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RESUMO 

 

O estudo de conidiobolomicose ovina tem sido realizado nos seus aspectos clínicos, 

epidemiológicos, patológicos e moleculares. Entretanto, informações sobre a resposta imune 

do hospedeiro na infecção por Conidiobolus lamprauges e da variabilidade genética da 

espécie são escassos. O presente trabalho descreve a identificação de proteínas 

imunorreativas de C. lamprauges pela técnica de western blot onde foram identificadas doze 

bandas reativas, com massas moleculares variando de 35 a 198 kDa. Dentre estas, a proteína 

de 198 kDa reativa em três soros de ovinos e a de 53 kDa que apresentou a maior intensidade 

comparativamente com outras bandas, sendo provavelmente imunodominante. Através da 

análise da variabilidade genética de sete isolados de C. lamprauges oriundos de casos clínicos 

de conidiobolomicose de diferentes regiões do Brasil pela técnica de Random Amplification 

of Polymorphic DNA (RAPD) houve padrões de amplificações variados sendo observadas de 

4 a 17 amplicons. Ao analisar os perfis gerados foi observada variabilidade genética entre os 

isolados, sendo possível a separação em cinco grupos representativos em relação à forma 

clínica da doença e a origem geográfica. Os dados gerados podem contribuir para o 

entendimento dos mecanismos patogênicos e de resposta imune do hospedeiro e sobre os 

aspectos eco-epidemiológicos de C. lamprauges. 
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1. RELEVÂNCIA E JUSTIFICATIVA 

 

Zigomicoses são micoses invasivas causadas por fungos pertencentes à classe dos 

zygomycetes, ordens Mucorales e Entomophthorales. Dentro dessa última, Conidiobolus 

coronatus, Conidiobolus incongruus, Conidiobolus lamprauges, vêm sendo descritos como 

agentes da conidiobolomicose, micose granulomatosa de importância médica e veterinária 

crescente (GUGNANI, 1992; RIBES et al., 2000; SILVA et al., 2007a; TADANO et al., 

2005; VILELA et al., 2010; KIMURA et al., 2011; ISA-ISA et al., 2012; BACHELET et al., 

2014). 

Conidiobolus spp. são considerados sapróbios, comumente encontrados no solo e em 

restos vegetais em decomposição, que podem parasitar várias espécies de artrópodos, entre 

esses insetos e aranhas (MORAES et al., 1997; RIBES et al., 2000; TADANO et al., 2005). A 

infecção no homem e nos animais domésticos está frequentemente associada à rinite 

granulomatosa e ocorre possivelmente pela implantação de esporos inalados ou através de 

lesões dermatológicas causadas por insetos infectados com conídios (MORAES et al., 1997; 

RIBES et al., 2000; TADANO et al., 2005; SILVA et al., 2007a). A infecção ocorre, em 

geral, na ausência de imunodepressão, todavia, há relatos da infecção em indivíduos 

imunocomprometidos (CARRIGAN et al., 1992; WALKER et al., 1992; MORAES et al., 

1997; STEPHENS & GIBSON, 1997; RIBES et al., 2000, BOONSAGSUK et al., 2001; 

KIMURA et al., 2011). 

Embora, Conidiobolus spp. sejam cosmopolitas, casos da conidiobolomicose 

historicamente têm sido descritos em áreas tropicais e subtropicais em humanos e animais 

(RIBES et al., 2000). C. coronatus e C. incongruus são consideradas espécies de maior 

relevância epidemiológica nos casos de conidiobolomicose (RIBES et al., 2000), contudo, C. 

lamprauges vêm despertando interesse da comunidade científica em casos de rinite e de 

infecção disseminada em humanos (SILVA et al., 2007a; De PAULA et al., 2010; KIMURA 

et al., 2011). 

A conidiobolomicose no Brasil tem sido documentada em humanos e animais, com maior 

ocorrência da doença em estados do Nordeste (JOHNSTON et al., 1967; ANDRADE et al., 

em 1967; COSTA et al., 1991; MORAES et al., 1994; VALLE et al., 2001; COSTA et al., 

2004;TADANO et al., 2005;BITTENCOURT et al., 2006; SILVA et al., 2007a), no entanto, 

casos de conidiobolomicose vêm ocorrendo no Mato Grosso, Pará, São Paulo e no Sul do 
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Brasil (MORAES et al., 1994; CASTRO e SOUZA FILHO et al., 1992; TADANO et al., 

2005; BOABAID et al., 2008; PEDROSO et al., 2009). 

Surtos da conidiobolomicose ovina no Brasil têm ocorrido em rebanhos das regiões 

Nordeste (SILVA et al., 2007a; RIET-CORREA et al., 2008), Centro-Oeste (BOABAID et 

al., 2008;De PAULA et al., 2010) e Sul do País (PEDROSO et al., 2009; FURLAN et al., 

2010) sendo descritos como um problema sanitário grave acarretando perdas econômicas 

consideráveis aos produtores nessas regiões. Casos da doença por C. lamprauges vêm sendo 

identificados nos estados de Mato Grosso (De PAULA et al., 2010, UBIALI et al., 2013, 

SILVEIRA et al., 2013), Piauí (SILVA et al., 2007a; VILELA et al., 2010) e Santa Catarina 

(FURLAN et al., 2010). Na espécie ovina, a doença caracteriza-se pelo desenvolvimento de 

quadro de rinite granulomatosa que pode ocorrer de duas formas clínicas: rinofaríngea e 

rinofacial (KETTERER et al., 1992; MORRIS et al., 2001; SILVA et al., 2007a; BOABAID 

et al., 2008; CÂMARA et al., 2011).  

Até o momento, a patogenia da conidiobolomicose não está esclarecida. No entanto, 

Conidiobolus spp. Produzem in vitro várias enzimas associadas com a proteólise facilitando o 

processo de invasão e disseminação tecidual (GUGNANI, 1992). Estudos recentes sugerem 

que C. lamprauges possui fatores de virulência relacionados à termotolerância (SILVA et al., 

2012; GODOY et al., 2014). Dessa forma, há necessidade de estudos para um melhor 

entendimento do papel das proteínas termotolerantes na patogenia e virulência do fungo. 

Diante das informações, a identificação de antígenos que apresentem características 

imunogênicas, específicas, durante a infecção por C. lamprauges poderá auxiliar no 

entedimento dos mecanismos patogênicos e de virulência que desencadeiam uma resposta 

imune no organismo do hospedeiro. Além disso, estudos como os de variabilidade genética 

são importantes diante da carência de informações da epidemiologia molecular de C. 

lamprauges. 

Assim, diante do exposto e considerando a importância da conidiobolomicose, o presente 

trabalho objetivou: (1) identificar proteínas imunorreativas de C. lamprauges, através da 

técnica de western blot; (2) estudar a variabilidade genética dos isolados pela técnica de 

Random Amplification of Polymorphic DNA (RAPD). 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Conidiobolus spp. 

 

 Zigomicoses são infecções causadas por fungos pertencentes à classe dos 

Zygomycetes, a qual é subdividida em duas ordens Mucorales e Entomophthorales. Com base 

em estudos de filogenia molecular foi proposta nova classificação dos Entomophthorales 

(grego entomon, insetos) no filo Entomophthoromycota, classe dos Entomophthoromycetes 

(HUMBER et al. 2012; GRYGANSKYI et al. 2012). A ordem Entomophtorales inclui o 

gênero Conidiobolus com mais de 70 espécies descritas atualmente no MycoBank (2015). 

Dessas, Conidiobolus coronatus, Conidiobolus incongruus e Conidiobolus lamprauges são as 

principais espécies de importância médica e veterinária e estão frequentemente associadas a 

quadros de rinite granulomatosa crônica no homem e em várias espécies de animais 

(HUMBER et al., 1989; CARRIGAN et al., 1992; WALSH et al., 1994; TADANO et al., 

2005; VILELA et al., 2010; KIMURA et al., 2011; ISA-ISA et al., 2012; BACHELET et al., 

2014; MACKEY et al., 2015).  

A distribuição de Conidiobolus spp. é mundial e o seu habitat natural está associado ao 

solo e a água sendo este micro-organismo considerado um saprófito tendo restos vegetais em 

decomposição como a principal fonte de nutrientes (HUMBER et al., 1989; CARRIGAN et 

al., 1992; GROOTERS et al., 2003). Estes são conhecidos como patógenos de insetos, sendo 

em determinadas ocasiões utilizadas no controle biológico dos mesmos (GUGNANI 1992; 

MORAES et al., 1997; CHEN et al., 2014). Embora encontrados em todo mundo, ocorrem 

preferencialmente em regiões de clima tropical e subtropical, áreas quentes e de alta umidade 

que favorece a sobrevivência do fungo no ambiente (CARRIGAN et al., 1992; GUGNANI, 

1992).  

Conidiobolus spp. são termofílicos, crescem a temperatura de 22 a 37 ºC e podem se 

cultivados em meios micológicos padrões como Ágar Sabouraud Dextrose (SDA) 2% e Ágar 

Batata Dextrose (PDA) 2% (RIBES et al., 2000; VALLE et al., 2001). Em SDA, as colônias 

apresentam-se esbranquiçadas ou pigmentadas (amareladas), aderidas ao meio e de aspecto 

enrugado com formação de colônias satélites. No cultivo em PDA, as colônias são planas, 

lisas de aspecto seroso com formação de uma prega central. Microscopicamente apresentam 

hifas cenocíticas, com raros septos e ramificações irregulares com presença de conídios 

esféricos (14-22µm) de paredes finas e papilas proeminentes (MORRIS et al., 2001; VILELA 
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et al., 2010). Baseado em características morfológicas e nas estruturas reprodutivas é possível 

fazer a diferenciação entre as três principais espécies patogênicas (VILELA et al., 2010). 

 

2.2. Conidiobolomicose 

 

2.2.1. Epidemiologia 

  

 A conidiobolomicose foi descrita pela primeira vez por Emmons & Bridges, com o 

isolamento de C. coronatus, em 1961 nos EUA em um equino com lesão granulomatosa 

nasal. Em 1963, foi relatado o primeiro caso da infecção em humano nas Antilhas (BRAS et 

al., 1963). No Brasil, o primeiro caso foi em um muar no estado de São Paulo (JOHNSTON 

et al., 1967), enquanto que a primeira descrição em humano foi em 1967 na Bahia 

(ANDRADE et al., 1967). Em ovinos, os primeiros relatos da conidiobolomicose em rebanho 

brasileiro ocorreram em 2007 no estado do Piauí (SILVA et al., 2007a). Desde então, a 

conidiobolomicose ovina vem sendo relatada em diferentes estados brasileiros (SILVA et al., 

2007a; RIET-CORREA et al., 2008; PEDROSO et al., 2009; FURLAN et al., 2010). No 

estado de Mato Grosso, casos de conidiobolomicose humana e ovina já foram descritos 

(TADANO et al., 2005; BOABAID et al., 2008).  

Embora as espécies de Conidiobolus spp. possam ser encontrados como micro-

organismos ambientais em todo mundo, casos da conidiobolomicose historicamente têm sido 

descritos em áreas tropicais e subtropicais (RIBES et al., 2000; HIBBERT et al., 2007). O 

modo de transmissão de Conidiobolus spp. não está bem esclarecido. No entanto, acredita-se 

que o fungo infecte os seus hospedeiros através da inalação de conídios ambientais que se 

alojam na cavidade nasal, pela implantação traumática de conídios por picadas de insetos ou 

por inoculação direta dos esporos em microlesões provocadas por plantas pontiagudas 

(GUGNANI, 1992, CARRIGAN et al., 1992;  KETTERER et al., 1992; RIBES et al., 2000; 

TADANO et al., 2005). O fungo tem predileção pelo trato respiratório superior (infecção 

primária) que se manifesta clinicamente como uma infiltração granulomatosa crônica da 

mucosa nasal. O curso da doença é determinado pela resposta imune do hospedeiro, no 

entanto, se a resposta não for adequada pode ocorrer a disseminação para outros órgãos e 

sistemas (KETTERER et al., 1992; RIBES et al., 2000; TADANO et al., 2005; SILVA et al., 

2007a). 
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A doença vem sendo descrita em humanos (BUSAPAKUN et al., 1983; VALLE et al., 

2001; TADANO et al., 2005; KIMURA et al., 2011; BACHELET et al., 2014) e em várias 

espécies de animais como equinos (MENDONZA & ALFARO, 1985; HUMBER et al., 1989; 

ZAMOS et al., 1996), cervos (STEPHENS & GIBSON, 1997; MADSON et al., 2009), 

ovinos (CARRIGAN et al., 1992; KETTERER et al., 1992; MORRIS et al., 2001; SILVA et 

al., 2007a; BOABAID et al., 2008), cães (BAUER et al., 1997; GROOTERS, 2003; 

MACKEY et al., 2015), golfinhos (MEDWAY, 1980), lhamas (MOLL et al., 1992; FRENCH 

& ASHWORTH, 1994) e primata (ROY & CAMERON, 1972) em regiões tropicais e 

subtropicais.  

C. coronatus e C. incongruus são consideradas espécies de maior relevância 

epidemiológica sendo amplamente estudadas em seus aspectos clínicos, epidemiológicos e 

patológicos (RIBES et al., 2000). Contudo, observa-se C. lamprauges em lesões 

granulomatosas de equino (HUMBER et al., 1989), em casos clínicos de rinite micótica 

granulomatosa em ovinos (CARRIGAN et al., 1992; SILVA et al., 2007a; BOABAID et al., 

2008; VILELA et al., 2010) e em infecção disseminada em humanos (KIMURA et al., 2011). 

Em Mato Grosso, as espécies C. coronatus e C. lamprauges foram descritas em humanos e 

ovinos respectivamente (TADANO et al., 2005; BOABAID et al., 2008; De PAULA et al., 

2010; SILVEIRA et al., 2013; UBIALI et al., 2014). 

 

2.2.2. Patogenia 

 

 Há diversos aspectos a serem elucidados referentes a patogenia das infecções 

determinadas por Conidiobolus spp. Todavia, diferentes enzimas produzidas por 

Conidiobolus spp. Foram identificadas em sistemas in vitro, incluindo: elastases, esterases, 

colagenases, lipases e quitinases envolvidas na patogênese da infecção pelo fungo 

(GUGNANI, 1992; FREIMOSER et al., 2003; CHARNLEY, 2003; BANIA et al., 2006; 

BOGUS et al., 2010; WIELOCH et al., 2011). 

Estudos realizados em cutícula de insetos sugerem a superexpressão de genes associados 

à proteólise, principalmente do tipo subtilisina e tripsina, que degradam a cutícula. Estes 

genes podem estar associados ao processo de invasão tecidual local facilitando a 

disseminação no hospedeiro por fornecer nutrientes, como aminoácidos necessários para o 

crescimento do fungo após a invasão. Estudos sugerem que algumas lipases secretadas 

podem hidrolisar ácidos graxos presentes em tecidos subcutâneos e as colagenases podem 
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facilitar invasão do tecido muscular. Outros genes associados ao metabolismo de carboidratos 

também estavam aumentados sugerindo que o crescimento rápido seja um fator importante 

para o estabelecimento da infecção no hospedeiro (GUGNANI 1992; FREIMOSER et al., 

2003; CHARNLEY, 2003; KENDRA & BOGUS, 2006; BANIA et al., 2006; BOGUS et al., 

2010; WIELOCH et al., 2011). 

É conhecido que alguns fungos patogênicos como Paracoccidioides brasiliensis e 

Cryptococcus neoformans (KRAUS et al., 2004, ROSA e SILVA et al., 2008) regulam o seu 

perfil de genes expressos de acordo com as condições a que são submetidos. Estudos têm sido 

realizados no sentido de identificar possíveis determinantes de virulência de C. lamprauges 

associados à capacidade de termo resistência em diferentes temperaturas (SILVA et al., 2012; 

GODOY et al., 2014). Assim, foi identificada à superexpressão do gene que codifica a 

enolase sugerindo que essa enzima metabólica possa estar associada à resposta adaptativa do 

fungo a tolerância térmica (SILVA et al., 2012). Outro estudo analisou o crescimento in vitro 

de isolados de C. lamprauges em diferentes temperaturas e comparou o perfil de expressão 

diferencial das proteínas, sendo observada que a temperatura ótima de crescimento a de 35ºC. 

Na análise de expressão diferencial de proteínas, foram encontrados 16 spots 

diferencialmente expressos, sete com expressão diminuída e nove com expressão aumentada 

a 37ºC, quando comparado à condição de 28ºC (GODOY et al., 2014). Dessa forma, esses 

estudos sugerem que C. lamprauges produza fatores de virulência relacionados à 

termorregulação possivelmente com papel importante na patogênese da doença. 

Na infecção por zigomicetos, os neutrófilos desempenham papel crucial na fagocitose 

do fungo nos estágios iniciais da infecção, apesar do tamanho dos elementos das hifas e a sua 

incapacidade de serem fagocitadas por células inflamatórias, os neutrófilos são capazes de 

desencadear resposta imunológica no hospedeiro, eliminando o fungo. Os neutrófilos são 

atraídos por fatores quimiotáticos, que são gerados após a ativação do sistema complemento, 

pelas hifas e usando o seu sistema citotóxico oxidadativo, são capazes de causar danos nas 

estruturas fúngicas (LACAZ et al., 1991; RIBES, et al., 2000). 

Histologicamente o quadro é de inflamação crônica granulomatosa multifocal, com área 

de necrose caseosa, presença de macrófagos, neutrófilos, linfócitos, células epitelióides e 

células gigantes. São observadas hifas largas envoltas por formações radiadas características 

da reação de Splendore-Hoeppli (CARRIGAN et al., 1992; GUGNANI, 1992; MORRIS et 

al., 2001; SILVA et al., 2007a).  
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A literatura não apresenta dados de resposta imunológica do hospedeiro frente à infecção 

por C. lamprauges. 

 

2.2.3. Conidiobolomicose em humanos 

 

A conidiobolomicose humana está descrita em regiões de clima tropical e subtropical 

particularmente na África, Àmerica do Sul e Àsia (BRAS et al., 1965; GUGNANI, 1992; 

MORAES et al., 1994; RIBES et al., 2000; SHARMA et al., 2003; MICHAEL et al., 2009; 

YANG et al., 2009; BENTO et al., 2010). No Brasil, a maior prevalência da doença está na 

região Nordeste (COSTA et al., 1991; MORAES et al., 1994; VALLE et al., 2001; COSTA et 

al., 2004; BITTENCOURT et al., 2006). Existem relatos também nos estados do Pará 

(MORAES et al., 1994; MORAES et al., 1997; MIGUITA e SOUZA et al., 2014), São Paulo 

(CASTRO e SOUZA FILHO et al., 1992), e Mato Grosso (TADANO et al., 2005). 

C. coronatus é o principal agente patogênico da conidiobolomicose em humanos e tem 

sido descrito em casos de infecções localizadas e disseminadas (JAFFEY et al., 1990; 

MORAES et al., 1994; VALLE et al., 2001; TADANO et al., 2005; BITTENCOURT et al., 

2006; FISCHER et al., 2008; MICHAEL et al., 2009; SUBRAMANIAN & SOBEL, 2011; 

JAYAWICKRAMA et al., 2012; BACHELET et al., 2014), entretanto, C. incongruus têm 

sido descrito em casos de infecções invasivas em humanos (BUSAPAKUM et al., 1983; 

WALSH et al., 1994; STEPHENS & GIBSON, 1997; SHARMA et al., 2003; MADSON et 

al., 2009). Em 2011, C. lamprauges foi descrito como patógeno humano em um caso de 

micose disseminada no Japão (KIMURA et al., 2011).  

A maioria dos indivíduos infectados por Conidiobolus spp. são do sexo masculino, 

principalmente trabalhadores rurais possivelmente pela característica saprofítica do fungo, e o 

número de casos em homens superam os observados em mulheres numa proporção de 10:1 

(LEOPAIRUT et al., 2010). Acomete principalmente adultos, sendo raros os relatos em 

crianças e adolescentes (GUGNANI, 1992; MIGUITA E SOUZA et al., 2014). A doença 

vem sendo descrita em indivíduos imunocompetentes (JAYAWICKRAMA et al., 2012; ISA-

ISA et al., 2012; BACHELET et al., 2014), contudo há relatos, da infecção em 

imunocomprometidos, como pacientes HIV-positivos (BOONSAGSUK et al., 2001), 

transplantados (WALKER et al., 1992) e oncológicos (KIMURA et al., 2011).  

A manifestação clínica em humanos inicia com tumefação da mucosa do turbinado 

inferior podendo disseminar para os tecidos faciais levando ao comprometimento da boca, 



21 

 

pálpebras pela formação de nódulos subcutâneos firmes e indolores que levam a deformação 

da face (GUGNANI, 1992; MORAES et al., 1997; TADANO et al., 2005; BITTENCOURT 

et al., 2006). 

 

2.2.4. Conidiobolomicose em ovinos 

 

A conidiobolomicose ovina ocorre principalmente, em países de clima tropical como 

Austrália, Trinidad Tobago e Brasil (KETTERER et al., 1992; CARRIGAN et al., 1992; 

MORRIS et al., 2001; SILVA et al., 2007b). No Brasil, casos da doença vêm sendo descritos 

nos estados do Piauí (SILVA et al., 2007a), Paraíba (RIET-CORREA et al., 2008), Mato 

Grosso (BOABAID et al., 2008), Rio Grande do Sul (PEDROSO et al., 2009) e Santa 

Catarina (FURLAN et al., 2010) sendo um problema sanitário grave acarretando perdas 

econômicas consideráveis aos produtores. 

No estado de Mato Grosso, os surtos da conidiobolomicose foram associados a C. 

lamprauges (De PAULA et al., 2010; UBIALI et al., 2013; SILVEIRA et al., 2013), assim 

como no Piauí (SILVA et al., 2007a) e Santa Catarina (FURLAN et al., 2010; VILELA et al., 

2010).  

Baseado em dados epidemiológicos, a ocorrência da enfermidade é sazonal ocorrendo 

principalmente no período chuvoso e de altas temperaturas (SILVA et al., 2007b; BOABAID 

et al., 2008). Por outro lado, surtos da doença também foram observados no período seco na 

região semiárida do Nordeste brasileiro (AGUIAR et al., 2014). A associação de fatores 

como hábitos de pastejo dos animais, pastejo constante às margens de açudes com matéria 

vegetal decomposta e solo rico em matéria orgânica expõe os animais à infecção por 

Conidiobolus spp. e predispõem a ocorrência de focos da doença (SILVA et al., 2007b; 

AGUIAR et al., 2014). Estudos sugerem que não é necessária depressão imunológica para o 

estabelecimento da infecção em ovinos (KETTERER et al., 1992; AGUIAR et al., 2014).  

Nesta espécie a doença cursa com quadro de rinite granulomatosa que pode ocorrer de 

duas formas clínicas: rinofaríngea e rinofacial (KETTERER et al., 1992; MORRIS et al., 

2001; SILVA et al., 2007a; BOABAID et al., 2008; CÂMARA et al., 2011). A forma 

rinofaríngea se caracteriza por alterações na região etmoidal, faringe, ossos turbinados, seios 

paranasais, palato duro e mole com presença de massa nodular, de coloração amarelada ou 

branca e necrose da região etmoidal. Nesta forma, as lesões se estendem para os seios nasais, 

placa cribiforme podendo invadir a orbita ocular e o cérebro (KETTERER et al., 1992; 
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MORRIS et al., 2001; BOABAID et al., 2008; RIET-CORREA et al., 2008). Na forma 

rinofacial são observadas lesões ulceradas na mucosa nasal e no palato duro associadas ao 

aumento de volume na região do vestíbulo nasal, união muco-cutânea do nariz e da pele da 

região da face e labio superior (SILVA et al., 2007a; RIET-CORREA et al., 2008). A 

enfermidade em ovinos deve ser diferenciada da rinite ocasionada pelo oomiceto Pythium 

insidiosum que frequentemente afeta o tecido subcutâneo, vestíbulo nasal e palato duro, 

sendo denominada rinite rinofacial (BOABAID et al., 2008; UBIALI et al., 2013). 

A infecção, em alguns casos, pode disseminar para diversos órgãos como linfonodos, 

pulmão, coração, rim e cérebro (CARRIGAN et al., 1992; SILVA et al., 2007b). 

Clinicamente os animais apresentam apatia, febre, anorexia, perda de peso, tumefação nasal, 

exoftalmia unilateral, assimetria crânio-facial, descarga nasal muco-hemorrágico, dispnéia, 

aumento da frequência cardio-respiratória e morte (MORRIS et al., 2001; KETTERER et al., 

1992; CARRIGAN et al., 1992; RIET-CORREA 2008; SILVA et al., 2007a; SILVA et al., 

2007b; SILVA et al., 2010). 

A incidência da enfermidade é baixa atingindo em alguns casos 2,80% da população. A 

mortalidade, entretanto, é de 100% e atinge animais de todas as idades (CARRIGAN et al., 

1992; KETTERER et al., 1992; MORRIS et al., 2001; SILVA et al., 2007b; AGUIAR et al., 

2014). O curso clínico e a morte dos animais acometidos estão relacionados a possíveis 

fatores de virulência do fungo, susceptibilidade do hospedeiro e ausência de tratamento 

(SILVA et al., 2007b).  

 

2.3. Diagnóstico  

 

 O diagnóstico da conidiobolomicose baseia-se em achados epidemiológicos, clínico-

patológicos associados ao isolamento do fungo em cultivo. A classificação definitiva é 

realizada por técnicas moleculares (RIBES et al., 2000). Nesse contexto, a conidiobolomicose 

ovina por C. lamprauges tem sido relatada através do isolamento do agente (SILVA et al., 

2007a; BOABAID et al., 2008), por técnicas moleculares, como reação em cadeia da 

polimerase (PCR) (De PAULA et al., 2010; VILLELA et al., 2010; SILVEIRA et al., 2013; 

UBIALI et al., 2013), análise de diferença representacional (RDA) (SILVA et al., 2012), 

imuno-histoquímica (UBIALI et al., 2013) e recentemente através da expressão diferencial de 

proteínas através de eletroforese bidimensional (2D) (GODOY et al., 2014). 
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2.3.1. Métodos imunológicos  

 

 Antígenos fúngicos estimulam no homem ou em animais infectados a produção de 

anticorpos, geralmente imunogênicos, isto é, que tem a capacidade de estimular a formação 

de anticorpos e de combinar, de modo específico, com os anticorpos formados contra ele 

(LACAZ et al., 1991). A identificação dos diferentes antígenos expressos pelos fungos pode 

levar ao conhecimento dos mecanismos de patogenicidade desencadeados durante a infecção 

abrindo novas perspectivas para entendimento da doença (BLANCO & GARCIA, 2000). As 

reações de antígeno-anticorpo podem ser detectadas através de métodos imunológicos, como 

as reações de aglutinação, reações de precipitação, fixação de complemento, técnicas 

imunoenzimáticas, imunoeletroforese e de imunofluorescência (LACAZ et al., 1991). Com o 

objetivo de identificar reações de antígeno-anticorpo, diversas técnicas sorológicas foram 

testadas na detecção da conidiobolomicose, dentre essas imunodifusão em gel de agar (ID), 

immunoblot e a imuno-histoquímica (MENDONZA & ALFARO, 1985; KAUFMAN et al., 

1990; RIBES et al., 1992; GUGNANI, 1992; MENDONZA et al., 1992). 

Kaufman et al. (1990) demonstraram a sensibilidade e especificidade do teste de ID na 

diferenciação das zigomicoses causadas por Basidiobolus ranarum e C. coronatus, como para 

pitiose (P.insidiosum) em amostras de animais e humanos.  

O método imuno-histoquímico, também foi utilizado como técnica para avaliar a 

diferenciação das infecções por C. lamprauges e P. insidiosum em amostras histopatológicas 

de ovinos com quadro de rinite micótica, os dados obtidos demonstraram bons resultados na 

diferenciação das duas doenças (UBIALI et al., 2013). 

Em 1992, Mendoza et al. desenvolveram a técnica de western blot buscando identificar 

antígenos imunodominantes de P. insidiosum em amostras de soros de equinos obtidos 

durante a infecção, a técnica detectou antígenos imunogênicos específicos, entretanto, um 

antígeno de 44kDa reagiu de forma cruzada com antígeno de C. coronatus não sendo 

esclarecida a relação antigênica. 

  

2.4. Metodo de Tipificação Molecular  

 

Algumas técnicas têm sido utilizadas para a tipificação molecular de Conidiobolus spp. 

baseada no padrão de amplicons incluindo RAPD (Random Amplification of Polymorphic 

DNA e na região ITS (Internal Transcribed Spacers) do fungo. 
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As regiões ITS, dividida em ITS 1 e ITS 2, evoluem rapidamente sendo regiões 

apropriadas para discriminar espécies relacionadas ou até mesmo variedades de uma mesma 

espécie (HILLIS & DIXON, 1991). A técnica de RAPD baseia-se na utilização de iniciadores 

curtos de sequência arbitrária que detecta polimorfismos no DNA. A vantagem deste método 

é que não há necessidade de se conhecer a sequência genômica gerando assim, padrões de 

amplicons que podem ser analisados filogeneticamente (WILLIAMS et al., 1990). Esta 

técnica vem sendo empregada em estudos da variabilidade genética intra e interespecíficas de 

vários organismos incluindo fungos, dos gêneros Paracoccidioides (SOARES et al., 1995; 

HAHN et al., 2003; JOÃO BATISTA JUNIOR et al., 2013), Malassezia (CASTELLA et al., 

2005; GANDRA et al., 2006; DUARTE et al., 2009), Cryptococcus (HORTA et al., 2002; 

ANDRADE-SILVA et al., 2012; PEDROSO et al., 2012) procurando determinar as 

similaridades e as diferenças entre isolados de diferentes hospedeiros, origem geográfica e 

fontes de infecção. 

No estudo de Peres-Martinez et al. (2012), as técnica de RAPD e PCR-ITS foram 

padronizadas para investigar a variabilidade genética intra-especifica entre isolados de C. 

coronatus, evidenciando 48 fragmentos polimórficos com variação genética entre os isolados 

analisados, o quais foram agrupados de acordo com a sua origem: inseto, composto orgânico, 

solo e humanos. Os autores observaram que isolados obtidos de lesões em humanos 

apresentaram maior variabilidade em relação aos isolados obtidos de outras fontes. 

Estudos da variabilidade genética de C. lamprauges ainda são inexistentes. 

 

2.5. Tratamento 

 

 A conidiobolomicose vem ganhando importância pela dificuldade no tratamento em 

função da baixa resposta terapêutica a maioria dos antifúngicos disponíveis. O tratamento da 

infecção por Conidiobolus spp. em humanos e animais é baseado na administração de iodetos 

e antifúngicos, como anfotericina B, flucitocina, terbinafina e triazois utilizados isoladamente 

ou em combinações com diferentes graus de sucesso (GUGNANI, 1992; KETTERER et al., 

1992; BOABAID et al., 2008; KIMURA et al., 2011; ISA-ISA et al., 2012; TONDOLO et 

al., 2013). 

Tondolo et al. (2013) avaliaram a susceptibilidade in vitro de isolados clínicos de C. 

lamprauges, os quais demonstraram susceptibilidade dos isolados à terbinafina e resistência 

aos triazóis, anfotericina B e resistência a equinocandina.  
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Procedimentos cirúrgicos também são realizados para a retirada dos nódulos e na 

reconstrução facial em humanos (RIBES et al., 2000; VALLE et al., 2001). 
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3. OBJETIVOS 

 

3.1. Objetivo Geral 

 

Identificar proteínas imunorreativas de Conidiobolus lamprauges de isolados de ovinos 

infectados e detectar a presença de variabilidade genética de isolados clínicos através da 

técnica de RAPD. 

 

3.2. Objetivos Específicos 

 

- Analisar o extrato proteico de C. lamprauges; 

- Padronizar a técnica de ELISA para a quantificação de anticorpos frente a proteínas de C. 

lamprauges; 

- Identificar antígenos de C. lamprauges envolvidas na resposta imunológica;  

- Avaliar a variabilidade genética dos isolados de C. lamprauges. 
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ABSTRACT 

Conidiobolomycosis in sheep has been reported in tropical and subtropical climates with high humidity and is 

associated with high lethality and economic losses. In Brazil, outbreaks of this disease have been described in the 

Northeast, Midwest and South regions, mainly in ovine with two clinical forms: rhinopharyngeal and rhinofacial. In 

addition to occurring in regions of Brazil in different clinical forms, no data about the genetic diversity of Conidiobolus 

lamprauges is available. Thus, the aim of this study was to evaluate seven isolates of C. lamprauges from ovine clinical 

cases of conidiobolomycosis using five primers with the random amplified polymorphic DNA (RAPD) technique. 

Amplicons were observed in all isolates and ranged from 200 to 2,500 bp, with primer p50 leading to the most 

polymorphic amplicons. Phylongenetic analysis detected four groups (A, B, C and D) with 36% similarity between 

isolates. MatoGrosso isolates were in groups A and B, and the rhinofacial form was present only in group B. Genetic 

variability in Brazilian isolates of Conidiobolus lamprauges is likely related both to the clinical form of the disease and 

the geographic location. 

INDEX TERMS: Conidiobolus sp., RAPD, sheep, zygomycosis. 

 

INTRODUCTION 

Conidiobolus (C.) coronatus, C. incongruus and C. lamprauges fungi, the Entomophtorales order, have been 

described as the principal agents of conidiobolomycosis. This disease is characterized by granulomatous mycosis and is 

important in human and veterinary medicine due to its disabling potential and high lethality in the affected species, 

which can cause serious socio-economic (Humber et al. 1989, Zamos et al. 1996, Bauer et al. 1997, Ribes et al. 2000, 

Tadano et al. 2005, Vilela et al. 2010, Kimura et al. 2011, Isa-Isa et al. 2012, Bachelet et al 2014). In sheep, the disease 
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has been reported in tropical and subtropical climates with high humidity, (Carrigan et al. 1992, Ketterer et al. 1992, 

Morris et al. 2001, Silva et al. 2007a) and it progresses with granulomatous rhinitis that can occur in two clinical forms: 

rhinopharyngeal and rhinofacial infection (Ketterer et al 1992, Morris et al. 2001, Boabaid et al. 2008, Riet-Correa et al. 

2008, Silva et al. 2007a, Câmara et al 2011).  

In Brazil, sheep conidiobolomycosis outbreaks have been described in the Northeast, Midwest and South 

regions (Silva et al. 2007a, Silva et al. 2007b, Boabaid et al. 2008, Riet-Correa et al. 2008, Pedroso et al. 2009, De 

Paula et al. 2010, Furlan et al. 2010). In the state of Mato Grosso, outbreaks were associated with C. lamprauges, (De 

Paula et al. 2010, Ubiali et al. 2013, Silveira et al. 2013), as was also observed in Piauí and Santa Catarina (Silva et al 

2007a, Vilela et al. 2010, Furlan et al 2010, Vilela et al. 2010).  

Studies concerning diagnostic techniques, the epidemiology and the biology of the disease are available (De 

Paula et al. 2010, Silveira et al. 2013, Godoy et al. 2014); however, information on the genetic variability of the species 

is still lacking. This study evaluated isolates of C. lamprauges from clinical cases of conidiobolomycosis in sheep using 

random amplified polymorphic DNA RAPD. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Isolates 

Seven isolates of C. lamprauges from sheep clinical cases of conidiobolomycosis in different regions of Brazil were 

used in this study. The epidemiological and clinical isolates are reported in Table 1. Confirmation of the isolates 

identified as C. lamprauges was performed by PCR according to the protocol proposed by Silveira et al. (2013). 

Extraction of genomic DNA 

For DNA extraction, we used the protocol described by Fulton et al. (1995) with modifications. The isolates were 

grown for three days on filter paper through 2% Sabouraud Dextrose Agar (SDA) and incubated at 37 ° C. The 

collected mycelium (0.5 g) was macerated in liquid nitrogen and rapidly transferred to tubes previously filled with 17.7 

mL of lysis buffer (Buffer A: 100 mMTris-HCl pH 9.0; 5.0 mM EDTA pH 8.0 + Buffer B: 200 mMTris-HCl pH 9.0; 50 

mM EDTA pH 8.0; 2.0 M NaCl; 2% CTAB pre heated to 65 ° C), homogenized and incubated for 60 min at 65 ° C 

under constant agitation. Then, 5.75 mL of potassium acetate (5 M) was added and the samples were incubated on ice 

for 30 min and centrifuged (5,000 X g for 20 min at 4 ° C). Chloroform: isoamyl alcohol (24: 1) was added to the 
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aqueous phase and the sample was centrifuged at 4,000 g at 4 ° C for 10 min. The transferred supernatant was treated 

with RNAse A (50 mcg / mL, Sigma ®) for 60 min at 37 ° C. Then, the DNA was precipitated with sodium acetate and 

isopropanol (0.1: 1) for 5 min, centrifuged at 10,000 g for 30 min at 4 ° C and washed with 2 mL of 70% ethanol (v / v). 

The precipitate was washed again with 70% ethanol, centrifuged at 1,000 g for 5 minutes at 4 ° C and dried at room 

temperature. The precipitate was then resuspend in 1 mL ultra pure water with 5μl RNase A (50 μg /mL, Sigma ®) and 

was maintained at -20 ° C overnight. Subsequently, 120 μL of DNA was added with 80 μL of TE (10 mMTris-HCl pH 

8.0, 1.0 mM EDTA, pH 7.0) and was purified using an Ultra Clean TM BloodSpin Kit (Mo Bio Laboratories) according 

to manufacturer's instructions. The DNA integrity was assessed by electrophoresis on a 1% agarose gel stained with 

Red ™ gel (Biotium®) and observed by ChemiDoc XRS ™ (Bio-Rad) using ImageLab ™ software (Bio-Rad). 

Quantification of DNA was carried out by Qubit 2.0 system (Invitrogen) according to manufacturer's instruction. 

 

PCR-RAPD 

For the amplification of genomic DNA by the RAPD technique, we used the method described by Castellá et al. (2005) 

with modifications; wherein, each isolate was tested with five oligonucleotides, M13, OPB7, P22, P50 and P-51 as 

described in Table 3. The reactions were performed in a final volume of 25 μL [100 ng DNA 0.2 mMdNTPs, 10 pmol 

primer, 3.5 mM MgCl2, and 1.5 U Taq DNA polymerase (Invitrogen) and 1X PCR buffer (200 mMTris-HCl pH 8.4, 50 

mMKCl)]. The reaction consisted of an initial denaturation at 95 ° C for 3 minutes followed by 30 cycles of 

denaturation at 95 ° C for 30 seconds, annealing at 44 ° C for 1 minute, and extension at 72 ° C for 1 minute and 10 

seconds, with a final extension at 72 ° C for 7 minutes. The amplified products were subjected to 2% agarose gel 

electrophoresis at 10 V for 4 hours, stained with Red ™ (Biotium®), followed by capture of images in ChemiDocTm + 

XRS system (Bio-Rad) with software Image LabTm aid (bio-Rad). The molecular weight marker used was Ladder 

100pb (GeneRuler 100pb DNA Ladder, Thermo Scientific). Cryptococcus gatii WM179 (VGI- serotype B) was used as 

a control sample reference. 

The interpretation of the results of the RAPD analysis was based on the presence or absence of amplicons 

resulting from amplification with the five selected primers. The genetic diversity of strains was calculated based on the 

DICE coefficient, and dendrograms were obtained by the UPGMA method using BioNumerics software (version 7.10). 

 

RESULTS 
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The analysis of amplification profiles using the five initiators allowed evaluation of the genetic diversity of the 

seven isolates of C. lamprauges. Amplicons were observed from all isolates and ranged from 200 to 2,500 bp (Figure 

1). A total of 381 bands produced by 5 primers were observed (Table 3), primer P50 was more effective with 93 bands, 

and primer OPB7 was less effective with 58 bands (table 2). Of the total amplicons, 72 were absent in at least one of the 

isolates analyzed, and these were referred to as polymorphic (Table 3). The primer P50 had the highest number of 

polymorphic amplicons, while OPB7 and P51 had the lowest number.  

The genetic similarity between the isolates was 36%, and the dendrogram constructed from the analysis of 

band patterns obtained with the five primers allowed for differentiation of seven isolates into four groups (A, B, C and 

D) (Figure 2 ). 

Group A includes isolates 40315, 40316 and 40317 (87% similarity), all from the MT State (Figure 2). Group 

B, with two isolates (40319 and 40320, 87.3% similarity), also from the MT state, originated from animals affected only 

with the rhinofacial form of conidiobolomycosis. In group C, the isolate 40318 originating in Brasilia and D, the isolate 

M903/13, originated from Piauí, and both animals were affected with the rhinopharyngeal form (Figure 2). 

 

DISCUSSION  

In this study, it was possible to evaluate the genetic diversity of C. lamprauges isolates from three different 

Brazilian geographic areas using five different primers. Perez-Martinez et al. (2013), seeking to evaluate the genetic 

diversity of 11 isolates of C. coronatus with 13 oligonucleotides, found 48 polymorphic fragments with genetic 

variation between the isolates. These were grouped according to their origin: insect, organic compost, soil and human. 

Other studies assessed the intra and interspecies genetic variability of various organisms including fungi such as 

Paracoccidioides (Soares et al. 1995, Batista Junior et al. 2010), Malassezia, (Castella et al. 2005, Gandra et al. 2006, 

Duarte et al. 2009) and Cryptococcus
 
(Andrade-Silva et al. 2012, Pedroso et al. 2012).  

C. lamprauges isolates were separated into groups based on their geographical origin and isolates from 

MatoGrosso (group A and B) differed from other regions (C and D), reflecting diversity between each region. Similar 

results were observed from Paracoccidiodes brasiliensis (Hahn et al. 2003)
 
and Cryptococcus neoformans/gattii 

complexes that are distributed worldwide; however, the genotype VG IV (C. tetragattii) was described mainly in Africa 

(Chen et al. 2014, Hagen et al. 2015).  
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Rhinopharingeal conidiobolomycosis is more common and severe (Ubiali et al. 2013) compared to rhinofacial 

cases (group B). This difference could be associated with different genetic groups as described in Blastomyces 

dermatitidis (Meece et al. 2013), where humans infected with group 1 strains were more likely to have respiratory-only 

disease. Patients infected with group 2 strains were more likely to have disseminated disease. Paracoccidiodes 

brasiliensis/lutzii complex (Hahn et al. 2003) and Cryptococcus neoformans/gattii complex shows genetic diversity in 

populations associated with specific genotypes (Chen et al. 2014, Hagen et al. 2015). 

These results suggest that genetic variability is likely related to both the clinical form of the disease and 

geographic location of the isolates. 
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Table 1. Epidemiological and clinical characteristics of C. lamprauges isolates. 

Sample  INCQS Month/Age Origin Age Sex Race Clinical form 

  Rhinofacial Rhinopharyngeal 

M290/07 40316 06/2007 Nobres/MT 6 month Female Santa Inês  + 

M303/07 40317 06/2007 Nobres/MT 6 month Female Santa Inês  + 

M260/09 40315 05/2009 Poconé/MT NI NI NI  + 

M614/09 40319 10/2009 Poconé/MT 3 age Female Santa Inês +  

M446/10 40318 05/2010 Brasilia/DF Adult Female  NI  + 

M624/11 40320 04/2011 Barãode Melgaço/MT 3 age Male Bergamascia +  

M903/13 ND 09/2013 Teresina/Piauí 2 age Female Santa Inês  + 

NI = Unknown; ND= Not deposited in INCQ 
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Table 2 Number of amplicons obtained with five primers and the group classification of clinical isolates of 

C. lamprauges by RAPD. 

 

 

Sample 

 

 

Group 

 

Number ofamplicons 

 

M13 

 

OPB7 

 

P22 

 

P50 

 

P51 

 

40316 A 15 8 14 15 12 

40317 A 16 8 13 17 9 

40315 A 12 8 12 12 11 

40319 B 10 7 12 13 7 

40318 C 8 10 12 11 4 

40320 B 10 8 12 12 11 

903/13 D 8 9 14 13 8 

Total  79 58 89 93 62 
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Table 3. Sequences of primers used and the number of amplicons produced in the analysis of C. 

lamprauges isolates by RAPD technique. 

Oligonucleotide Sequence 5’-3’ Amplicons 

  Total Polymorphic 

M13 GAGGGTGGCGGTTCT 79 15 

OPB7 GGTGACGCAG 58 12 

P22 AATCGGGCTG 89 15 

P50 ACGGCGTATG 93 18 

P51 CATCCGTGCT 62 12 
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Fig. 1.RAPD profile of isolated C. lamprauges with oligonucleotide P50. M: marker; 1: positive control; 2 to 8 

(isolated C. lamprauges): 2: 40316; 3: 40317; 4: 40315; 5: 40319; 6: 40318; 7: 40320; and 8: 903/13. 
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Fig. 2.Dendrogram of genetic similarity of the seven isolates of C. lamprauges obtained by the UPGMA method 

using the Bio Numerics software with five oligonucleotides. The genetic diversity was calculated based on the 

DICE coefficient. Isolates marked with (*) originate from animals presenting the rhinofacial infection of 

conidiobolomycosis. 

 


