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A Paracoccidioidomicose (PCM), doenca causada pelo fungo termodimorfico
Paracoccidioides brasiliensis, ¢ a micose sistémica de maior importincia na América Latina
(WANKE, B, 1994). Embora ji se saiba que a principal rota de infeccdo ocorra pela inalagao de
conidias (propagulos infectantes) presentes no ar, a falta de surtos epidémicos da doenca aliada ao seu
longo periodo de laténcia geram circunstancias que dificultam a determinacdo precisa do local de
ocorréncia da infeccao.

O habitat natural do P. brasiliensis ainda € desconhecido, embora alguns indicios ecoldgicos
apontam o solo como sendo o habitat saprofitico do patdgeno, ji que existem alguns registros do
isolamento do fungo em materiais de solo (RESTREPO, A., 2001). Além disso, a descoberta de uma
alta incidéncia de infeccdo do P. brasiliensis no tatu Dasypus novemcinctus, que vive no solo, e que
tanto o homem quanto os tatus estdo se infectando pelos mesmos “ecopatogenotipos”, oferecem novas
perspectivas para o estudo e identificagdo do micro-nicho deste patégeno (BAGAGLI, E., 2003).

Numa tentativa de identificar aspectos ecoldégicos da doenga, um trabalho baseado na
distribuicdo de PCM na drea hiper-endémica de Botucatu, Sdo Paulo — Brasil utilizando-se da
tecnologia de Geographic Information System (GIS), demonstrou que ocorre uma maior prevaléncia
de casos de PCM em regides de solo argiloso (SIMOES, L.B., 2004). A partir de entdio, o presente
trabalho teve por objetivo compreender melhor a relagdo do fungo P. brasiliensis com diferentes tipos
de solos. Assim sendo, dados que corroborem para um maior entendimento da ecologia do fungo no
solo, podem proporcionar ferramentas para a identificacdo de fatores de riscos ambientais, as quais sdao
importantes para a tomada de medidas preventivas contra novas infecgdes.

Para isso, amostras de solo textura argilosa, média e arenosa, tanto de superficie quanto de
tocas de tatu, foram coletadas na regido hiper-endémica de PCM em Botucatu (Sdo Paulo, Brasil) e na
Ilha do Serrito (Sdo Manuel, Sdo Paulo, Brasil), tomando como base mapas de tipos de solo
disponiveis. Todos os locais de coletas foram georreferenciados com GPS (Global Positioning
System). Amostras de solos foram também enviadas ao Departamento de Solos da Faculdade de
Ciéncias Agrondmicas /UNESP-Botucatu, para se fazer andlises fisica e de macronutrientes das
mesmas.

Parte das amostras foram autoclavadas (120°C por 30 minutos) e utilizadas para o cultivo
direto de Paracoccidioides brasiliensis em solo. Cinco isolados fingicos (TSLN1, T9B1, T10B1,
BT84 e DO1) foram semeados na sua forma leveduriforme em placas contendo cerca de 50g de solo
(textura média, arenosa e argilosa) saturado com 4gua destilada e estéril. Da mesma maneira, cultivou-
se trés isolados (TSLN1, T9B1 eBT84) em placas contendo solos argiloso, arenoso e textura média,
contendo, cada um, uma condi¢do de umidade diferente. Para isso, determinou-se a Capacidade de
Campo (CC) de cada tipo de solo no Laboratério de Fisica do Solo da Faculdade de Ciéncias
Agronémicas /UNESP. Feito isso, o solo foi seco em estufa a 120°C durante 24 horas e 50g deste solo
foi colocado em uma placa, a qual passou por um novo processo de autoclavacdo. Adicionou-se na
placa o volume de 4gua destilada estéril de forma a obter a umidade desejada: baixa (volume igual a
metade da CC), média (volume igual a CC) e alta (solo saturado). Todas as placas foram mantidas a
25°C durante oito semanas, onde o crescimento fingico foi observado.

Prepararam-se meios de cultura Agar Extrato de Solo (AES), GPYA (Glicose, peptona, extrato
de levedura e Agar) e BDA (Batata Dextrose Agar) acrescidos de extrato de solo (ES) arenoso,
argiloso e textura média. Os ES foram preparados misturando-se lkg de solo com 1L de 4gua
destilada, e em seguida filtrando a mistura em algoddo e gaze e ajustando-se o pH para 7,0. Os
isolados foram cultivados em todos esses meios de cultura (quatro fragmentos por placa), e, além de
analise de crescimento, foram feitas laminas através de técnicas de microcultiuvo e da fita adesiva
transparente (Durex, 3M), as quais foram coradas com o corante lactofenol-azul-algoddo. Foi feita
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medi¢do e contagem de conidias por campo (aumento de 100x) através da utilizacdo de
fotomicroscopio e do software Leica Qwin Lite 2.5.

A deteccdo molecular foi feita a partir da extracdo de DNA do patégeno em amostras de solo
através do Kit comercial Fast DNA® Spin Kit for Soil (Q-BIOgene). O material foi quantificado em
gel de agarose 1% acrescido de brometo de etidio. Realizou-se Nested PCR da regido ITS com os
outer primers ITS4 (TCCTCCGCTTATTGATATGC) e ITS5 (GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGQG)
e com os inner primers PbITSE (GAGCTTTGACGTCTGAGACC) e PbITSR
(AAGGGTGTCGATCGAGAGAG), descritos por THEODORO et al. 2005. Os produtos de PCR
foram identificados em gel de agarose 1,5% acrescido de brometo de etidio.

Os resultados referentes s andlises de crescimento em solo revelaram que o P. brasiliensis é
capaz de crescer em solo arenoso e argiloso de maneira semelhante. Além disso, notou-se um maior
crescimento do fungo em solos contendo um alto teor de umidade (saturados em 4gua) do que em
solos com pouca dgua. O patégeno ndo cresceu particularmente em duas amostras de solo textura
média, as quais, segundo as andlises de macronutrientes, possuiam um alto valor de aluminio trocével
(H+Al). Os resultados das andlises de macronutrientes também mostraram que o crescimento do fungo
¢ bastante flexivel com relacdo a diversos fatores, tais como o pH, que variou de 3,9 a 6,0, a matéria

organica, com variacdo de 19 a 63g/dm3, a saturacio em bases, com variacio de 14 a 83% e a
presenca de cations (Ca, K e Mg). O crescimento do patégeno em meio de cultura AES foi
consideravelmente menor do que o crescimento em meios GPYA e BDA, que sdo mais ricos, € a
presenca de ES de diferentes texturas nesses meios nio afetou o desenvolvimento do fungo. Tanto no
cultivo diretamente sobre o solo, quanto no cultivo em meios de cultura, a velocidade de crescimento e
morfologia micelial de cada cepa variou. Observou-se que o isolado BT84 ndo cresceu em solo e foi o
que obteve menor desempenho em AES. Do contrdrio, o isolado T9B1 foi o que melhor se
desenvolveu em todos os tratamentos, enquanto que os outros isolados tiveram um desempenho
mediano.

Laminas obtidas a partir do cultivo dos isolados em meios de cultura AES e GPYA acrescido
de ES (argiloso, arenoso e textura média) revelaram que somente os isolados T9B1, DO1 e BT85
produziram conidias, inclusive em alta quantidade. Os isolados produziram um nimero muito maior
de conidias quando cultivados em meio de cultura AES (média de 109 por campo) do que em meio
GPYA com ES (média de 14 por campo). A confec¢do de laminas por meio da técnica da fita adesiva
possibilitou a visualizagdo de um maior nimero de conidias do que a técnica de microcultivo. Os
valores das medidas das conidias foram em média 2.88um de largura, 3.49um de comprimento e
9.09um? de drea.

A detec¢do molecular de P. brasiliensis em solo revelou que as reagdes de Nested-PCR foram
positivas para a maioria das amostras coletadas em tocas de tatu (tanto em solo arenoso quanto
argiloso) enquanto que nao houve amplificag@o positiva em amostras de solo superficial.

Por meio dos resultados obtidos neste projeto conclui-se que a textura do solo ndo é um fator
determinante do crescimento de P. brasiliensis, ja que o patdégeno pode crescer de forma semelhante
tanto em solo argiloso quanto em solo arenoso. O mesmo foi constatado quando o fungo foi cultivado
nos meios de cultura BDA, GPY e AES acrescidos de extratos de solo.

O fungo cresce melhor em solos que contém alto teor de umidade, enquanto que solos com
altas quantidades de H+Al e baixa porcentagem de satura¢do em bases (V%), representam condi¢oes
inibitdrias ao crescimento do P.brasiliensis.

Os resultados obtidos por deteccao molecular indicam que o patégeno deve ocorrer com maior
freqii€ncia no interior de tocas de tatus, ao invés de solos de superficie, o que o associa mais ainda ao
seu hospedeiro natural, o tatu, além de produzirem dados que evidenciam potenciais dreas de riscos
para infec¢@o com o patégeno.
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