (AYLAGAS et al., 2016).

A etapa bioinformatica transforma sequéncias de DNA ambiental (eDNA) em matrizes de
dados ecoldgicos. Tradicionalmente, isso é feito por agrupamento (clustering), onde as sequéncias
sdo reunidas em Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) com base em um limiar fixo de
similaridade (tipicamente 97%). No entanto, uma abordagem mais moderna e precisa € a remogéo
de ruido, usando algoritmos como DADA2 e Deblur, que distingue erros de sequenciamento da
variagao biolégica real, resultando nas Variantes de Sequéncia de Amplicon (ASVs), que

representam a verdadeira variagcao de forma mais granular (FURNEAUX et al., 2025).

Ao analisar multiplas amostras ambientais simultaneamente, a organizagdo dos dados é
otimizada pela criagdo de uma Tabela de Variantes de Sequéncia de Amplicon (ASV). Essa tabela
estruturada consolida as sequéncias Unicas detectadas em todas as coletas, registrando o nimero
de ocorréncias de cada ASV em cada parcela de amostragem. Posteriormente, essa matriz pode
ser enriquecida com a identificacao taxondmica de cada sequéncia individual, transformando os

dados brutos em uma matriz pronta para analises ecolégicas (BRAUNIG et al., 2024)

2.4 ONE HEALTH

A abordagem de Saude Unica ou “One Health” reconhece a interconex&o entre a saude
humana, animal e ambiental, enfatizando que doengas que atravessam essas fronteiras,

especialmente as zoonoses, exigem estratégias colaborativas e interdisciplinares para um
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controle e prevencéo eficazes. Saude Unica é um modelo transdisciplinar que aborda a interface
humano—animal-ambiente, promovendo a colaboragdo entre médicos, veterinarios, cientistas
ambientais e profissionais de saude publica para enfrentar doencas infecciosas emergentes e
reemergentes, particularmente zoonoses como a esporotricose. Essa abordagem é endossada por
grandes organizacbes de saude e tem sido cada vez mais considerada essencial para o
enfrentamento de ameagas complexas a saude publica (ROSSOW et al., 2020; MARKO et al.,
2025; GREMIAO et al., 2020; ANDRADE et al., 2022; RODRIGUES et al., 2022; CHARLES-NINO
et al., 2022).

Diversos estudos tém demonstrado a relevancia da abordagem para a compreensao e o
controle da esporotricose, especialmente em regides onde a doenga se tornou hiperendémica. No
campo da vigilancia epidemioldgica, investigagbes integradas realizadas no Brasil e no Chile
evidenciam que agdes articuladas entre médicos, veterinarios e autoridades de saude publica
permitem o diagndstico precoce, a rapida identificacdo de surtos e a implementacdo de medidas
de controle voltadas simultaneamente para humanos e animais (MOTTA et al., 2025; ROSSOW et
al., 2020; ANDRADE et al., 2022; GREMIAO et al., 2020; RODRIGUES et al., 2022; THOMSON et
al., 2023). Esses achados reforgam que estratégias isoladas tendem a ser menos eficazes diante

de doencas com forte interface zoondtica.

Além disso, pesquisas apontam que a distribuicdo da esporotricose esta intimamente
ligada a fatores socioeconémicos e ambientais. A maior concentracdo de casos em areas com
infraestrutura precaria e condi¢cdes de vida desfavoraveis destaca a importancia de politicas
publicas alinhadas aos principios de One Health, capazes de integrar intervengdes sociais,
sanitarias e ambientais (MOTTA et al., 2025; MARKO et al., 2025; GREMIAO et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2022; GONCALVES et al., 2024).

Outro eixo central da abordagem € a educagdo em saude. Estudos mostram que
campanhas educativas voltadas para tutores de animais e comunidades, somadas a capacitagao
continua de profissionais da saude humana e veterinaria, desempenham papel fundamental na
deteccdo precoce e na redugdo da transmissdo, especialmente em regides hiperendémicas
(MOTTA et al., 2025; ROSSOW et al., 2020; ANDRADE et al., 2022; GREMIAO et al., 2020;
RODRIGUES et al., 2022; XAVIER et al., 2023).

Por fim, a literatura destaca a necessidade de esforgos multidisciplinares e multissetoriais
para o enfrentamento sustentavel da esporotricose. Avangos em diagndstico molecular,
monitoramento ambiental e formulacao de politicas publicas integradas tém sido apontados como

componentes essenciais para compreender a dindmica de disseminagdo das espécies de
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Sporothrix e orientar acdes de controle mais eficazes (ROSSOW et al., 2020; MARKO et al., 2025;
GREMIAO et al., 2020; RODRIGUES et al., 2022; CHARLES-NINO et al., 2022; GONCALVES et
al., 2024).

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar areas com registros de esporotricose por meio da coleta de amostras de solo,
tanto para o isolamento de fungos do género Sporothrix quanto para a analise da diversidade
fungica presente no DNA ambiental através do método metagendmico, utilizando a técnica de
metabarcoding com primer ITS, permitindo identificar potenciais associa¢des entre o patégeno,

outros microrganismos e fatores ecoldgicos relacionados.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Coletar amostras ambientais de locais com casos suspeitos ou confirmados de
esporotricose, além de amostras controle provenientes de ambientes com gatos
saudaveis;

2. Extrair o DNA total, sequenciar e realizar a bioinformatica das amostras usando a
metodologia de metabarcoding;

3. Comparar a composi¢ao e a diversidade fungica de solos de residéncias com casos de
esporotricose com solos controles de residéncias com gatos saudaveis, a fim de identificar
diferencas ecoldgicas e possiveis associagdes entre 0 ambiente microbiano e a presenga
do patégeno;

Realizar o isolamento seletivo para Sporothrix spp.;
Caracterizar por métodos macroscoépicos e microscopicos os isolados;
Sequenciar os isolados com caracteristicas do género alvo e realizar analises filogenéticas

dos fungos isolados.
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA DAS AMOSTRAS

O estudo foi realizado no municipio de Foz do Iguagu, cidade localizada no oeste do
estado do Parana, Brasil, regido de triplice-fronteira com os paises Paraguai e Argentina. Foram
realizadas coletas de amostras de solo em parceria com o Centro de Controle de Zoonoses Dr.
Dorival Jorge Junior em residéncias indicadas pela médica veterinaria da Prefeitura de Foz do
Iguacu, Dr. Luciana Chiyo, como areas de maior probabilidade de presenca de fungos Sporothrix,
baseando-se no diagnéstico dos animais presentes com esporotricose e na ocorréncia de casos
clinicos dessas regides, especialmente gatos. Para o controle negativo, foram realizadas coletas
em locais que possuem gatos com perfis saudaveis e que se limitam ao ambiente residencial com

estruturas adequadas de saneamento basico.

Foram realizadas quatro coletas de amostras de solo em diferentes pontos do municipio de
Foz do Iguagu, Parana, acompanhadas do Centro de Zoonoses Dr. Dorival Jorge Junior; duas em
areas onde havia forte suspeita da presenca de animais com esporotricose, obtidas
especificamente em locais de contato intenso destes animais, como areas adjacentes a caixas de
areia e regides de solo de quintais utilizadas para repouso ou locomogao, e duas em areas sem
histérico aparente da doenca, que foram empregadas como controles, sendo estes ambientes em
que os animais domésticos ndo possuem contato com outros animais e limitados ao espaco

residencial.

As amostras foram com o auxilio de uma espatula com colher em chapa inox, transferidas
para um tubo tipo Falcon de 50 mL e transportadas em caixas de isopor para o Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica (LABIMIC), localizado na Universidade Federal da Integragéo

Latino-Americano, campus Jardim Universitario, na cidade de Foz do Iguacu.

4.2 ESTUDO METAGENOMICO

4.2.1 Extracao do DNA Total
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A extracdo do DNA total das amostras ambientais foi realizada utilizando o kit comercial
DNeasy PowerSoil Kits (Qiagen), seguindo as instrugdes do fabricante. Apds a extragcao do DNA,
as amostras purificadas foram encaminhadas para a empresa Bioseq, localizada em Sao Paulo,
Brasil, para o servico de sequenciamento de alto rendimento (High-Throughput Sequencing —
HTS). O sequenciamento foi especificamente direcionado para o marcador ITS, visando a
comunidade fungica, e conduzido utilizando a tecnologia de Sequenciamento de Nova Geragao

para posterior analise bioinformatica de metabarcoding.

4.2.2 Pipeline aplicado para as analises de Bioinformatica

A analise bioinformatica foi conduzida no ambiente Linux utilizando o Qiime2, versao
2024.10, instalado via Miniforge, seguindo as orientagdes fornecidas pela documentagao oficial da
plataforma. O sequenciamento direcionado a regiao ITS resultou em um total de oito arquivos
FASTQ.gz, correspondentes as leituras forward e reverse dos quatros conjuntos amostrais: 232,
271, C1 e C2. Esses arquivos foram organizados por meio de um arquivo manifest, permitindo sua

importacao como dados pareados (paired-end) e garantindo o mapeamento correto das amostras.

Apods a etapa de importacdo, realizou-se a inspeg¢do da qualidade das sequéncias com
giime demux summarize, o que possibilitou identificar as regides de queda de qualidade ao longo
dos reads (BOLLER et al., 2020) . Com base nesse diagndstico, foram definidos os parametros de
trimming e truncation, removendo-se bases de baixa qualidade nas extremidades das sequéncias.
Também foi aplicada uma filtragem inicial para descartar leituras incompativeis com os critérios

minimos de qualidade estabelecidos para a analise.

Em seguida, o processo de denoising foi conduzido utilizando o plugin DADA2, no modo
paired-end, para a correcao de erros de sequenciamento, remocado de ruido e artefatos e a
fitragem de quimeras, resultando na geracdo de amplicon sequence variants (ASVs) de alta
precisdo, para a representacado da diversidade microbiana presente nas amostras (CALLAHAN et
al., 2016).

Para a etapa de classificagcdo taxondmica, empregou-se o banco de dados UNITE
especifico para ITS, utilizando a versdo com 97% de similaridade para eucariotos, adequada para
analises amplas de comunidades fungicas e outras linhagens eucaridticas. Apds a atribuicdo
taxon6mica, foi produzida a tabela de abundéncia das ASVs por amostra, a qual serviu como

matriz central para as analises ecoldgicas subsequentes.
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4.3 ISOLAMENTO DE FUNGOS DO GENERO SPOROTHRIX SPP.

4.3.1 Preparacao de Placas Contendo Meio de Cultivo

Para o cultivo dos fungos, foram preparadas placas contendo meio de cultura Agar Batata
Dextrose (BDA), proveniente da LABORCHEMIKER (LCK-3200272), e Agar Sabouraud Dextrose
Sabouraud Dextrose Agar (SDA), provenientes da KASVI (K25-1024), suas respectivas
composigdes descritas pelos fornecedores foram formuladas nos quadros 2 e 3 (KENYON et al.,
1984). Foram utilizando aproximadamente 20-25 mL de meio por placa de Petri de 9 mm e
adicionou-se 0,05 mg/L cloranfenicol como antibiético padrdo para inibir o crescimento de

contaminantes bacterianos (ALMEIDA, 2023).

Quadro 2: Composigéo do meio de cultivo Batata-Dextrose Agar

Compostos Quantidades (g/L)
Infusdo de Batata 200,0
Glicose 20,0
Agar 17,0

pH: 5.6 + 0.1 a 25°C

Quadro 3: Composi¢éo do meio de cultivo Sabouraud-Dextrose Agar

Compostos Quantidades (g/L)
Dextrose 40,0
Digestao peptidica de tecido 5,0
animal
Digestao pancreatica de caseina 50
Agar 15,0

pH: 5.6 + 0.2 a 25°C
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Todas as preparacoes foram realizadas em cabine de fluxo laminar, seguindo protocolos de
esterilizacao e assepsia para garantir a integridade das amostras. O meio BDA foi utilizado para
favorecer o crescimento da forma leveduriforme a 37 °C, enquanto o meio SDA foi empregado

para o desenvolvimento da forma filamentosa a 28-30 °C (BARROS, 2011).

Apds a preparagao, as placas foram armazenadas em geladeira até o momento da

inoculacédo das amostras.

4.3.2 Diluigao Seriada

Para a realizacdo da diluigdo seriada seguiu-se o protocolo operacional baseado em
métodos descritos por Ben-David e Davidson (2014), adaptado para o isolamento de fungos.
Inicialmente, pesou-se 1 grama de amostra, que foi transferida para um tubo Falcon contendo 9
mL de agua destilada estéril, previamente autoclavada. A mistura foi homogeneizada utilizando
um vortex por 3 minutos para garantir a dispersao uniforme do material. Em seguida, em cabine
de fluxo laminar, realizou-se uma série de diluicbes decimais, transferindo 1 mL da suspensao
inicial para 9 mL de agua destilada estéril autoclavada, repetindo o processo até atingir a diluicdo
1074,

Para o plaqueamento, foram selecionadas as diluigbes 10 e 10™ para a observagdo do
crescimento fungico. Cada diluicdo foi semeada em triplicata tanto no meio Agar Batata Dextrose,
quanto no meio Sabouraud, utilizando o método de plagqueamento por profundidade. Ambas foram

mantidas nas estufas durante 7 dias.

4.3.3 Caracterizagao Microbioldgica dos Fungos Selecionados

4.3.3.1 Isolamento das culturas fungicas

Apods o periodo de incubagado de 7 dias, as placas contendo os meios de cultura BDA e
SDA foram analisadas para o isolamento de fungos com caracteristicas morfolégicas

macroscopicas compativeis com o género Sporothrix (CARVALHO et al., 2022).
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Nas placas contendo meio BDA, incubado a 37 °C, buscou-se identificar colénias na forma
leveduriforme. As col6nias foram selecionadas com base em caracteristicas como superficie
predominantemente lisa e umida, mas também considerando variagées levemente rugosas ou

com bordas irregulares, e coloracéo variando de esbranquigada a levemente amarelada.

Nas placas contendo meio Sabouraud, incubado a 28-30 °C, observou-se o crescimento
micelial dos fungos filamentosos. A selecdo foi baseada em textura aveludada, bordas bem
definidas e coloragédo variando de branco a bege, com algumas exibindo tons marrons, sendo

aspectos consistentes com a morfologia do género Sporothrix.

Os fungos selecionados foram isolados e semeados em novas placas contendo meios
BDA e SDA a fim de purificar as amostras e confirmar a morfologia, incubadas a 37 °C e 28-30 °C,

respectivamente, por 7 dias.

Cada isolado recebeu um cdédigo de rastreio, composto pela identificagdo da amostra
original (n° 271 ou 232), seguido pela diluicdo utilizada, o numero da placa em triplicata e, quando
aplicavel, o numero sequencial do isolado dentro da mesma placa. Paralelamente, cada isolado
recebeu também um codigo de identificagdo proprio, atribuido de forma numérica (1 a 5), visando
padronizar a analise comparativa entre as culturas. Esse sistema permitiu documentar a
procedéncia de cada colbnia e facilitar sua posterior comparagdo morfoldgica e cultivo

complementar (Quadro 4).

Quadro 4: Cdédigos para andlise das amostras, condigbes de cultivo e caracteristicas

macroscopicas.

Cédigo de rastreio Cédigo de Meio de cultivo Temperatura
identificacao
2321073310 1 SDA 28°C
27110 1.1 2 BDA 28°C
271107 2 3 BDA 28°C
2711041.3 4 BDA 28°C
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27110731 5 SDA 28°C

Fonte: Autoria (2025).

4.3.3.2 Preparagao de ldminas para confirmagdo morfolégica

Apds o isolamento e o crescimento dos fungos selecionados, procedeu-se a andlise
morfoloégica por meio da preparacdo de ldminas para observagdo microscépica. Para isso, para
cada isolado, uma pequena porgcdo do crescimento micelial ou das col6nias leveduriformes foi
coletada com o auxilio de uma alga de platina estéril e depositada sobre uma lamina de vidro.
Adicionou-se uma gota de azul de lactofenol para auxiliar na visualizagdo das estruturas fungicas

e cobriu-se a amostra com uma laminula (LECK, 1999).

A observagdo microscépica foi realizada utilizando a lente objetiva de 40x, buscando
identificar caracteristicas morfoldgicas tipicas do género Sporothrix. Para a forma filamentosa,
procurou-se por hifas septadas, hialinas e ramificadas, além de conidiéforos com conidios sésseis
ou dispostos em arranjos caracteristicos em forma de "flor" ou "margarida". Para a forma
leveduriforme, buscou-se a presenca de células alongadas, em formato de "charuto", além de

células ovais ou arredondadas, que podem estar em processo de brotamento (Barros et al., 2011).

4.3.3.3 Cultivo dos fungos isolados em meio liquido

Os fungos isolados foram cultivados em caldo Sabouraud-Dextrose (SDB) a 37°C, durante
10 dias, para analise morfoldgica e obtengédo de biomassa para a extragdo de DNA leveduriforme.
Segundo Schechtman et al. (2022), o crescimento de fungos do género Sporothrix & variavel,
sendo visivel entre trés a sete dias, podendo ser estendido a depender da amostra. Procurou-se
colbnias iniciais lisas e Umidas, de cor creme com centro mais escurecido, como caracteristicas de
células leveduriformes destas espécies que, com um tempo maior de incubacdo, produzem

melanina, tornando-se marrons.
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4.4 CARACTERIZAGAO MOLECULAR DOS FUNGOS SELECIONADOS

4.4.1 Extracdo de DNA

Apdés a confirmacdo das caracteristicas morfolégicas dos fungos selecionados,
procedeu-se a caracterizagdo molecular para confirmar a identificacao das espécies dos isolados.
Para isso, realizou-se a extracdo de DNA a partir dos isolados que foram previamente cultivados
em caldo Sabouraud Dextrose (SDB) a 28 °C, visando obter biomassa fungica. Em seguida, a
suspensdo foi lavada com agua Milli-Q autoclavada e centrifugada para remover impurezas,
descartando-se o sobrenadante. A lise celular foi realizada com a adicdo de um tampao de
extracdo contendo 1% de SDS, 25 mM de EDTA, 250 mM de NaCl e 200 mM de Tris-HCI (pH 8,0),
seguida de trituragdo mecanica com bastao de plastico e incubagido a 65 °C por 20 minutos. A
purificacao do DNA foi realizada por meio de extragdes sequenciais com 30g/mol de fenol e 30 mL
de cloroférmio (1:1), seguidas de centrifugacao para separacdo das fases. O DNA foi entdo
precipitado com isopropanol e lavado com etanol 70% gelado para remover contaminantes. Apos
a secagem do pellet a 37 °C, o DNA foi ressuspenso em agua Milli-Q autoclavada e tratado com
RNase (10 mg/mL) para digestdo do RNA residual, com incubacao a 37 °C por 1 hora (PINTO,
2018).

4.4.2 Reacado em Cadeia Polimerase (PCR)

Para confirmar a identificagdao molecular dos fungos isolados, realizou-se a amplificagéo da
regido D1-D2 do DNA ribossémico (DNAr) 28S.

O protocolo de Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) utilizado seguiu a recomendacéao
do kit GoTaq Master Mix (Promega), com modificagdes, sendo a reagdo conduzida em um volume
final de 25 uL. A composigao da reagao incluiu 12 uL do Master Mix (2X) da Promega, que contém
a Taq Polimerase, nucleotideos (dNTPs) e MgCI2, 5 uL do DNA genémico (molde), 1,25 uL do
iniciador forward NL1 (5-GCATATCAATAAGCGGAGGAAAAG-3’), 5 uL do iniciador reverse NL2
(5-GGTCCGTGTTTCAAGACGG-3') e 1,25 uL de agua ultrapura para ajuste de volume
(O'DONNELL, 1993).
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O processo foi realizado em termociclador sob as seguintes condicbes: uma desnaturacao
inicial de 5 minutos a 94 °C, seguida de 30 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 segundos,
anelamento a 55°C por 45 segundos e extensdo a 72°C por 1 minuto, finalizando com uma

extensao final de 7 minutos a 72°C.

A amplificacdo da regido de DNA ribossémico 28S com os primers NL1 e NL4 produz um
amplicon de aproximadamente 600 pb, tamanho esperado para a maioria das espécies do género
Sporothrix (LAZAMETH-DINIZ et al., 2025).

4.4.3 Eletroforese em Gel de Agarose

Apdés a amplificacdo da regido D1-D2 do DNAr 28S por PCR, os produtos foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose para confirmagédo do tamanho e da qualidade dos

amplicons.

Para realizar a corrida em gel de agarose, um total de 2 uL de cada reagao de PCR foi
misturado com corante de carregamento (azul de bromofenol) e aplicado nos pogos de um gel de
agarose a 1,2%, preparado em tampao TBE 0.5X pH 8,0 (Tris-base 45 mM, acido bérico 45 mM,
EDTA 1 mM) e corado com 1uL de azul de bromofenol para a visualizagdo das bandas de DNA
sob luz ultravioleta. Como padrao de tamanho molecular, foi utilizado um DNA /adder de 1 kb, que

permitiu a estimativa do tamanho dos fragmentos amplificados.

4.4.5 Sequenciamento da Regiao ITS

Posterior & amplificacdo da regido D1-D2 do DNAr 28S por PCR e a confirmagéo da
presenca de amplicons por eletroforese em gel de agarose, as amostras foram preparadas para
sequenciamento (ESPARZA-NARANJO et al., 2021).

O sequenciamento foi realizado pela Professora Dra. Nathalia Corréa, no Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica (LABIMIC), G008, localizado na Universidade Federal da Integragcéo

Latino-Americano, campus Jardim Universitario, na cidade de Foz do Iguacu, utilizando o
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sequenciador Applied Biosystems 3500 da Thermo Fisher Scientific. Seguiu-se o protocolo do

fabricante com alteracoes.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 COLETA DAS AMOSTRAS

Para as amostras coletadas em locais com confirmacdo de caso de esporotricose,
classificou-se como amostra positiva, identificadas pelos codigos 271 e 232, numeros idénticos
aos dos caodigos que o Centro de Zoonoses Dr. Dorival Jorge Junior selecionou para rastrear as
coletas histolégicas, a fim de manter a integridade do reconhecimento das amostras. Para as
amostras coletadas em locais sem suspeita da doenca e onde os animais ndo tinham contato com
0 ambiente externo ou com outros animais, classificou-se como amostra controle, identificadas

pelos codigos C1 e C2 (Quadro 5).

Quadro 5: Identificagcdo das amostras coletadas

Codigo da amostra Bairro da coleta Avaliagao patolégica Contato com o
coletada do animal para ambiente externo
esporotricose

271 Jardim Universitario Positiva Sim
232 Jardim Sao Paulo Positiva Sim
C1 Jardim Ipé Negativa Nao
C2 Jardim Ipé Negativa Nao

Fonte: Autoria (2025).

5.2 ANALISE METAGENOMICA

A analise ndo detectou sequéncias atribuidas ao género Sporothrix nas amostras
ambientais avaliadas. Mesmo assim, observou-se a presenca de outros fungos oportunistas
capazes de influenciar o equilibrio imunolégico dos animais. Embora n&o sejam diretamente

relacionados a esporotricose, esses organismos podem contribuir para um estado de maior
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susceptibilidade, favorecendo infecgdes secundarias quando o contato com Sporothrix ocorre por

outras vias.

A auséncia de Sporothrix no solo pode reforgar a hipétese ja sustentada pela literatura de
que, no Brasil, a transmissdo ocorre majoritariamente pela via zoondtica, especialmente
envolvendo Sporothrix brasiliensis, reforgando a importancia de estratégias de controle focadas
em reduzir a exposicdo dos animais ao contato externo, diminuindo disputas, ferimentos e
interacbes com animais infectados, sendo medidas alinhadas as politicas de manejo
recomendadas pela Nota Técnica N° 60/2023-CGZV/DEDT/SVSA/MS (BRASIL. Ministério da
Saude, 2021).

A etapa inicial de processamento resultou na organizacéo de arquivos de sequenciamento
referentes a regido ITS, correspondentes as leituras forward e reverse das quatro amostras
analisadas (232, 271, C1 e C2). Ap6s a importacdo no Qiime2, a avaliacdo da qualidade das
sequéncias revelou quedas progressivas de score nas extremidades 3’ dos reads, o que orientou
a definicdo dos pontos de corte empregados durante o frimming e truncation. Esses ajustes
permitiram a remocao das regides de baixa qualidade, assegurando que apenas as porgdes mais

informativas e consistentes das sequéncias fossem mantidas para as etapas subsequentes.

Durante o denoising, o plugin DADAZ2 corrigiu erros de sequenciamento, eliminou ruidos e
removeu quimeras, resultando em um conjunto refinado de ASVs. Essa filtragem reduziu
significativamente o volume inicial de sequéncias, refletindo a exclusdo eficiente de artefatos e
leituras de baixa confiabilidade. A reconstrugao das ASVs permitiu uma representacdo mais
precisa da diversidade microbiana presente em cada amostra, preservando apenas sequéncias

biologicamente relevantes.

A etapa de classificacdo taxondmica, conduzida com o banco de dados UNITE, 97% de
similaridade para eucariotos, possibilitou a identificacdo de uma ampla diversidade fungica. O

processamento resultou na identificagdo de 744 taxons.

Dentre os taxons, os filos identificados mais abundantes presentes nas amostras foram: o
Ascomycota (15,94% - 271; 22,09% - 232; 80,12% C1; 91,58% C2), Basidiomycota (66,83% 271;
61,92% 232; 6,31% C1; 0,65% C2) e Chytridiomycota (0% 271; 0% 232; 0% C1; 6,1% C2) (Figura
5).

Figura 5: Tabela de abundancia referente aos filos de maior abundancia nas amostras ambientais de

residéncias com casos positivos e negativos (controles) de esporotricose.
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Fonte: Autoria (2025).

A nivel de familia, foram listadas 174 (Anexo ), sendo a mais abundante passivel de
identificacdo a Trichocomaceae, pertencente ao filo Basidiomycota, a classe Eurotiomycetes e a
ordem Eurotiales, presente nas amostras 271, 232 e C, representando 66,66% 61,83%,
respectivamente (Figura 6). A familia Trichocomaceae abrange géneros como o Penicillium e o
Aspergillus, fungos que crescem rapidamente e produzem grandes quantidades de conidios, que
sdo facilmente dispersos. Por isso, esses fungos ocorrem em uma ampla variedade de ambientes
(FRAGA et al.,, 2012). Entretanto, seu alto indice pode indicar uma deterioragdo do solo e
liberacdo de micotoxinas e compostos toxicos que, quando acumulados, podem comprometer
diferentes aspectos da criacdo animal, incluindo processos reprodutivos e a resposta imune, além
de impactar negativamente o0 desempenho geral da desintoxicagdo hepatica
(KEPINSKA-PACELIK et al., 2021).

Figura 6: Tabela de abundancia referente as familias presentes nas amostras ambientais de residéncias

com casos positivos e negativos (controles) de esporotricose.
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Fonte: Autoria (2025).

Foram listados 273 géneros entre as quatro amostras, sendo 0s mais abundantes e
passiveis de identificacdo o Trichosporon e o Cutaneotrichosporon, ambos pertencentes ao filo
Basidiomycota, a classe Eurotiomycetes, a ordem Eurotiales e género Trichocomaceae, presentes
somente nas amostras 271 e 232, representando 66,45% e 61,49% dos géneros identificados,
respectivamente (Figura 7). Espécies de Trichosporon e Cutaneotrichosporon sao leveduras
ambientais encontradas em solo e agua e como parte da microbiota animal, descritas como
patdégenos oportunistas especialmente importantes em condigdes de imunossupressdo. A
presenca destas espécies nas amostras analisadas, portanto, sugere a possibilidade de que, em
animais com sistema imunolégico comprometido ou submetidos a estresse, esse fungo possa
exercer papel patogénico relevante, contribuindo para deterioragdo da saude ou predispondo a
infeccdes oportunistas (KEPINSKA-PACELIK et al., 2021).

Figura 7: Tabela de abundancia referente aos géneros presentes nas amostras
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As espécies de Trichosporon sao patdgenos fungicos raros, porém significativos em gatos,

capazes de causar infecgbes tanto localizadas quanto sistémicas. Embora a maior parte da

atencao veterinaria se concentre nos tricomonados protozoarios (por exemplo, Tritrichomonas

foetus), as infec¢des verdadeiras por leveduras Trichosporon, embora incomuns, podem ser

graves e de dificil tratamento. A tricosporonose em gatos pode manifestar-se como infecgdes

localizadas, como dermatite granulomatosa, massas nasais e cistite urinaria, ou como infecgoes

sistémicas. Casos relatados incluem Trichosporon pullulans causando uma massa nasal,

Trichosporon  beigelii associado a dermatite e cistite, e Trichosporon loubieri responsavel por

infeccdo sistémica grave com dificuldade respiratdria, lesdes cutdneas ulcerativas, ndédulos

mediastinais e derrame pleural (RISSI et al., 2016).

Até o momento nenhum estudo relata interacao direta, relagdo genética ou sobreposigao

clinica entre Trichosporon e Sporothrix. Contudo, embora a esporotricose nao predisponha

diretamente a tricosporonose, estados de imunossupressdo, comuns em quadros graves de

esporotricose ou em gatos debilitados, podem favorecer infec¢des oportunistas por Trichosporon,

tornando a relagéo entre ambas essencialmente indireta e mediada pela diminuigdo da imunidade.
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5.3 ISOLAMENTO DAS CULTURAS FUNGICAS

A partir das amostras de solo coletadas nos dois pontos estabelecidos, procedeu-se ao
isolamento de fungos ao final do processo e cinco isolados fungicos foram obtidos (Quadro 3),

todos apresentando morfologia compativel com os critérios definidos para a selegao.

Dentre estes, dois foram recuperados de placas contendo Sabouraud Dextrose Agar (28
°C), apresentando crescimento predominantemente micelial, com coloragao entre branco e creme
e textura aveludada, caracteristicas esperadas para fungos filamentosos em fase micelial. Trés
isolados foram provenientes de placas contendo BDA, incubadas nas diferentes condicbes de
avaliagdo, exibindo colbnias leveduriformes com superficie lisa a rugosa, brilho variavel e

coloragao branco-creme amarelada (Figura 8).

Figura 8: Placas de Petri contendo os fungos isolados.

A) Fungo 1, cultivado em meio SDA a 28°C; B) Fungo 2, cultivado em meio BDA a 37°C; C) Fungo 3, cultivado
em meio BDA a 37°C; D) Fungo 4, cultivado em meio SDA a 28°C; E) Fungo 5, cultivado em meio BDA a 37°C.
Fonte: Autoria (2025).

Na analise microscépica (Figura 9) o fungo 1(A) apresentou um conjunto de hifas hialinas,
finas, predominantemente septadas e pouco ramificadas, distribuidas de forma difusa, compondo
um micélio pouco compacto. O fungo 2(B) exibiu hifas septadas, longas e intensamente
ramificadas, formando um emaranhado micelial mais denso e organizado, com variagao sutil no
calibre das hifas. O fungo 3(C) mostrou padrdo claramente leveduriforme, composto por células
arredondadas a ovais, de tamanho homogéneo, compativeis com blastoconidios isolados, sem
evidéncia de hifas verdadeiras ou pseudohifas. O fungo 4(D) revelou micélio espesso, com hifas

septadas bem definidas e ramificagdo mais compacta, formando agregados hifais extensos. Por
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fim, o fungo 5(E) apresentou um micélio formado por hifas hialinas, delgadas, septadas e

moderadamente ramificadas

Figura 9: Observagédo microscépica dos fungos isolados em objetiva de 40x.

A) Fungo 1; B) Fungo 2; C) Fungo 3; D) Fungo 4; E) Fungo 5. Fonte: Autoria (2025).

O fungo 3, proveniente de cultivo a 37 °C, apresentou exclusivamente células
leveduriformes, sem hifas ou pseudohifas. Nos isolados cultivados em Sabouraud a 28 °C, as
morfologias predominantemente filamentosas, dos fungos 1 e 4, eram esperadas, pois
temperaturas mais baixas favorecem o desenvolvimento micelial, especialmente de fungos
saprofiticos do solo. O fungo 5, obtido em BDA a 28 °C, manteve padrao filamentoso semelhante,
reforcando que as condicbes moderadas desse meio favorecem o crescimento hifal mesmo em

fungos com potenciais variacoes fisioldgicas (BRAVIM et al., 2021).

A auséncia, em todos os isolados, das estruturas miceliais e leveduriformes caracteristicas
de Sporothrix spp. reforca a conclusdo de que nenhuma das amostras correspondeu
morfologicamente ao género. No presente estudo, nenhum isolado apresentou hifas delgadas,
hialinas, septadas e ramificadas associadas a conidiéforos simples, tampouco conidios globosos a
ovoides organizados em arranjos tipicos em “margarida”, que constituem padrbes morfolégicos
essenciais na fase micelial do fungo. Da mesma forma, ndo foram observadas estruturas
compativeis com a fase parasitaria, como células leveduriformes pleomérficas, fusiformes (em
“charuto”) ou arredondadas, variando entre 2,5 e 5 um, frequentemente associadas a brotamentos

laterais.
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A auséncia desses elementos morfolégicos, descritos amplamente na literatura como
fundamentais para o reconhecimento de Sporothrix (DA CRUZ et al., 2013; TEIXEIRA, 2011;
DUARTE et al, 2021), em conjunto com os resultados negativos obtidos nas analises
metagendmicas, reforca que, nas areas amostradas, o solo ndo apresenta indicativos da presenca
de S. brasiliensis, fortalecendo a hipétese de que, nessas localidades, a transmissdo da
esporotricose permanece predominantemente associada a rota zoonética, uma vez que o

ambiente ndo demonstrou sinais da presenca do agente etiologico.

No perfil de crescimento em meio liquido, a incubagéo dos cinco isolados em SDB a 37 °C,
durante dez dias, resultou em crescimento lento e pouco expressivo, com variagdes apenas no
tempo necessario para o inicio do desenvolvimento: os isolados 1, 3 e 4 apresentaram
crescimento inicial entre dois a trés dias, enquanto os isolados 2 e 5 necessitaram de cerca de

sete dias (Quadro 6).

Quadro 6: Perfil de crescimento dos isolados em meio liquido Sabouraud a 37 °C

Amostra Caldo de Temperatura Tempo de Tempo total Producao de

cultivo (°C) crescimento | de melanina
inicial (dias) incubacao
(dias)

1 Sabouraud 37°C 3 10 Ausente
Dextrose

2 Sabouraud 37°C 7 10 Ausente
Dextrose

3 Sabouraud 37°C 3 10 Ausente
Dextrose

4 Sabouraud 37°C 2 10 Ausente
Dextrose

5 Sabouraud 37°C 7 10 Ausente
Dextrose

Fonte: Autoria (2025).

Os isolados 1 e 4, previamente identificados como filamentosos, formaram sedimento
micelial compacto, aderido ao fundo do tubo. O isolado 2 apresentou crescimento floculento, com
fragmentos hifais dispersos em suspensdo. O isolado 3, cuja morfologia microscépica foi
leveduriforme, exibiu turbidez homogénea, compativel com células unicelulares em suspenséao. O
isolado 5 demonstrou um padrao intermediario, com micélio leve e fragmentado, formando

sedimento fragil e facil de dispersar. Em nenhum dos tubos foi observada produgéo de melanina,
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auséncia verificada tanto pela coloracao clara do sedimento quanto pela falta de escurecimento do
meio, o que reforca o afastamento do perfil tipico de espécies melanotréficas do género
Sporothrix. (Figura 10). Quando comparados ao padrdo descrito para as espécies do complexo
Sporothrix em cultivo liquido a 35-37 °C, no qual se espera conversao para a fase leveduriforme,
formacéao de blastoconidios abundantes e, em muitas cepas, produgédo de melanina, os resultados

obtidos ndo apresentaram caracteristicas compativeis (ZHEN-YING ZHANG et al., 2017).

Figura 10: Cultivo dos fungos isolados em meio liquido SDA a 37°C para analise morfoldgica e preparo de

extracao de DNA leveduriforme.

A) Fungo 1; B) Fungo 2; C) Fungo 3; D) Fungo 4; E) Fungo 5. Fonte: Autoria (2025).

A comparagdo entre morfologia microscépica e condi¢gdes de cultivo revela padrbes
fisioldgicos importantes sobre os isolados obtidos. Destaca-se o fungo 2, que mesmo sendo
recuperado em BDA a 37 °C, apresentou morfologia exclusivamente filamentosa, com hifas
septadas e intensamente ramificadas. Esse comportamento indica termotolerdncia com
manutencdo da fase micelial, caracteristica observada em alguns fungos ambientais capazes de
sustentar o desenvolvimento filamentoso em temperaturas préximas a corporal (CONGCONG et
al., 2022). Essa propriedade sugere maior plasticidade fisiolégica, podendo refletir maior
capacidade de sobrevivéncia em ambientes biolégicos, ainda que ndo esteja associada

diretamente a viruléncia.

A auséncia de transicdo para a fase leveduriforme das amostras 1 e 4 também pode estar
associada as limitagdes do meio SDB, que, embora adequado para o crescimento geral de fungos,
nao é o meio ideal para induzir o dimorfismo térmico. O meio SDB possui baixo teor de nutrientes
complexos, o que favorece a manutengao da fase micelial em muitos fungos filamentosos. Para

confirmagao dos isolados como termotolerantes na fase micelial, ou se apenas nao receberam
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estimulo adequado para o dimorfismo, seria necessaria a reincubagcdo em meios mais ricos e
indutores da fase leveduriforme, como o meio de cultivo Infusdo Cérebro-Coragao enriquecido,
possuindo maior disponibilidade de aminoacidos e peptonas, os quais fornecem condicbes
bioquimicas que estimulam a conversao de micélio para levedura em fungos dimérficos (DOLAN,
1972; GONGALVES et al., 2020; SHEIBAN, 1975).

Dessa forma, os resultados obtidos indicam que os isolados ndo exibem o comportamento

esperado para fungos dimérficos do género Sporothrix.

Pode-se dizer que o nao isolamento do género alvo é compativel com o verificado na
literatura, pois diversos estudos que tentaram cultivar Sporothrix spp. a partir de solo em areas
endémicas tiveram, em grande parte, resultados negativos, sem isolamentos bem-sucedidos
relatados em varias investigacdes recentes, apesar da ampla amostragem e do uso de técnicas
micoldgicas classicas (ALMEIDA-SILVA et al., 2022; DA COSTA et al., 2022; POESTER et al.,
2018). Uma excecao é um estudo realizado na Italia, que relatou o isolamento de S. schenckii de
solos comerciais e de jardim, confirmado por métodos fenotipicos e moleculares (CRISEO et al.,

2010). No entanto, tais achados sao raros e ndo amplamente replicados.

Técnicas moleculares, como PCR e amplificagédo isotérmica mediada por alga (LAMP), tém
demonstrado eficacia na deteccdo de DNA de Sporothrix em amostras de solo, mesmo quando os
métodos de cultivo apresentam resultados negativos. No Brasil, PCR espécie-especifico confirmou
a presenca de DNA de S. brasiliensis em amostras de solo; contudo, os métodos tradicionais de
cultura ndo permitiram o isolamento de colbnias viaveis, conforme descrito por Almeida-Silva et al.
(2022). E possivel observar que o PCR espécie-especifico, utilizado no estudo, possivelmente
ofereceu maior sensibilidade e especificidade para detectar Sporothrix no solo, o que explica sua
eficacia mesmo quando o metabarcoding e os métodos de cultura ndo conseguem identificar o
patégeno. Essas diferengas metodoldgicas justificam o sucesso do PCR em estudos ambientais
de esporotricose. Neste trabalho, os autores investigaram 18 amostras ambientais provenientes
de areas rurais de dois municipios do estado do Rio de Janeiro onde a esporotricose zoondtica €
endémica, mas com baixa presenca de gatos domésticos. Embora nenhuma coldnia de Sporothrix
tenha sido obtida por cultivo, a nested-PCR direcionada a regido ITS e a PCR espécie-especifica
voltada ao gene da calmodulina para S. brasiliensis apresentaram resultados positivos em 18 e 5

amostras, respectivamente.
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5.4 ANALISE MOLECULAR DOS FUNGOS ISOLADOS

Apds a amplificacdo da regido D1-D2 do DNAr 28S por PCR, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,2% para confirmagéo da presenca de amplicons.
Somente as amostras 1, 3 e 4 resultaram na visualizagdo de bandas de fragmentos de DNA,
observadas sob exposicdo de luz ultravioleta. Sendo assim, preparou-se as reagdes de
sequenciamento para estas amostras e, até o presente momento do projeto, ndo foram enviados
os resultados do procedimento. Portanto, deve-se realizar a analise bioinformatica dos arquivos
produtos do sequenciamento em etapas posteriores e, assim, desenvolver um estudo mais

detalhado sobre os fungos isolados durante o projeto executado.

6. CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstram, por meio de duas abordagens metodologicas
complementares, a auséncia de Sporothrix spp. nas amostras de solo coletadas em areas de Foz
do Iguacu, Parana, com casos confirmados de esporotricose felina. A analise metagenémica por
metabarcoding, apesar de nao identificar o patégeno-alvo nas amostras, revelou um perfil fungico
ambiental similar entre os locais com ocorréncia da doencga, caracterizado pela elevada
abundancia de fungos oportunistas das familias Trichocomaceae e dos géneros Trichosporon e
Cutaneotrichosporon. Apesar destes microrganismos nao estarem etiologicamente ligados a
esporotricose, sua alta abundancia em ambientes associados a animais doentes pode indicar um
desequilibrio microbiolégico no solo, potencialmente relacionado a condigbes sanitarias
inadequadas ou a um estado de imunossupressao na populagdo animal, que poderia atuar como

um fator de susceptibilidade para infeccoes.

Apesar do desenho metodoldgico ter sido especifico para o isolamento de Sporothrix, os
cinco fungos recuperados nos cultivos seletivos ndo corresponderam morfoldgica ou culturalmente
ao género-alvo. A auséncia de estruturas caracteristicas como conidiéforos em "margarida”,
células leveduriformes fusiformes e producdo de melanina, somada a falta de transigcdo térmica
tipica, reforca que se tratam de outros fungos dimodrficos ou termotolerantes ambientais, que
aproveitaram as condi¢des de cultivo sem, no entanto, serem o agente etiolégico em investigacao.
Este achado ressalta a complexidade do estudo microbiolégico ambiental e a importéncia da

confirmagao molecular para além da triagem morfolégica.
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A nao deteccdo de Sporothrix spp. no ambiente fortalece significativamente a indicagao
que, pelo menos nas regides estudadas, a transmissdo da esporotricose pode ocorrer
predominantemente pela via zoonética direta, especialmente mediada por S. brasiliensis,
corroborando com a literatura que descreve esta espécie como altamente adaptada a transmissao
entre animais e apoia as diretrizes de saude publica que recomendam o controle da doenca
através do manejo animal, incluindo o isolamento de animais infectados, a castracao e a restricao

de acesso a rua, em detrimento de medidas focadas apenas na descontaminagao ambiental.

Portanto, este projeto evidencia tanto o potencial quanto os desafios da metagendmica
aplicada & Saude Unica. A técnica permitiu um amplo perfil da comunidade fungica do solo, mas a
auséncia de sinal do patégeno pode estar relacionada a baixa carga fungica, a degradacao do
DNA no ambiente ou a alta especificidade da transmissao zoonética. Os dados gerados séo
preliminares e indicam a necessidade de estudos longitudinais que integrem analises ambientais,
clinicas e moleculares, ampliando o numero de amostras e associando-as a variaveis ecologicas e
sanitarias locais. Assim, tornara possivel a compreensao do nicho ecolégico de Sporothrix spp. e a
elaboracédo de estratégias mais precisas de vigilancia e controle dentro do paradigma da Saude

Unica.
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ANEXOS

ANEXO 1 - Lista completa da tabela de abundancia referente as familias dos fungos presentes nas
amostras

k_ Fungiip_ Ascomycoia;c  Pezzomycetes;o_ Pezizalesf  Pezizales fam |ncertas sedis
k__Fungi;p_ Basidicmycotac Tremellomycates.o_ Trichosporonales;f_ Trichesporonaceas
k_ Fungiip_ Ascomycoia;c Pezizomycetes;o_ Pesizalesf  Ascoholsceae
k_ Fungiip_Ascomycota;e Eurobomycetes;o_ Eurgtiales:f_ Trichocomacese
. k_Funmgii_; &
. k__Fungijp__Ascomycota;c Dothideomycstes:o Pleosporales: i Pleosporaceae
. k__Fungi;p_ Chytridiomycota;e Spizellomycstes;o_ Spizefomycetales;f  Spizeflomycetaceas
. k_ Fungiip__Ascomycoia;e Dothideomyestes;o Dothideomycetes_ord_Incamae_sedis;i Dothideomycstes_fam_lncenae_sedis
i k__Fungi;p__Fungi_phy_Incertas_sedis:c_ Fungi cis_Incertae_sedisio_ Fungi_ord_lncentae_sadis;f Fungi fam_lncerze_sedis
k_ Fungijp__Ascomycota;c_ Saccharomyoetes:o Saccharomycatalesf Saccharomycetsles fam_|nceras sedis
k_ Fungiip_ Ascomycoiae  Pezizomycetesio Peszizalesf  Pseudombroghiaceae
k_ Fungi;p_ Basidicmycota:c  Agarcomycates:o Aparicales;f Pesathyrelaceas
. k__Fungijp_Ascomycoia;e Pezzomycetes;o_ Pezizalesf  Ascodesmidaceae
. k__Fungi;p__Ascomycota;c_ Eurotiomycetes;o_ Chaetothyriales; Herpotrichisliaceae
. k_ Fungiip_ Ascomycoia;c Ascomycota_cls_Incertas_sedisio_ Ascomycota_ord_Incertss_sedisf Ascomycota_fam_Incenae_sedis
. k_ Fungijp__Ascomycota;c Sordariomycstes;
i k__Fungi;p__Ascomycota;c_ Dothideomycetesio_ Pleosporales;i Lenttheciaceas
k__Fungi;p__Basidiomycota:c_ Malasseziomycetes;o Malasseziabes; i Malasseziaceas
k_ Fungi;p_ Chytidiomycotase Chytridiomycota_cis_Incertse_sedis;o Chytidiomycots_ord_incenae_sadis;i Chytidiomycots_fam_Incenae_sedis
k_ Fungijp__Ascomycoia;c_ Dothideomyeetes;o Muyocopronales; i Muyocopronaceae
. k_ Fungiip__Ascomycoia;e Dothideomycetes:o_ Pleosporales;f Tzeananiaceas
. k__Fungijp__Ascomycota;c Sordariomycetes:o Sordarialesf Sordanales fam_lncertas_sedis
. k_ Fungiip_ Ascomycoia;e  Sordariomycetes:o Sordarialesf  Sordariaceae
. k_ Fungip_ Ascomycoia;c Sordariomycetes;o Sordanales;_
i k__Fungi;p__ Chytidiomycota:c_ Rhizophiyctidomycetes;o Rhizophlyctidales;?  Rhizophhbyctidaceas
k__Fungijp__Ascomycota;c_ Sordariomycetes;o Hypocreakes; i Mectrisceae
k_ Fungi;p__ Basidiomycota;c  Agaricomycefes;
k__Fungi;p__ Basidiomycota:c_ Agancomycetes:o  Polyporales:]  MemnuSacese
. k_ Fungiip_ Ascomycoda;, ;.
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. k_ Fungi;p__ Morierellomycota;c_ Monierellomycates:o_ Morierellalesf_ Mortiersliaceas
. k_ Fungi;p_ Ascomycota;c_ Leotiomycetes,o_ Helotiales;
. k_ Fungijp__Ascomycota;c Leotiomycetes;c Chaetomellalesf Chaetomellacess

o k__Fungi;p__Ascomycota;c_ Sordariomycetes;o Microascales:f Micreascaceae

k__Fungi;p__Basidicmycota;c_Agaricomycetes;o_Aparicales; i Schizophyllaceae
k_ Fungi;p_ Ascomycota;c_ Dothideomycetes;o Pleosporales;f Meopyrenochastaceas
k__Fungi;p__#Ascomycota;c_ Sordariomycetes;o Xylanakes;f  Microdochiaceae

. k__Fungi;p__ Basidiomycota:c Agancomycetes:o Polyporales;f Hyphodermataceas
. k__Fungi;p__Ascomycots;c_ Sordariomycetes;o Amgphisphaerislesf_ Sporccadacess
. k_ Fungi;p_ Ascomycota;c_ Dothideomycetes;o Pleosporales;f  Didymelsceas

. k_ Fungi;p__#fscomycota;c_ Sordariomycates;o Amphisphaeriales;_

&5 k__Fungip__Ascomycota;c Sordariomycetes:o Hypocresles: i Bioneciriaceas

k__Fungi;p__Ascomycots;c_ Dothideomycetes;o Pleosporales;f Periconiaceas
k_ Fungi;p_ Ascomycots;c_ Dothideomycstes;o Pleosporales;f Pleosporales fam_Incertas_sedis
k__Fungi;p__ Basidiomycota:c_ Agancomycetes:o Auriculanskes;f  Auriculartiacese

. k__Fungip__Acscomycota;c  Sordariomycetes;o  Sordarialesf Chaetemiaceas
. k_ Fungi;p__Ascomycots;c_ Sordariomycstes;o Xylanales; | Xylanaceae
. k_ Fungi;p_ Ascomycota;c_ Sordariomycetes;o Hypocreakes;f Hypocreaceae

. k_ Fungi;p__#fscomycota;c_ Eurotiomycetes;o Chaetothyriales;f  Chaetothyriales_fam_lncenae_sedis

I k__Fungi;p__#Ascomycota;c_ Eurotiomycetes;o Chaetothyriales;f Trichomeriacese

k_ Fungijp_ Rozellomycota;s_ Rozellomycota_cis_Incertas sedis;o_ Rozellomycoia ord_Incertas_sedis:f Rozelomycota_fam_Incenae_sedis
k_ Fungi;p__ Basidiomycota:c_ Agancomycetes:o Aparicomycetes ord_Incertss_sedisf Agancomycetes_fam_Incerse_sedis
k_ Fungip__Ascomycota;c Sordariomycates;o_ Glomerslalesf  Glomernsi

. k__Fungi;p__Ascomycota;c Dothideomycetes:o Wenturiales:f_ Sympoventuriaceas

. k__Fungip__ Basidicmycota;c_ Agancomycates:o_ Polyporales;f Polyporaceae

. k_ Fungi;p__ Basidiomycota:c_ Agancomycetes:o Polyporales;f Polyporales fam_Incertas_sedis
. k_ Fungi;p__#scomycota;c_ Dothideomycetes:o  Pleosporales;i Didymosphaeriaceas

o k__Fungi;p__fscomycota;c Eurcbomycetes;o Eurgltiales:f_ Asperpillaceas

k_ Fungi;p__ Ascomycots;c_ Dothideomycates;o  Capnodisles;
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k__Fungi;p_ Basidiomycotasc Cystobasidiomycstes:o_ Cystobasidiomycetes ord_Incertas_sedis:f_ Symmetrosporaceas
k__Fungi;p__Ascomycota;c_ Dothideomycetes;o  Capnodiales;i  Capnodiaceae
. k__Fungi;p_ Basidiomycotasc Tremellomycetes;o_ Tremellzles;f Bulleraceas
. k__Fungi;p__Aphelidiomycota;e Aphelidiomycstes.o_ Aphelidiomycetes_ord_Incenae_sedis;{ Aphelidiomycetes_fam_Incenae_sedis
. k_ Fungi;p__ Ascomycota;e_ Sordariomycsies;o  Hypocreales;{ Hypooreales fam Incertas sedis
. k__Fungi;p__ Moctierellomycota;_ ;. ;.
k__Fungi;p_ Ascomycots;c_ | eobiomycetes; .
k_ Fungi;p_ Ascomycots;c_ Dothideomycstes:o Mycosphaerellales_ Teratesphaeriaceas
k__Fungi;p_ Ascomycots;c_ Sordariomycetes;o  Sordariomycetes ord_Incemze_sedis;f Sordariomycetes fam_ Incerze_sedis
k__Fungi;p_ Chytndicmycota;_ ;_ ;
. k__Fungi;p__Ascomycots;c_ Sordariomycetes;o  Myrmecridiales:f Myrmecndiaceae
. k__Fungi;p__ Basidiomycota:c_ Tremellomycetes:o_ Tremellales; ¥ Bulleribasidiaceae
. k__Fungi;p_ Ascomycota;c_ Pezizomycateso PezizalesT  Pezizaceae
. k__Fungi;p__Ascomycotz;c_ Leobomycetes;o_ Leotiomycstes_ord_Incedae_sedis; i Leobomycetes fam_ |ncertas_sedis
k__Fungi;p__Ascomycots;c_ Sordariomycetes;o  Hypocreakesf  Cordycipitaceas
k__Fungi;p__ Basidiomycotasc_ Agancomyceies:o Polyporales; i Ganodermatacsas
k__Fungi;p__Ascomycota;e_ Saccharomycstes:o  Saccharomycstalesf Lipomycetaceae
k__ Fungi;p__Ascomycota;c_ Dothideomyceieso  Pleosporales;f  Sporormiaceae
. k__Fungi;p__Aphelidiomycota;e Aphelidiomycstes; ;
. k_ Fungi;p_ Basidiomycota:c_ Tremellomycetes:o_ Tremellales; i Tremellales_fam_Incemae_sedis
. k__Fungi;p_ Basidiomycotasc Tremellomycetes:o_ Tremellsles; i Trmorphomycataceas
. k__Fungi;p__Ascomycots;c_ Dothideomycsieso_ Pleosporales;f  Phaeosphasnaceae
k_ Fungi;p__Ascomycots;c_ Dothideomycetes;o  Mycosphaerellalesf Mycosphaerellaceae
k__Fungi;p_ Basidiomycotasc_ Agancomyceies:o Polyporales;
k__Fungi;p_ Basidiomycotasc Agancomycetes.o  Thelephorales;f  Thelephoraceae
k__Fungi;p__ Chytndicmycota:c Spzellomycetes;o_ Spizeflomycetales;i  Powellomycetaceas
. k__Fungi;p__Ascomycots;c_ Sordariomycetes;o  Mylanales;f  Diatrypaceae
. k_ Fungi;p__Ascomycots;c_ Sordariomyceies:o Glomersfiales; i  Pleciosphasreliaceae
. k__ Fungi;p__ Ascomycota;e_ Eurotomycetes;o  Eurctiales;
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. k_ Fungi;p__Momierellomycota;c_ Modierellomycates;o_ Mortierellalesf_ Mortiereliacese
. k_ Fungi;p  Ascomycots;e  Leotemycetes;a Helotiakes;
. k_ Fungi;p_ Ascomycots;c  Leobomycetes;o_ Chaetomellales;f Chaetomellaceae

1= k__Fungi;p__Ascomycota;e Sordariomycetes:o Microascales:f Microascaceae

k_ Fungi;p_ Basidiomycota;c_ Agancomycetes:o Aparicales;{  Schizophyllaceae
k_ Fungi;p_ Ascomycota;c_ Dothideomyo=teso_ Pleosporales; i Neopyrenochastacsas
k_ Fungi;p_ Ascomycots;e  Sordariomycatesio Xylanabesf  Microdochiaceae

. k__Fungi;p__ Basidiomycots;c_ Agancomycetes;o Polyporales;f  Hyphodermataceae
. k_ Fungi;p_ Ascomycota;e  Sordariomycetesio Amphisphaerialesf Sporccadaceaes
. k_ Fungi;p_ Ascomycots;e  Dothideomyceieso Pleosporales; i Didymefaceae

. k_ Fungi;p__Ascomycota;c_ Sordariomycetes;o_ Amphisphaeriales;_

= k__Fungi;p_Ascomycota;e  Sordariomycetes:o Hypocreales:f  Bionectriaceas

k_ Fungi;p_ Ascomycots;e  Dothideomycetes;o Pleosporales;f Periconiaceae
k_ Fungi;p_ Ascomycots;c Dothideomycetesio Pleosporales; i Pleosporales fam_Incertas_sedis
k_ Fungi;p_ Bassdiomycots;c_ Agancomycetesio Auriculaniales;f  Auriculaniaceae

. k_ Fungi;p__Ascomycota;c Sordariomycetes;o_ Sordariales;f_ Chaetomiaceas
. k_ Fungi;p_ Ascomycotae  Sordariomycetesio Kylanalesf Xylanaceae
. k_ Fungi;p_ Ascomycots;e Sordariomyceies:o Hypocoreales; i Hypocreaceae

. k_ Fungi;p_ Ascomycots;c  Eurotiomycetes;o Chaetothyriales;f  Chaetothyriales_fam_lncerae sedis

" & Fungip_ Ascomycotac Eurotiomycetesio Chastoshyniales;i  Trichomeriacese

k_ Fungi;p__ Rozellomycoia;c Rozellomycota_cis Incertss_sedis;o_ Rozellomycoia_ord_Incertas_sedis;f Rozefomycota_fam_Incenae_sedis
k_ Fungi;p_ Basidiomycotacc_ Agancomycetesio Aparicomycetes_ord_|ncertas sedis:f Agancomycates fam_lncerze sedis
k_ Fungi;p_ Ascomycots;c  Sordariomyceies;o Glomersliabes; i Glomerellaceae

. k__ Fungi;p__Ascomycota;c_ Dothideomycetes;o_ “enturiales:f_ Sympoventuriacese

. k_ Fungi;p_ Basidiomycota;c_ Agancomycetes:o Polyporales;f  Polyporaceae
. k__ Fungi;p__ Basidiomycots;c__Agancomycetesio Polyporales;f Polyporales_fam_Incertae_sedis

. k_ Fungi;p_ Ascomycots;e  Dothideomycetes:o Pleosporales; i Didymosphaeriaceas

e k__Fungi;p_ Ascomycots;c Eurotiomycetes;o Eurotislesf_ Aspergillaceas

k_ Fungi;p__ Ascomycota;c_ Dothideomycetes;o_ Capnodiabes;
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. k__Fungi;p_ Basadicmycota;c_ Agancomyceies:o Aparicales;fApgaricales_fam_Incertas sedis
'-'_ | k__Fungi;p__Ascomycota;e Sordariomycstes;o . Hypocreakesf  Clawicipitaceae
k_ Fungi;p_ Basidiomycota;_ ;.
k__Fungi;p__ Basidiomycots;c_ Agancomyceies;o Apgaricales,f Hymenogastraceae
k__Fungi;p_ Ascomycofa;e  Furobomycetes;o_ Arachnomyceialesf_ Arachnomycstaceae
. k__ Fungi;p__Ascomycota;e Dothideomycstes:o Pleosporales;{ Cucurbitariaceae
. k__Fungi;p__ Basidiomycotac_ Atractiellomycetes;o_ Atractiefisles;f  Hoshnelomycetaceae
. k__Fungi;p__Ascomycota;c  Orbiliomycetes;o_ Orbilialesf  Orbfaceae
. k_ Fungi;p_ Ascomycofa;e  Furobomycetes;o_ Onygenalesf Onypenaceas
'-'_ | k__ Fungi;p__Ascomycota;e Orbiliomycetes:o_ Orbilialesf_ Orbilakes fam_Incertas sedic
k__Fungi;p__ Basidiomycota.c_ Agancomyceieso Polyporales i Irpicaceas
k__Fungi;p__ Ascomycota;c  Eurobiomycetes;e_ Onypenales:f  Gymnoascaceae
k_ Fungi;p__Basedicmycota:c_ Cystobasidiomycstes:o Sakaguchiales:f_ Sakapuchisceae
. k__Fungi;p__Ascomycotae Sordariomycstes;o Sordarialesf_ Lasiosphasnsceae
. k__Fungi;p__Ascomycota;c  Sordariomycetes;o_ Hypocreales;
. k__Fungi;p_ Chytidiomycota:c Spizellomycetes;o_ Spizellomycetales;f  Spizellomycetales_fam Incertas_sedis
. k_ Fungi;p__ Ascomycofae  Leobiomycetes;o_ Helotakes§ Helotiales_fam_lncerae_sedis
'-'_ | k__Fungi;p__Basidicmycota.c_ Cystobasidiomycetes:o_ Cysiobasidiabes;f  Cystobasidiaceae
k__Fungi;p__Basidiomycotac_ Agancomyceieso Polyporales; i Phanerochastaceas
k__Fungi;p__ Basidiomycotacc Agancomyceies;o Trechisporales;f Hydnodontacess
k_ Fungi;p._ Ascomycoia;e  Dothideomycetes:o Pleosporabes;f Conicthyriaceae
. k_ Fungi;p__Ascomycotae  Eurotiomycetes;e Eurotiomycetes_ord_Inceriae sedis;f Eurobomycetes fam Incertas_sedis
. k__Fungi;p__Ascomycota;c  Pezizomycetes:o_ Pezizales:f  Pyronemataceas
. k__Fungi;p__ Ascomycota;c Dothideomycstes.o Pleosporales;
. k__Fungi;p__ Basedicmycota;c_ Agancomycetes:o Hymenochaetakes§  Hyphodontaceae
:_\ k_ Fungi;p__Ascomycota;e Dothideomycetes.o Pleosporales i Rouscoellaceae
k__Fungi;p__Ascomycota;c  Dothideomycstes:o_ Dothideomycetes_ord_Incerze_sedis;{ Eremomycetaceae
k__Fungi;p__ Basidiomycots;c_ Geminibasidiomycetes;o Geminibasidiales;§  Geminfbasidiaceas
k_ Fungi;p_ Ascomycoia;e  Dothideomycetes:o Dothideomyoetes ord_Incenae_sedis;f  Pseudorcbdlardaceae
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. k__Fungi;p__Basidiomycota;c_ Microbotryomycetes;o_ Spondiobolales;{  Sporidiobolaceas

. k__Fungi;p__Basidimycotacc_ Agancomyceieso Aparicales;f Entolomataceae

. k__Fungi;p__Basidicmycota;c_ Ustilaginomycetes;o_ Ustilaginales;f  Ustlagnaceae

. k__Fungi;p__ Basidmmycotac Agarcomycetes;o  Russulakes;

= k__Fungi;p__Ascomycota;e  Sordariomycetes;o_ Hypooreakesf Stachybotiryaceae
k__Fungi;p__A=scomycota;e  Saccharomycstes:o Saccharomycetalesf Dipodascaceas
k__Fungi;p__Ascomycota;c  Leotiomycetes;o_ Helotiales;f  Helotiaceas
k__Fungi;p__Chytidiomyeota;c_ Rhizophlyctidomycetes;o_ Rhizophlyctdales;

. k__Fungi;p__Ascomycota;e  Sordariomycetes;o_ Xylanales;§  Hypoxylaceas

. k__Fungi;p__Basidiomycotac_ Agancomyceies.o Aparicales;f Apgaricaceae

. k__Fungi;p__Ascomyuota;c  Eurobiomycetes;o_ Onypenalesf  Asthrodermataceas

. k__Fungi;p__ Ascomycota;e  Dothideomycstes;o Dothidealesf_ Saccotheciaceae

= k__Fungi;p__Ascomycofa;e  Furobomycetes;o_ Eurctislesf Ewurctiales_fam_lncemae_sedis
k__Fungi;p__Basidiomycota.c_ Tremellomyestes:o Trichesporonales;f_Tetragoniomycetaceas
k__Fungi;p__Basidiomycota:c_ Agancomycetes;o Russulakesf Peniophoraceas
k__Fungi;p__ Basidiomycota;c Cystobasidiomycates;o Erythrobasidiales;f Enythrobasidiaceae

. k__Fungi;p__Ascomycota;e  Sordariomycetes;o_ Kylanales;§  Xylanales fam_ncertas_sedis

. k__Fungi;p__A=comycota;e  Sordariomycstes;o Conioscyphalesf  Conioscyphaceae

. k__Fungi;p__Ascomyuota;e  Sordariomycetes;o_ PhyRachoralesf Phyllachoraceae

. k__Fungi;p__ Basidmycotac Agarcomycetes;o  Aparicales;f Omphalotaceae

= k__Fungi;p__Basidiomycots;c_ Agancomyceies:o Polyporales; i Sparassidaceas
k__Fungi;p__A=comycota;e  Orbiliomycetes;o_ Orbiliomycstes_ord_Incentae sedis;f Orbiliomycates_fam_Incerae cedis
k__Fungi;p__Ascomycota;e  Sordariomycetes;o_ Sordaralesf Podesporaceas
k__Fungi;p__ Basidiomycota;e Agarcomycetes;o  Hymenochaetakes;f  Oxyporaceae

. k__Fungi;p__Ascomycotae  Pezizomycstes;o_ Pezizales: Pulvinulacsas

. k__Fungi;p__A=scomycotae  Dothideomycstes:o_ Mycosphaerellalesf Meodevriesiaceas

. k__Fungi;p__Aphelidiomycota;c_ Aphelidiomycstes;o_ G516:f G516_fam_Incertas_sedic

. k__Fungi;p__Ascomycota;e  Dothideomycstes;o  Coniesporiales;f Coniosponaceae

= k__Fungi;p__Basidiomycots;c_ Agancomyceies:o Gloeophyfales;f  Gloeophylaceae
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k__ Fungi;p__Basidiomycotac Agancomycetes:o  Apgaricales; i Physalacriaceae
k__Fungi;p__ Basidsomycotacc_ Agancomycetes;o  Auricularnabes;
k__Fungi;p__ Basidiomycota;c_ Agarcomycetes:o_ Polyporales;f  Cemenaceae
. k__Fungi;p__ Basidsomycotae_ Agancomycetes:o  Hymenochaetales;f  Hwschicporaceae
. k__Fungi;p__ Basidicbolomycota:c  Basidiobolomycetes;o_ Basidiobolales;f  Basidiobolabes fam_Incertae_sedis
. k__Fungi;p__Basidiomycotaic Agancomycetes;o Russulales;{  Steresceae
. k__Fungi;p__Ascomycota;e_ Sordariomycetes;o Amphisphaerialesf_ Beliraniaceas
k__Fungi;p__Ascomycots;c_ Dothideomycetes;o Pleosporales;f Lophiostomataceae
k_ Fungi;p__ Basidsomycotac_ Agancomyceies:o  Hymenochaetales;f  Schizoporaceae
k__Fungi;p__ Basidsomycota;.c_ Tremellomycetes:o_ Tremellales;f Cryptococcaceas
k__Fungi;p__Ascomycota;e Sordariomycetes;o_ Coniochaetsles;f Comiochaetaceae
. k__Fungi;p_ Basidsomycotacc_ Agancomycetes:o  Aparicales;f  Cystosiereacsas
. k__Fungi;p_ Basidismycots;c_ Walemiomycstes;o_ Wallemiales;f Walemiaceae
. k__Fungi;p__ Ascomycota;c_ Pezizomycoting_cfs_Incertas_sedis;o_ Pezizomycoting_ord_Incertae_sedisf Pezizomycotina_fam_Incerae_sedis
. k__Fungi;p__Ascomycots;c_ Furobomycetes;o Chaetothyniales;f Chaetothyriaceas
k__Fungi;p__ Basidiomycota:c  Agancomycetes;o  Corticiabes;i  Coniciaceas
k_ Fungi;p_ Basidssmycotac_ Agancomycetes:o  Sebacinales; i Serendipitaceae
k__Fungi;p__ Basidsomycots;c_ Agancomycetes;o Polyporales;f  Menpdaceae
k__Fungi;p__Basidiomycota:c_ Agancomycetes;o Apgaricales;f  Strophariaceae
. k__Fungi;p__ Ascomycotae_ Dothideomyceieso Pleosporales;f  Acrocalymmaceae
. k__Fungi;p__Ascomycota;e Dothideomyoetes; ;o
. k__Fungi;p__ Basidsamycotacc_ Microbotryomycetes,o Leucosponidiales f Leucosporidiaceas
. k__Fungi;p__Ascomycots;c_ Saccharomycetes;o Saccharomycetales:f  Debaryomycetaceae
k_ Fungi;p__ Basidsomycotae_ Agancomycetes;o  Hymenochaetales;f  Hymencchaetaceae
k__Fungi;p__ Chytndiomycota:c Rhizophlyctidomyoetes:o_ Rhizophlyctidales;f  Rhizophlyctidales fam_Incertas_sedis
k__Fungi;p__Ascomycota;e_ Dothideomyoetes;o Zeloasperisponakes; i Zefoasperisporiacese
k__Fungi;p_ Mostierellomycota;c  Mortierellomycota_cls_Incertas_sedis:o_ Momtierellomycota_ord_Incertas_sedisf MortereSomycota_fam_Incerae sedis
. k__Fungi;p__Ascomycots;e_ Eurobiomycetes;o Chaetothyriales;
. k_ Fungi;p__Ascomycota;c_ Dothideomycetes:o Botryosphasnales;{  Botryosphasnaceae
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