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Resumo

Os fungos negros podem se adaptar a condigdes ambientais extremas, tais como:
altas temperaturas, presenca de substancias quimicas toxicas e escassez de nutrientes. Além
disso, sdo também patdgenos oportunistas para os humanos. O ambiente natural de muitos
fungos negros ainda ¢ desconhecido e alguns estudos estdo sendo realizados para avaliar a
biodiversidade deste grupo e seus diferentes habitats. Este estudo teve como objetivo isolar
fungos negros em ambientes e utensilios domésticos, tais como escova dental, borracha de
vedacdo de geladeiras, ralos e boxes de banheiros, janelas, azulejos e esponjas de banho. Para
as coletas, as superficies dos materiais foram raspadas e os fragmentos resultantes foram
semeados em agar Mycosel (Difco™), suplementado com actidiona para inibir o crescimento
de fungos altamente esporulantes. As placas foram incubadas a 25°C por aproximadamente
trés semanas. Os 46 fungos isolados foram preservados em tubos inclinados com MA2%
mantidos a 8°C e por ultracongelamento a -80°C. A identificagdo dos fungos foi realizada
através de andlises macro e microscopicas das coldnias e seqiienciamento da regido ITS do
rDNA. Os seguintes taxons de fungos negros foram encontrados: Ascomycota sp.,
Cladosporium spp., Dothideomycete sp., Exophiala alcalophila, Ochroconis mirabilis e
Rhinocladiella atrovirens. Fungos hialinos também foram isolados, como Geosmithia sp.,
Penicillium sp. ¢ Rhodotorula mucilaginosa. Os testes de temperatura mostraram que 0s
fungos negros isolados ndo cresceram a 37°C; no entanto, esta temperatura foi fungistatica
para 43% dos mesmos. De acordo com a literatura, todos os fungos negros obtidos no
presente estudo sdao patdgenos oportunistas e estudos adicionais sdo necessarios para avaliar o
risco que estes micro-organismos oferecem a saude, uma vez que foram isolados de ambientes

domésticos.

Palavras-chave:  dematiaceos;  diversidade;  patogenos;  Chaetothyriales;

Capnodiales.



Abstract

Black fungi are able to adapt to extreme environmental conditions, such as: high
temperatures, the presence of toxic chemical substances and lack of nutrients. Besides, they
are also potential pathogens to humans. The natural environment of many black fungi is still
unknown and some studies are being conducted to evaluate the biodiversity of this group and
their different habitats. This study aimed to isolate black fungi in domestic environments and
facilities, such as toothbrushes, fridge sealing rubbers, bathroom strainers and divisions,
windows, wall tiles and bath sponge. For the collection, material surfaces were scratched with
a scalpel and the resulting fragments were sewed in Mycosel agar (Difco™), supplemented
with actidione to inhibit the growth of highly-sporulating fungi. Plates were incubated at 25°C
for three weeks. The 46 isolated fungi were maintained on MA2% slants at 8°C and
cryopreserved at -80°C. Fungal identification was performed through the analysis of macro
and microscopic features and ITS rDNA sequencing. The following black fungi taxa were
found: Ascomycota sp., Cladosporium spp., Dothideomycete sp., Exophiala alcalophila,
Ochroconis mirabilis and Rhinocladiella atrovirens. Non-melanized fungi were also found,
such as Geosmithia sp., Penicillium sp. and Rhodotorula mucilaginosa. The temperature tests
showed that isolated black fungi were not able to grow at 37°C, however, this temperature
proved to be fungistatic to 43% of them. According to literature, all black fungi isolated in
this study are opportunistic pathogens and additional studies are necessary to evaluate the risk
that these micro-organisms offer to health, once they were isolated from domestic

environments.

Key words: dematiaceous; diversity; pathogens; Chaetothyriales; Capnodiales.
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1. INTRODUCAO

A Microbiologia ¢ a ciéncia que estuda os micro-organismos € suas relagdes com
outros seres vivos € o ambiente. O primeiro pesquisador a citd-los foi o matematico e
naturalista inglés Robert Hooke que publicou em 1665 um estudo sobre estruturas de
frutificacdo de bolores, considerado o primeiro registro de micro-organismos até entio
(MADIGAN et al., 2010). Todavia, o comerciante holandes Antonie van Leeuwenhoek foi
quem visualizou as primeiras células bacterianas, denominadas “animalculos”, com o auxilio
de um microscopio rudimentar em 1684 (MADIGAN et al., 2010).

Com o passar dos anos, a Microbiologia foi se aprimorando gracas ao avango da
qualidade dos microscopios, dos estudos de fisiologia e genética microbianas, e também da
biologia molecular, permitindo pesquisas mais detalhadas acerca da diversidade de micro-
organismos existentes e das interagdes microbianas.

Os micro-organismos s3o responsaveis por varios processos de suma importancia,
como decomposi¢do da matéria organica (MILCU et al., 2006; NAEEM et al., 2000), controle
bioldgico (BROEKMAN et al., 2010), produgdo de alimentos (OMAFUVBE et al., 2000) e
medicamentos (DAE-KYUN RO et al., 2006), e eventualmente, podem causar doengas em
animais e plantas (MAZMANIAN et al., 2008; FRANK et al., 2007; BOLLER ¢ HE., 2009).

Dentre os micro-organismos, os fungos se destacam pela decomposi¢ao da matéria
organica (ALLISON et al., 2008), producdo de antibidticos (CUETO et al., 2001) e processos
fermentativos (ZADRAZIL e¢ PUNIYA, 1995; HOLKER et al.,, 2004). Também sao
considerados importantes fitopatogenos (BERESTETSKIY, 2008) e patdgenos oportunistas
de animais e seres humanos (NETEA, et al., 2009).

Do ponto de vista ecoldgico, os fungos realizam associa¢des simbiodticas com plantas
(RODRIGUEZ ¢ REDMAN, 2007) e insetos, como besouros (SUH et al., 2005), cupins
(AANEN et al., 2002) e formigas (MUELLER et al., 2001).

Hé um grupo dentre os fungos que chama a ateng¢ao por possuir um enorme potencial
a ser explorado. Denominados fungos negros, poucos sdo os estudos realizados em nosso pais
que avaliaram a diversidade dos mesmos em amostras ambientais, destacando-se alguns
realizados por Vicente et al. (2008), Guedes et al. (2012) e Duarte et al. (2014).

Os fungos negros, também conhecidos como dematidceos, sao representantes de um

grupo diversificado e abrangem ascomicetos das ordens Chaetothyriales, popularmente



conhecidos por black yeast-like, Dothideales e também alguns representantes basidiomicetos
pertencentes ao género Moniliella (de HOOG et al., 2009).

Esses organismos possuem a peculiar caracteristica de serem patdgenos oportunistas
de seres humanos (VICENTE et al., 2008), sendo a cromoblastomicose um exemplo de
doenca que pode ser causada por representantes da ordem Chaetothyriales. Outras
caracteristicas peculiares deste grupo de fungos sdo a oligotrofia e a preferéncia por ambientes
ricos em hidrocarbonetos monoaromaticos e alcanos, sendo a espécie Exophiala xenobiotica
frequentemente encontrada nesses locais (de HOOG et al., 2006; MARQUES et al., 2006).

Morfologicamente, esses fungos sdo caracterizados pela sua pigmentagdo escura
devido a presenca de um complexo melaninico em sua parede celular, conhecido por
dihidroxinaftaleno (DNH) (LANGFELDER et al., 2003).

Em relacdo a ecologia, os fungos negros desenvolvem-se bem em ambientes com
grande disponibilidade de hidrocarbonetos aromaticos, como benzeno, tolueno e xileno
(PRENAFETA-BOLDU et al., 2006). Ambientes hipersalinos também podem favorecer o
desenvolvimento de fungos negros (GUNDE-CIMERMAN et al., 2006). Interessantemente,
eles também foram encontrados crescendo em substratos rochosos, como marmore na
acropole de Atenas (GORBUSHINA et al., 2003). Fungos dematidceos do género
Chaetomium também foram isolados de gramineas congeladas em geleiras por mais de 5.000
anos (HASELWANDTER e EBNER, 1994).

Ambientes criados por seres humanos também tém revelado uma grande diversidade
de fungos negros. Espécies de Exophiala, por exemplo, ja foram encontradas em saunas e
banheiros na Asia e Europa (SUDHADHAM et al., 2008), ralo de pia (MATOS et al., 2002;
HAMADA e ABE, 2010) e at¢ mesmo em lava-lougas (ZALAR et al., 2011). A confirmacao
da existéncia de fungos potencialmente patdogenos em ambientes domésticos tem atraido a
atencdo do mundo todo. A pesquisa realizada por Zalar e colaboradores (2011) teve 1.5
milhdes de acessos com apenas 48 horas de publicacdo e foi citada em mais de 80 revistas,
incluindo jornais cientificos e noticiarios.

Apesar de toda a importancia ambiental, médica e biotecnoldgica dos fungos negros,
pouco se sabe acerca da sua biodiversidade e locais de ocorréncia natural (ZHAO et al.,
2010). A presenca deste grupo de fungos em ambientes domésticos encoraja investigacoes
adicionais para uma melhor compreensdo da biodiversidade relacionada e possiveis

implicacdes clinicas decorrentes desta associagao.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. FUNGOS NEGROS: CARACTERISTICAS GERAIS E
FATORES DE VIRULENCIA.

Os fungos negros sdo assim conhecidos devido a sua coloracdo escura, resultado de
uma parede celular grossa combinada com uma alta concentragdo de melanina (GOSTINCAR
et al.,, 2011). Varios representantes deste grupo, como as espécies dos géneros Exophiala,
Cladosporium, Ochroconis, entre outros, reproduzem-se por crescimento unicelular,
caracteristica encontrada em alguns géneros de basidiomicetos. Contudo, a maioria dos
fungos negros pertence a ordens divergentes do filo Ascomycota (de HOOG, 1993).

Ecologicamente, os fungos negros sdo capazes de tolerar altas temperaturas, baixos
valores de pH (GOSTINCAR et al., 2011), e ainda podem suportar ambientes secos, altas
concentragdes salinas e radiacio UV (SELBMANN et al., 2005). Além disso, eles sao
dimorficos, ou seja, alternam entre um crescimento filamentoso e leveduriforme,
caracteristica comum a todos os patogenos fungicos (SELBMANN et al., 2005).

A habilidade dos fungos negros em adaptar-se a baixas e inconstantes atividades de
agua, de acordo com Cantrell et al. (2011), seja por causa de baixa temperatura ou alta
salinidade (fatores que alteram a atividade de 4gua), ¢ crucial para sua sobrevivéncia nos
ambientes mais extremos da Terra, caracterizando-os como fungos extremofilos.

Além de adaptarem-se a condi¢des indspitas, os fungos negros sao conhecidamente
patogenos oportunistas (VICENTE et al., 2008). Dentre os fatores de viruléncia que
determinam a periculosidade destes micro-organismos, esta a capacidade destes fungos em se
desenvolverem em temperaturas acima de 37°C (SUDHADHAM et al., 2008). Zalar et al.
(2011), encontraram Exophiala dermatitidis desenvolvendo-se entre 10 a 45°C. Espécies
patdogenas humanas, como a Exophiala, podem crescer a temperaturas variando de 36 a 42°C
(SEYEDMOUSAVI et al., 2011). Duarte (2013) também realizou testes de crescimento com
espécies do género Exophiala, confirmando a capacidade dos fungos negros em crescerem em
temperaturas similares as do corpo humano.

Além da temperatura, outros fatores de viruléncia merecem destaque e a producao de
capsulas polissacaridicas extracelulares ¢ uma delas (SUDHADHAM et al., 2008). Os
polissacarideos extracelulares, também denominados biofilmes, sdo uma comunidade de

micro-organismos associados e firmemente aderidos a uma superficie por meio de uma matriz



extracelular de polimeros, que ¢ permeada por canais que permitem a passagem de
substancias, colocando os micro-organismos ali presentes em contato com o ambiente mais
externo (HARDING et al., 2009). Os biofilmes conferem aos micro-organismos maior
resisténcia a estresses biologicos, quimicos e fisicos, € os protegem de antibioticos e biocidas
no organismo hospedeiro (HARDING et al.,, 2009). Também as proteases, lipases e
fosfolipases sdo importantes fatores de viruléncia, atuando ndo apenas na nutricdo, mas
também no dano aos tecidos do hospedeiro e posteriormente na disseminacao, na aquisi¢ao de
ferro e na superagdo do sistema imunologico hospedeiro (GOSTINCAR et al., 2011).

No caso de fungos negros oportunistas, como Exophiala dermatitidis, a melanina ¢é
um dos fatores de viruléncia mais importantes (STERFLINGER, 2006), embora ndo seja o
unico. Em fungos negros encontrados no meio ambiente, especialmente naqueles que habitam
rochas, a melanina ¢ um fator de sobrevivéncia essencial devido aos seguintes fatores:
tolerancia a dissecagdo (STERFLINGER, 2006), capacidade de sobreviver mesmo com
disponibilidade baixa de nutrientes ¢ agua (SELBMANN et al., 2005; SATOW et al. 2008),
protecdo contra estresse e substancias toxicas (BUTLER; DAY, 1998) e crescimento em pH
acido (de HOOG et al., 1994).

Ainda se tratando de fatores de viruléncia, células muriformes (também conhecidas
como corpos esclerdticos ou fumagoides, células de Medlar, ou “coper penies”) sdo elementos
fungicos poliédricos, de cor acastanhada, com septacdo em dois planos distintos que resultam
da transformacdo dimorfica dos agentes da cromoblastomicose, com o objetivo de adaptagao
as condi¢des hostis do organismo do hospedeiro (REDE BRASILEIRA DE FUNGOS
MELANIZADOS, 2013). Assim, segundo de Hoog et al. (2000), essas células sao
consideradas um fator de viruléncia no desenvolvimento da cromoblastomicose.

De acordo com Vicente et al. (2008), a patogenicidade e a viruléncia de fungos
negros podem diferir entre espécies correlacionadas, sendo divididas em trés grupos
ecologicos: a) fungos saprobios ndo conhecidos por ocasionar desordens em vertebrados; b)
oportunistas pouco virulentos que podem ser diretamente isolados do ambiente, como
Fonsecaea monophora; c¢) patogenos altamente especificos que ndo podem ser diretamente
isolados do ambiente. As espécies Exophalia bergeri, Exophiala xenobiotica, Exophiala
angulospora e Veronaea botyrosa sdo excepcionalmente oportunistas pouco virulentas
(VICENTE et al., 2008).

Assim sendo, de acordo com Gostincar et al. (2011), fungos oportunistas habitam um

vasto nimero de substratos organicos, apresentando geralmente baixa viruléncia. Além disso,



muitos dos fatores de viruléncia identificados em fungos patdgenos permitem tanto seu

estabelecimento em um hospedeiro, como sua sobrevivéncia no ambiente.
2.2. IDENTIFICACAO DOS FUNGOS NEGROS

Sterflinger (2006) afirma que os fungos negros sao muito mais diversos
genotipicamente do que se poderia assumir por sua morfologia ou fisiologia. Segundo Satow
(2008), a técnica de reacdo de polimerizagdo em cadeia (PCR), ou seja, a amplificagdo de
fragmentos especificos de DNA, pode ser usada para a identificagdo dos fungos negros. Neste
caso, Satow (2008) afirma que deve ser realizada a PCR de regides do DNA ribossomal
(DNAr), caracteristicamente repetitivo, situado em regides especificas do genoma (como
ITS1 e ITS2) e presente em altas propor¢des em relagdo ao contetido total de DNA da espécie.

Mesmo ndo tendo uma diversidade grandiosa, se comparada a outros grupos de
fungos, ¢ fato que a identifica¢do dos fungos negros, de acordo com Sterflinger (2006), ainda
¢ um desafio singular para os micologistas e taxonomistas. A identificacdo microscopica falha
na determinacdo de espécies devido a dois fatores principais: primeiro, especialmente nos
fungos meristematicos', uma falta de diferenciagio dificulta a determinagiio de sua posicio
sistematica; segundo, para fungos negros, o crescimento pleomorfico’ combinado com
morfologias varidveis de conidiogénese leva a resultados taxondmicos confusos. Selbmann et
al. (2005) exemplificam isso, afirmando que os fungos negros meristematicos da Antartica
somente foram identificados com base em analises moleculares.

A utiliza¢do de ferramentas moleculares para a identificacdo dos fungos negros tem
revolucionado a classificagdo taxondmica dos mesmos, reorganizando as divisoes
previamente realizadas com base em caracteristicas morfologicas e introduzindo novas
espécies. Portanto, as analises moleculares tém mostrado cada vez mais a diversidade pouco

explorada de fungos negros em diversos ambientes.

2.3. OCORRENCIA DOS FUNGOS NEGROS

'O termo “fungos meristematicos” foi introduzido por de Hoog ¢ Hermanides-Nijhof (1977) para fungos que
formam agregados de expansdo de células melanizadas em paredes grossas e se reproduzem por divisdo
isodiamétrica (STERFLINGER, 2006).

2 Crescimento composto por diversos tipos de tecidos (MEDICINENET, 2015).
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Os fungos negros habitam diversos ambientes, incluindo aqueles ndo favoraveis ao
desenvolvimento de outros organismos. Eles podem ser encontrados em todos os ecossistemas
aerobicos, de acordo com Cantrell et al. (2011), colonizando uma diversidade de substratos e
desempenhando uma vasta variedade de fungdes, sendo que algumas ainda ndo sao bem
compreendidas. Muitas espécies de fungos negros sdo cosmopolitas e generalistas, como os
fungos do género Cladosporium, enquanto outras sdo especialistas encontradas somente em
substratos ou habitats restritos, como as espécies Phialophora attae e P. capiguarae,
encontradas até o momento apenas no integumento de formigas-cortadeiras.

Selbmann et al. (2005) catalogaram um grande nimero de espécies de fungos na
Antartica, indicando deste modo que estes micro-organismos colonizam praticamente todos os
ambientes terrestres. Porém, os melhores adaptados as mais extremas condigdes parecem ser
os fungos melanizados, exibindo crescimento meristematico.

Os fungos negros associados as doengas humanas ndo dependem do hospedeiro
humano para sobreviver e foram encontrados vivendo nos hébitats naturais mais inesperados e
extremos (GOSTINCAR et al., 2011), como o solo do deserto Antéartico (SELBMAN et al.,
2005).

De acordo com de Hoog et al. (2000), os fungos negros Cladophialophora,
Fonsecaea e Ramichloridium, potenciais agentes de cromoblastomicose, sdo frequentemente
encontrados em materiais de plantas em decomposi¢do. Cladophialophora carrionii, cujas
células se assemelham aquelas muriformes, a forma de tecido da cromoblastomicose, possui
registros em espinhos de cacto em processo de secagem (de HOOG et al., 2000).

Selbmann et al. (2005) descreveram a espécie Cryomyces antarcticus, capaz de
crescer em temperaturas negativas, ao mesmo tempo que suporta uma vasta gama de
temperaturas, permitindo que sobreviva em uma maior variedade de ambientes ou, mais
provavelmente, que sejam capazes de lidar com mudancas extremas de temperatura.

Os fungos negros, segundo Sterflinger (2006), também podem ser encontrados em
ambientes humanos. Sistemas de ar-condicionado com umidificadores providenciam boas
condigdes de sobrevivéncia para fungos oligotroficos resistentes ao estresse. Exophiala e
Sarcinomyces foram frequentemente encontradas em umidificadores, bem como em aparelhos
de banho e sauna por Sterflinger (2006).

Como ambientes litorais hipersalinos, gelo glacial artico e superficies de banheiro
sdo todos ambientes caracterizados por periodos de disponibilidade de dgua extremamente
baixa, hd uma sobreposicdo de diversidade microbiologica entre esses ambientes: fungos

negros como Cladosporium halotolerans e Aureobasidium pullulans, por exemplo, sao
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encontrados em todos esses ambientes. Além disso, A. pullulans ocorre na filosfera, em agua
poluida, em comida preservada com sal, em tanques de combustivel de aviacdo, em varios
ambientes internos, em polimeros sintéticos, em poliuretano em degradacdo e em plasticos de
PVC (GOSTINCAR et al., 2011).

As espécies Exophiala dermatitidis e E. phaeomuriformis, foram encontradas por
Zalar et al. (2011) em lava-lougas, que sdo ambientes com muita umidade, calor e agentes
quimicos como detergentes. Além disso, o mesmo estudo afirma que a inspegdo direta de
algumas lava-loucas mostrou células muriformes de Exophiala.

Segundo Matos et al. (2002), o nicho ecoldgico natural de Exophiala dermatitidis
precisa de uma maior elucidacdo, mas é provavelmente caracterizado por alta temperatura e
umidade, além de uma baixa concentracdo de compostos organicos. Sudhadham et al. (2008),
elucidam que Exophiala dermatitidis foi frequentemente isolada de animais frugivoros. Eles
supdem que a alimentacdo possa ser a via de entrada desses fungos no organismo animal, €
que a temperatura do local, influencia no desenvolvimento dos fungos nos frutos, que serao
dispersos no ambiente pelas fezes desses animais.

Apesar do pouco conhecimento sobre o ambiente natural dos fungos negros, sua
presenca em ambientes domésticos tem sido considerada de grande relevancia, uma vez que

estes fungos sdo potenciais patdogenos aos humanos.

3. OBJETIVO

Considerando a importancia dos fungos negros e escassez de estudos dos mesmos em
ambientes domésticos, o trabalho objetivou:

o Isolar fungos negros a partir de objetos, utensilios e ambientes domésticos;

o Identificar por analises morfologicas e moleculares os fungos isolados;

. Fomentar a Central de Recursos Microbianos da UNESP — Rio Claro, com

novos isolados de fungos negros.

4. MATERIAL E METODOS
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4.1. AMOSTRAS

O isolamento foi feito em azulejos, escova dental, borrachas de vedacdo de
geladeiras, aparelho de micro-ondas, boxes de banheiros e em areas domiciliares colonizadas
por fungos negros (Figura 1). Para as coletas, as superficies dos materiais foram raspadas com
o auxilio de um bisturi previamente esterilizado e os fragmentos resultantes foram

imediatamente transportados para o laboratdrio.

Figura 1. Superficies e materiais utilizados nas coletas das amostras.

A: janela em banheiro; B: muro de alvenaria residencial; C: box de banheiro; D: rodo de pia;
E: ralo de banheiro; F: esponja de banho; G: box de banheiro; H: escova dental usada; I:

tapete de borracha de banho.

4.2. ISOLAMENTO
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As amostras foram semeadas em dgar mycosel (Difco™) (dextrose, 2%; peptona,
1%; agar, 2%; cicloheximida, 500 pg/mL; cloranfenicol, 200 pg/mL; estreptomicina, 200
ug/mL), um meio de cultura apropriado para evitar o desenvolvimento de fungos altamente
esporulantes devido a presenca de um antifingico (actidiona). Este meio favorece o
aparecimento de fungos de crescimento lento, como os fungos negros. As placas foram

incubadas a 25°C por aproximadamente 3 semanas.
4.3. PURIFICACAO E PRESERVACAO

As colonias fingicas foram purificadas em 4gar extrato de malte 2% (MA2%)
contendo 0.01% de cloranfenicol. Os isolados foram preservados por repicagem continua em
tubos, contendo meio MA2% inclinado, mantidos a 8°C e por ultracongelamento em ultra-
freezer a -80°C. Os isolados foram depositados na Central de Recursos Microbianos da

UNESP - Rio Claro.

4.4. IDENTIFICACAO MORFOLOGICA

Os fungos isolados foram primeiramente agrupados de acordo com caracteristicas
macromorfologicas das colonias, como: coloracdo, textura (serosa, cremosa, mucoide,
membranosa, pulverulenta, granular, camurga, cotonosa), topografia (plana, convexa,
umbilicada, pregueada, cerebriforme), aspecto (brilhante, opaco, seco, imido), superficie
(lisa, fissurada, rugosa), didmetro de crescimento, presenca ou auséncia de pigmento e tempo
de crescimento.

As observagdes microscopicas foram realizadas com a preparacdo de laminas pelo
método de microcultivo. Dois pequenos blocos de meio CMA (Corn Meal Agar) inoculados
foram colocados em uma placa e cobertos por laminulas esterilizadas. As placas foram
incubadas por 7-14 dias a 25°C, e, apos esse periodo, as laminulas foram retiradas e
posicionadas sobre ldminas contendo glicerol 15%. Foram realizados registros fotograficos
dos isolados em microscopio Leica DM 750 equipado com sistema de captura de imagens. As
imagens obtidas, juntamente com as suas respectivas descri¢cdes e observagdes foram reunidas

em fichas de identificacao para cada taxon identificado.

4.5. IDENTIFICACAO MOLECULAR
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4.5.1. EXTRACAO DE DNA

Aproximadamente lcm? de micélio fungico com 7-10 dias de crescimento foi
transferido para microtubos contendo 500 pL de solugdo de lise (50 mmol Tris 1-1; 250 mmol
de NaCl I-1; 50 mmol EDTA I-1; 0,3%, w/v, SDS; pH 8) e o equivalente a 100 pL. de micro-
esferas de vidro esterilizadas (Sigma®). Os microtubos foram vigorosamente agitados em
vortex por 4 minutos e incubados a 65°C por 1 hora. O procedimento de agitacdo e
aquecimento em banho-maria foi repetido e os microtubos foram, entdo, centrifugados por 15
minutos a 13.000 rpm. Em seguida, a fase aquosa (aproximadamente 400 pL) foi recuperada e

transferida para novos tubos (modificado de SAMPAIO et al.,2001 e ALMEIDA, 2005).
45.2. AMPLIFICAQAO DO DNA

Apos a extragdo, foi feita a amplificagdo da regido ITS (Internal Transcribed Spacer)
do DNA ribossomico preparando-se, para cada amostra de DNA, uma solu¢ao contendo:
2,5uL de tampao de PCR, 8,3uL de agua ultrapura qualidade Millig®, 1,0uL. de primer ITS1
(10 pmol), 1.0uL de primer ITS4 (10 pmol), 4,0ul. dANTPs (1,25 mM cada), 1,0 uL de MgCl,
(50mM), 0,2uL. Taq polimerase (5 U/uL) e 5 pL de DNA diluido (15-20ng). A amplificagdo
foi realizada em termociclador como se segue: 1 ciclo de 94°C por 2 min seguido de 35 ciclos
a 94°C por 35s, 52°C por 30s, 72°C por 1 min. Para verificagdo dos produtos de amplificagado
foi realizada eletroforese em gel de agarose 1% e os amplicons foram purificados com o kit

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up, seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante.

4.5.3. REACAO DE SEQUENCIAMENTO

As reagdes de sequenciamento foram feitas utilizando BigDye Terminator v3.1™

(Life Tecnologies). Apos purificacdo, as amostras foram resuspendidas em 10uL de Hi Di
Formamida e aplicadas no sequenciador ABI 3500 (Applied Biosystems). As sequéncias
resultantes foram editadas no software BioEdit v.7.0.5.3 (HALL, 1999) e comparadas com o

banco de dados do National Center for Biotechnology Information (Genbank).

4.6. TESTE DE TEMPERATURA
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Os testes de temperatura foram realizados, apenas para fungos negros, em placas
contendo PDA (Potato Dextrose Agar), nas quais aproximadamente 1 mm de didmetro da
colonia fungica foi inoculado no centro. As placas foram incubadas em triplicata nas
temperaturas de 25 (controle) e 37°C e as avaliagdes de crescimento foram realizadas com 14
dias de crescimento, mensurando-se o didmetro da colonia (mm). Para avaliar se a alta
temperatura teve efeito fungicida ou fungistatico, as culturas sem crescimento a 37°C foram

novamente incubadas a 25°C por mais duas semanas.

5. RESULTADOS

5.1 FUNGOS ISOLADOS

Foram isoladas um total de 46 linhagens de fungos, incluindo representantes hialinos
e melanizados. De maneira geral, o nimero de fungos negros recuperados foi relativamente
elevado, pois do total de linhagens isoladas, 36 sdo melanizadas, ou seja, aproximadamente
78%. Dentre os substratos escolhidos para isolamento, os que permitiram o isolamento de um
maior nimero de fungos foram uma esponja de banho e um muro residencial de concreto

exposto as variagdes climaticas (Tabela 1).

Tabela 1. Fungos isolados de ambientes domésticos.

CODIGO DO LOCAIS DE IDENTIFICACAO COBERTURA SIMILARIDADE N°
DEPOSITANTE  ISOLAMENTO (%) (%) ACESSO
GENBANK
RM 1 Escova dental 1 Ascomycota sp. 100 100 HQ607800
RM 2 Escova dental 1 Ascomycota sp. 100 100 HQ607800
RM 3 Escova dental 1 Ochroconis 100 100 HQ667535
mirabilis
RM 4 Escova dental 1 Ochroconis 100 100 HQ667535
mirabilis
RM 6 Escovadental 2  Cladosporium sp. 100 100 KF367474
RM 7 Escova dental 2 Cladosporium sp. 100 100 KF367474
RM 8 Escovadental 2 Cladosporium sp. 100 100 KF367474
RM9 Escovadental 3  Cladosporium sp. 100 100 JF694934
RM 10 Geladeira 1 Cladosporium sp. 100 100 KF367474
RM 11 Geladeira 1 Cladosporium sp. 100 100 KF367474
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RM 12 Geladeira 2 Cladosporium sp. 100 99 HM535372
CODIGO LOCAIS DE IDENTIFICACAO QUERY  SIMILARIDAD N°
ISOLAMENTO COVER E (%) ACESSO
(%) GENBANK
RM 18 Geladeira 1 Cladosporium sp. 100 100 KF367474
RM 19 Geladeira 1 Cladosporium sp. 100 100 KF367474
RM 21 Geladeira 2 Cladosporium sp. 100 100 EF405864
RM 22 Prendedor de Rhodotorula 100 100 KMO014575
roupas mucilaginosa
RM 23 Box do banheiro ~ Purpureocillium
1 lilacinum * * *
RM 24 Janela Cladosporium sp. 100 100 KF367474
residencial
RM 26 Tapete de Penicillium sp. 99 99 HQ696018
borracha do
banheiro 1
RM 27 Azulejo Cladosporium sp. 100 100 JF694934
residencial
RM 28 Box do banheiro  Cladosporium sp. 100 100 KF367474
1
RM 29 Box do banheiro  Cladosporium sp. 100 100 KF367474
1
RM 30 Saboneteira do Rhinocladiella 99 99 JX966555
banheiro 1 atrovirens
RM 31 Muro de Cladosporium sp. 100 99 KC677891
concreto
residencial
RM 32 Muro de Penicillium sp.
concreto * * *
residencial
RM 33 Muro de Purpureocillium
concreto lilacinum * & &
residencial
RM 34 Muro de Cladosporium sp. 100 100 EF405864
concreto
residencial
RM 35 Muro de Geosmithia sp. 99 89 KF808311
concreto
residencial
RM 37 Esponja de Exophiala 98 100 JF747044
banho do alcalophila
banheiro 1
RM 38 Esponja de Penicillium sp.
banho do * * *
banheiro 1
RM 39 Esponja de Penicillium sp.
banho do * * *
banheiro 1
RM 40 Esponja de Cladosporium sp. 100 100 KM485631
banho do




Tabela 1.

CODIGO

Fungos isolados de ambientes domésticos - continuagao

banheiro 1

LOCAIS DE
ISOLAMENTO

IDENTIFICACAO  QUERY

COVER
(%)

SIMILARIDAD
E (%)
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NO
ACESSO
GENBANK

RM 42

RM 43

RM 44

RM 45

RM46

RM47

RM48

RM 49

RM 50

RM 51

RM 52

RM 53

RM 54

Esponja de
banho banheiro
1
Esponja de
banho do
banheiro 1
Muro de
concreto
residencial
Muro de
concreto
residencial
Azulejo
residencial
Janecla
residencial
Ralo do
banheiro 2
Box do banheiro
3
Box do banheiro
1
Esponja de
banho do
banheiro 3
Esponja de
banho do
banheiro 3
Esponja de
banho do
banheiro 3

Box do banheiro  Dothideomycete sp.

3

Cladosporium sp.

Cladosporium sp.

Cladosporium sp.

Cladosporium sp.

Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.
Cladosporium sp.

Penicillium sp.

Penicillium sp.

Cladosporium sp.

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

100

KF367474

KF367474

KM265457

NR119843

KF367474

KF367474

KC311516

KF367474

KF367474

JX160057

EU680508

*: sem dados moleculares. As linhagens foram identificadas por caracteristicas fenotipicas;

De maneira geral, dentre os 10 taxons encontrados, Cladosporium sp. (n=29) e

Penicillium sp. (n=6) foram os mais prevalentes. Dentre os substratos, aquele que apresentou

maior riqueza de taxons, foi o muro de concreto residencial (n=7), sendo encontrados neste

material Cladosporium sp., Penicillium sp., Geosmithia sp. e Purpureocillium lilacinum. A

esponja de banho do banheiro 1 também apresentou uma grande riqueza de taxons, sendo

encontrado Cladosporium sp., Penicillium sp. e Exophiala alcalophila.
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5.2. TERMOTOLERANCIA

Dentre os fungos negros testados, nenhum apresentou crescimento a 37°C. Para 13
linhagens pertencentes aos taxons Ascomycota sp. (n=2), Ochroconis mirabilis (n=1) e
Cladosporium sp. (n=10), a temperatura 37°C foi fungistatica e as restantes permaneceram

sem crescimento.

5.3. FICHAS DE IDENTIFICACAO

Os dados sobre caracteres macroscopicos, microscopicos € moleculares (quando
realizados) foram organizados em fichas catalograficas cujo modelo foi modificado de Cruz

(2010). Foi escolhido um representante de cada tdxon isolado para a composicao das fichas.
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Ascomycota sp.

1. Cddigo: RMO1

2. Data do isolamento: 20/01/2015

3. Substrato de origem: Escova dental usada
4. Foto-caracterizacao:

Colonia de Ascomycota sp. Col6nia de Ascomycota sp. Colonia de Ascomycota sp.
com 7 dias de crescimento com 7 dias de crescimento com 7 dias de crescimento
em CMA a 25°C. em MA 2% a 25°C. em PDA a 25°C.

5. Medigdes: Colonias estéreis.

6. Observages: Colonias de crescimento rapido (53 a 57mm de didmetro apds 7
dias), sendo, em basicamente todos os meios, de cor branca com escurecimento na parte
superior central. Adicionalmente, observa-se pigmenta¢do amarela no meio MA 2%. Em
relagdo a textura, as colOnias apresentam-se cotonosas. Conidios e conidi6foros ndo foram
encontrados em microscopia dOptica.

7. Sequenciamento da regido ITS:
CCTGCGGAAGGATCATTACCTAGAGTTGTAGGCTTTGCCTGCTATCTCTTACCCAT
GTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCGGGTTCGCCCGCCGATTGGACAATTTAA
ACCATTTGCAGTTGCAATCAGCGTCTGAAAAAACTTAATAGTTACAACTTTCAAC
AACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTA
GTGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCC
TTGGTATTCCATGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCT
TGGTGTTGGGTGTTTGTCTCGCCTCTGCGCGTAGACTCGCCTCAAAACAATTGGCA
GCCGGCGTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGAC
GACGTCCAAAAGTACA
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Ochroconis mirabilis

1. Codigo: RM04

2. Data do isolamento: 09/02/2015

3. Substrato de origem: Escova dental usada
4. Foto-caracterizacao:

v

//

|

Colonia de O. mirabilis com Colonia de O. mirabilis com Colodnia de O. mirabilis com
14 dias de crescimento em 14 dias de crescimento em 14 dias de crescimento em
CMA a 25°C. MA 2% a 25°C. PDA a 25°C.

Conidioforo e conidios de O. mirabilis ap6s 14 dias de crescimento em CMA a 25°C.

5. Medic¢6es: Conidios: 0.62 — 0.84um

6. Observagdes: Colonias de crescimento lento (13 a 15mm de diametro apos 14
dias de crescimento), sendo, nos meios CMA e PDA de cor verde oliva escuro e no meio MA
2% cinza escuro. Em relagdo a textura, as colonias apresentam-se aveludadas. Os conidios sdao
elipticos, lisos € possuem um septo central.

7. Sequenciamento da regido ITS:
TACCCGACCTGATGTCATTTTATCCGAGGGCGCGCCCGCTTCAGACAGCGGTTCGACGTT
GGGAGTTACCCGGATGAGGCGTTGTTGTCTCGAAAGGGGAAGCTTCCGGGCCGGGCCGT
GGCGCGTCTCTTGGCACAACTTTCCGCGGAAGTGGTAGGCGTTGACCTGCCCGCCGCGGG
CCGAACTTTTCACAACTCTTGAAGAAGGAAACCTGAAGTCTGAAATCAAAACGAAAATG
AAAAGCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCAACGATGAAGAACGCAGCGA
AACGCGAAAGGTAATGCGAATTGCAGAATCAGTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATT
GCGCCTCTCGGTATTCCGGGAGGCACGCCTGTTCGAGCGCCATTACAAACTCCAAGCGTG
GCTTGATGTTGGGCGATGTCTTTTTGCGAGAGCGGGAGACACGCCTGGAACGCGTTGGCG
CCGCCGCCGGACCACGAGCGTAGCAAGACGAGAGTCAATCGCATCGATTTGGTTTCCGAC
GGAGGTCCGCCTTGTGACTGCACTTTCGAGTGTAGTTCAAAAAC
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Rhodotorula mucilaginosa

1. Cddigo: RM22

2. Data do isolamento: 20/01/2015

3. Substrato de origem: Prendedor de roupas
4. Foto-caracterizacao:

.
-~
Coldnia de R. mucilaginosa Colénia de R. mucilaginosa Colonia de R. mucilaginosa
com 7 dias de crescimento com 7 dias de crescimento com 7 dias de crescimento
em CMA a 25°C. em MA 2% a 25°C. em PDA a 25°C.

1,0 ym 1,0 ym

Células de R. mucilaginosa apos 7 dias de crescimento em CMA a 25°C.

5. Medigdes: Células: 0.24pm - 0,59um.
6. Observagdes: Colonia leveduriforme, brilhante e coloragdo rosa alaranjado.

7. Sequenciamento da regido ITS:
TGCGGAAGGATCATTAGTGAATATAGGACGTCCAACTTAACTTGGAGTCCGAACT
CTCACTTTCTAACCCTGTGCACTTGTTTGGGATAGTAACTCTCGCAAGAGAGCGA
ACTCCTATTCACTTATAAACACAAAGTCTATGAATGTATTAAATTTTATAACAAA
ATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGA
AATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACG
CACCTTGCGCTCCATGGTATTCCGTGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAATACT
TCAACCCTCCTCTTTCTTAATGATTGAAGAGGTGTTTGGTTTCTGAGCGCTGCTGG
CCTTTACGGTCTAGCTCGTTCGTAATGCATTAGCATCCGCAATCGAACTTCGGATT
GACTTGGCGTAATAGACTATTCGCTGAGGAATTCTAGTCTTCGGATTAGAGCCGG
GTTGGGTTAAAGGAAGCTTCTAATCAGAATGTCTACATTTTAAGATTAGATCTCA
AATCAGGTAGGACTACCCGCTGAACTTAAGCATATCAAT
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Penicillium sp.

1. Codigo: RM26

2. Data do isolamento: 09/02/2015

3. Substrato de origem: Tapete de borracha usado em banho
4. Foto-caracterizacao:

Coldnia de Penicillium sp. Colénia de Penicillium sp. Colodnia de Penicillium sp.
com 14 dias de crescimento com 14 dias de crescimento com 14 dias de crescimento
em CMA a 25°C. em MA 2% a 25°C. em PDA a 25°C.

Conidio6foro de Penicillium sp. apos 7 dias de crescimento em CMA a 25°C.

5. Observagdes: Colonias de crescimento rapido com coloragdo branca em PDA e
coloragdo verde clara nos meios CMA e MA 2%. A liberagdo de pigmentagdo amarela no
meio MA 2% também pode ser visualizada. Em relagdo a textura, as colonias apresentam-se
pulvirulentas (CMA e MA 2%) e cotonosas (PDA). Os conidios sdo elipticos, lisos e
encontram-se em conididforos ramificados.

6. Sequenciamento da regido ITS:
AACTGCGGAAGGATCATTACTGAGTGAGGGCCCTCTGGGTCCAACCTCCCACCCGTGTTT
ATTATACCTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGCCGTAAGGCCGCCGGGGGGCTTCTGCTCCCGG
GCCCGCGCCCGCCGAAGACATCTCGAACTCTGTCTGAAGATTGTAGTCTGAGTATAAATA
TAAATTATTTAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCCGGCATCGATGAAGAACGCAG
CGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAGTCTTTGAACGCA
CATTGCGCCCTCTGGTATTCCGGAGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTGCTGCCCTCAAGC
ACGGCTTGTGTGTTGGGCCCCGTCCTCCGATCCCGGGGGACGGGCCCGAAAGGCAGCGGC
GGCACCGCGTCCGGTCCTCGAGCGTATGGGGCTTTGTCACCCGCTCTGTAGGCCCGGCCG
GCGCTTGCCGATCAACCAAAAATTTTTTCCAGGTTGA
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Geosmithia sp.

1. Cddigo: RM35

2. Data do isolamento: 09/02/2015

3. Substrato de origem: Muro de alvenaria residencial
4. Foto-caracterizacao:

=
Colénia de Geosmithia sp.com Coldnia de Geosmithia sp.com Colénia de Geosmithia
14 dias de crescimento em 14 dias de crescimento em MA sp.com 14 dias de
CMA a 25°C. 2% a 25°C. crescimento em PDA a 25°C.

Conidioforo de Geosmithia sp. apos 14 dias de crescimento em CMA a

5. Medigdes: Conidios: 0.4 —0.71um.

6. ObservacOes: Colonias de crescimento lento (18 a 20mm de didmetro apds 14
dias) de cor branca. Em relagdo a textura, as colonias apresentam-se aveludadas na parte
central, e cerosas nas bordas. Os conidios sdo elipticos a arredondados e lisos.

7. Sequenciamento da regido ITS:
AACCTGCGGAGGGATCATTACTGAGTTCTAAACTCCAAACCTTTGTGAACATACCATTGT
TGCTTCGGCGGGTTCGTCCCGGGCGCGCCTTCTGGCGTGACCCGGAATCAGGCGCCCGCC
GGGGGATCTAAACTCTTGTTTTCTAGAGATTATCTGAGTGGCATAAGCAAATAAATCAAA
ACTTTCAGCAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA
GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCTCGCC
AGTATTCTGGCGAGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCAACCCTCAGGCCCCGTTCGCGGG
ATCTGGTGTTGGGGATCGGCCGTCCTACGCGGCGGCCGGCCCTGAAATGGAGTGGCGGTC

TCGTCGCGACCTCCTCTGTGTAGTAGTTATACCTCGCAGCTGGATAGCGGCGCGGCCACG
CCGTAAAACCCCCTA
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Exophiala alcalophila

1. Cddigo: RM37

2. Data do isolamento: 09/02/2015

3. Substrato de origem: Esponja de lavar lougas usada
4. Foto-caracterizacao:

Colonia de E. alcalophila Colénia de E. alcalophila Colonia de E. alcalophila
com 7 dias de crescimento com 7 dias de crescimento com 7 dias de crescimento
em CMA a 25°C. em MA 2% a 25°C. em PDA a 25°C.

Células de E. alcalophila apés 7 dias de crescimento em CMA a 25°C.

5. Medicdes: Células: 0.48 — 0.94um de diametro.

6. Observacgdes: Colonias leveduriformes de crescimento muito lento (5 a 8 mm de
didmetro apds 7 dias), sendo de coloragdo preta no meio CMA e marrom escuro nos meios
MA 2% e PDA. Em relacdo a textura, as colonias apresentam-se mucosas e brilhantes.

7. Sequenciamento da regido ITS:
GCGGAAGGATCATTACCGAGTTAGGGTCCTCTGGGCCCGATCTCCCAACCCTTTGTTTATT
ATACCTTTTGTTGCTTCGGCGGGCCCGTTGTCTCACGACGACCGCCGGAGGACCGCTTAA
CGGCGTCCTCTGGTCCGCGCCCGCCGATGGCCCCAAAATCTCAAAATTCTTGTATGAATC
GTGTCTTTACCTAAGTCTTGATTTAATCAAAAACAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGT
TCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGCGAATTGCAGAATTCCA
GTGAGTCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTTTGGTATTCCGAAGGGCATGCCTGT
TCGAGCGTCATTATCACCCCTCGAGCCCCCGGGCTTGGTGTTGGACGGCTTGGTTACGCTC
CCCGCGTGACCCCTCCTAAAGACAATGACGGCGGCCTCGTGGAGCCCCCGGTACACTGAG
CTTCTTAACTGAGCACGTATCGGATCTAGGGCGCCCAGGCTCCGGTCCTCTCCCCTTTGTG
GGGGAAAAACCTCTTTTTACAAGGTTGACCTC
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Dothideomycete sp.

1. Codigo: RM54

2. Data do isolamento: 09/02/2015

3. Substrato de origem: Box de banheiro residencial
4. Foto-caracterizacao:

Colonia de Dothideomycete sp. Colonia de Dothideomycete sp. Colonia de Dothideomycete sp.
com 14 dias de crescimento em com 14 dias de crescimento em com 14 dias de crescimento em
CMA a 25°C. MA 2% a 25°C. PDA a 25°C.

Conidiéforo de Dothideomycete sp. apos 14 dias de crescimento em CMA a 25°C.

5. Medigdes: Conidios: 0.27 — 1.05 pum.

6. Observacgdes: Colonias de crescimento moderado (15 a 43 mm de didmetro apds
14 dias). No meio CMA, possui coloracdo marrom e verde oliva escuro com textura
pulvirulenta. No meio MA 2% ¢ verde escuro no centro e verde claro nas bordas com textura
aveludada. No meio PDA, a col6nia é verde escura no centro e verde claro nas bordas com
aspecto septado. Os conidios sao elipticos e lisos.

7. Sequenciamento da regido ITS:
TTCATAACCCTTTGTTGTCTGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGC
GGGGGCTCCGGGTGGACACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAAT
TAATTAATAAATTAAAACTTTTAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAA
GAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG
AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTATTCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAG
CGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGCAACGCGGTCCGCCGCGTG
CCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGTGGAAACTATTCGCT
AAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAGGTTGACCTC
GGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAA
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Cladosporium sp.

1. Cddigo: RM12

2. Data do isolamento: 01/06/2015

3. Substrato de origem: Borracha de geladeira 2
4. Foto-caracterizacao:

Colonia de Cladosporium sp. Colénia de Cladosporium sp. Colénia de Cladosporium sp.
com 14 dias de crescimento com 14 dias de crescimento com 14 dias de crescimento
em CMA a 25°C. em MA 2% a 25°C. em PDA a 25°C.

Conidi6foro de Cladosporium sp. ap6s 7 dias de crescimento em CMA a 25°C.

5. Medig6es: Conidios: 0.21 — 0.59 pm.

6. Observacdes: Colonias de crescimento rapido (70 a 90 mm apds 14 dias). No
meio CMA a colonia ¢ verde escura e pulvirulenta. No meio MA 2% ¢ verde clara no centro e
cinza nas bordas com textura pulvirulenta, apresentando também pigmentacdo amarela no
meio. No meio PDA, a colonia ¢ verde oliva e textura pulvirulenta. Os conidios sdo elipticos e
lisos, e estdo organizados em ramos.

7. Sequenciamento da regido ITS:
GACCTGCGGAGGGATCATTACAAGTGACCCCGGTTTACCACCGGGATGTTCATAACCCTT
TGTTGTCCGACTCTGTTGCCTCCGGGGCGACCCTGCCTTCGGGCGGGGGCTCCGGGTGGA
CACTTCAAACTCTTGCGTAACTTTGCAGTCTGAGTAAACTTAATTAATAAATTAAAACTTT
TAACAACGGATCTCTTGGTTCTGGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCCCTGGTAT
TCCGGGGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCACCACTCAAGCCTCGCTTGGTATTGGGC
AACGCGGTCCGCCGCGTGCCTCAAATCGACCGGCTGGGTCTTCTGTCCCCTAAGCGTTGT
GGAAACTATTCGCTAAAGGGTGTTCGGGAGGCTACGCCGTAAAACAACCCCATTTCTAAG
GTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCGCTGAACTTAAGCATATCAATAA
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Purpureocillium lilacinum

1. Codigo: RM23

2. Data do isolamento: 01/06/2015

3. Substrato de origem: Box de banheiro residencial
4. Foto-caracterizacao:

Colodnia de P. lilacinus com Colonia de P. lilacinus com Coldnia de P. lilacinus com
14 dias de crescimento em 14 dias de crescimento em 14 dias de crescimento em
CMA a25°C. MA 2% a 25°C. PDA a 25°C.

Conidio6foro de P. lilacinus apés 7 dias de crescimento em CMA a 25°C.

5. Medic¢6es: Conidios: 0.21 — 0.32 pm.

6. Observacdes: Coldnias de crescimento rapido (60 a 90 mm apds 14 dias). No
meio CMA, a col6nia € rosa clara e pulverulenta. No meio MA 2% ¢ bege no centro e branco
nas bordas com textura aveludada. No meio PDA, o fungo ¢é rosdceo e pulvirulento. Os
conidios sao redondos e lisos, estando organizados em ramos nos conidiéforos.

7. Sequenciamento da regido ITS:
A identificagdo foi realizada com base nas caracteristicas macro e microscopicas.
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Penicillium sp.

1. Cddigo: RM32

2. Data do isolamento: 01/06/2015

3. Substrato de origem: Muro residencial de alvenaria
4. Foto-caracterizacao:

Coldnia de Penicillium Coldnia de Penicillium Coldnia de Penicillium
sp.com 14 dias de sp.com 14 dias de sp.com 14 dias de
crescimento em CMA a crescimento em MA 2% a crescimento em PDA a 25°C.

Conidioforo de Penicillium sp. apos 7 dias de crescimento em CMA a 25°C.

5. Medicdes: Conidios: 0.15 — 0.24pum.

6. Observacges: colonias de crescimento rapido com coloragdo verde oliva. Em
relacdo a textura, as colonias apresentam-se pulvirulentas. Os conidios sdo redondos, lisos e
encontram-se em conididforos ramificados.

7. Sequenciamento da regido ITS:

A identificagdo foi realizada com base nas caracteristicas macro e microscépicas.



29

6. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram que ambientes domésticos abrigam
diversos fungos, incluindo os melanizados. Os seguintes tdxons de fungos negros foram
isolados e identificados: Ascomycota sp., Ochroconis mirabilis, Cladosporium sp., Exophiala
alcalophila, Rhinocladiella atrovirens e Dothideomycete sp. A esponja de banho do banheiro
1, foi o substrato do qual mais fungos negros foram isolados (n=6), dentre eles Cladosporium
sp. ¢ Exophiala alcalophila, o que demonstra a capacidade desses fungos de sobreviverem em
ambientes pouco usuais, com variacdes de temperatura, umidade e pH, além do contato direto
com produtos quimicos.

Ochroconis mirabilis ¢ um fungo dematiaceo filamentoso e cosmopolita, que pode
ser eventual patogeno humano em pacientes imunocomprometidos (GIRALDO et al., 2014).
Assim como a espécie O. mirabilis, outras espécies do género Ochroconis, sdo conhecidas por
serem patogenas oportunistas em humanos (YARITA et al., 2007; WONG et al., 2010; GE et
al., 2012).

O género Cladosporium foi certamente o taxon mais abundantemente encontrado
nesse trabalho. Ele foi isolado de varios substratos diferentes, com condi¢des de temperatura,
pH, umidade e disposicdo de nutrientes diferentes umas das outras, demonstrando a
versatilidade que o fungo apresenta para vencer as barreiras ambientais expostas e
desenvolver-se. Este género compreende fungos negros endofiticos de ampla distribuicao, que
podem ser fitopatégenos (NEGREIRO et al., 2004). Em relagdo a patogenicidade em animais
e humanos os casos sdo raros, mas existem relatos de infec¢des (de HOOG et al., 1995;
BOUZIANE et al., 2005).

As espécies do género Exophiala sdo também conhecidas como agentes infecciosos
oportunistas (SUDHADHAM et al., 2008). Lian e de Hoog (2010) mostraram uma possivel
ligacdo de infecgoes cutaneas e fungos negros do género Exophiala em ambientes domésticos.

Rhinocladiella atrovirens ¢ um fungo dematidceo que pode causar infecgdes no
sistema nervoso central e ¢ regularmente isolado de madeira de coniferas (PALACIO-
HERNANZ et al., 1988). Todavia, poucos registros sobre a espécie sao relatados na literatura.

Com relagdo a ocorréncia de fungos negros em ambientes domésticos relatada em
outros estudos, de Hoog et al. (2010) isolaram de banheiros residenciais na Holanda,

Alemanha e Austria, varios representantes da ordem Chaetothyriales, incluindo fungos negros
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dos géneros Exophiala e Cladosporium. Espécies de Exophiala também ja foram isoladas em
saunas na Europa e Asia (de HOOG et al., 2002) e em lava-lougas de vérios paises (GUNDE-
CIMERMAN et al., 2011).

Assim, todos os fungos negros isolados neste trabalho possuem relatos na literatura
como agentes de infecgdes em individuos saudaveis e com sistema imune comprometido. Em
relacdo a temperatura, o teste realizado com os fungos negros mostrou resultados que
comprovam seu potencial em resistir as variagcdes de temperatura. Nenhum dos fungos negros
isolados apresentou crescimento a 37°C, mostrando que estes ndo possuem capacidade para
infectar individuos neste ambiente. No entanto, para 13 linhagens pertencentes aos tdxons
Ascomycota sp. (n=2), Ochroconis mirabilis (n=1) e Cladosporium sp. (n=10) a temperatura
de 37°C foi fungistatica, indicando que esses fungos possuem adaptacdes fisiologicas para
resistir em temperaturas mais elevadas que a média ambiental.

Fungos hialinos também foram encontrados, como Rhodotorula mucilaginosa,
Purpureocillium lilacinum, Penicillium sp. e Geosmithia sp. Rhodotorula mucilaginosa ¢ um
basidiomiceto leveduriforme e cosmopolita (RUSCHE-SKOLARUS et al., 2007,
frequentemente associado com enfermidades em humanos, sendo responsavel por cerca de
74% das infec¢des (fungemias) causadas por esse género de levedura, tendo como suas
maiores vitimas 1dosos e pacientes com sistema imunologico debilitado (TUON et al., 2008).

Purpureocillium lilacinum ¢ um fungo filamentoso, ubiquo e saprobio, regularmente
isolado do solo, de vegetacdes em decomposicdo, em insetos, parasitos nematodas, e também
como contaminante no ar (LUANGSA-ARD et al., 2011). Esse fungo pode causar uma
enfermidade conhecida por ceratite, que se trata de uma inflamagao na cornea que pode levar
a cegueira ((DOMNIZ et al., 2001). Além dos problemas patologicos em humanos, esta
espécie também est4 sendo usada como agente de biocontrole de pestes nematodas (BRAND
etal., 2003; KALELE et al., 2007).

Fungos do género Penicillium sdo comumente encontrados em contaminagdes de
alimentos, e sdo cosmopolitas, presentes no solo, ar e vegetacdo em decomposicao (PITT,
2009). Os representantes do género sdo também conhecidos fitopatdgenos por possuirem
micotoxinas que podem prejudicar diversos tipos de plantagdes (PITT, 2009; RIBEIRO et al.,
2003).

Geosmithia ¢ um género pertencente a ordem Hypocreales, possui espécies
termofilicas e que podem também ser patéogenos humanos (GIRAULD et al., 2010) e
fitopatogenos (KOLARIK et al, 2011).
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Portanto, ambientes domésticos apresentam  condigdes favoraveis ao
desenvolvimento de uma ampla gama de fungos melanizados e hialinos. Apesar dos testes de
temperatura revelarem que os fungos negros isolados neste trabalho provavelmente
apresentam baixa viruléncia, eles podem ocasionar micoses oportunistas e, assim,

representarem um fator de risco a satude.

7. Conclusoes

o O isolamento dos fungos revelou que ambientes domésticos albergam um

nimero muito diversificado de fungos, incluindo os fungos negros;

] Os fungos negros isolados neste trabalho sdo destacados na literatura como
potenciais patégenos oportunistas ¢ podem ocasionar infecgdes em individuos em contato

com este ambiente.
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