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RESUMO

A esporotricose € uma micose subcutanea, raramente sistémica, causada pelo
fungo dimorfico Sporothrix spp., recentemente classificado como um complexo
de varias espécies. No Brasil, nas epidemias de esporotricose com transmissao
zoonostica através de felinos, a espécie mais comumente isolada é S.
brasiliensis, embora também seja encontrada S. schenckii sensu sctricto. A
caracterizagao laboratorial do agente etiolégico habitualmente é feita somente
até a classificagdo de género, de acordo com suas caracteristicas fenotipicas
em diferentes graus de temperatura (37°C e 25°C). Os objetivos desta
pesquisa foram a caracterizagao fenotipica e filogenética dos isolados clinicos
de pacientes com esporotricose, confirmada pela cultura em Agar Sabouraud
Dextrose (ASD), no setor de microbiologia da Unidade Funcional de Patologia
Clinica do Hospital das Clinicas (HC) da UFMG, e sua correlagdo com os
dados clinicos de pacientes. Os dados dos pacientes foram revisados dos seus
respectivos prontuarios disponibilizados no HC. Foram coletados 49 isolados
de Sporothrix spp., entre os anos de 2017 e 2018, dos quais 30 estavam
viaveis para cultura e analise. Estas amostras foram coletadas de 26
pacientes. Os isolados foram repicados em ASD e a extracao de DNA realizada
de acordo com as técnicas moleculares tradicionais. A amplificacdo do gene
dos Espagadores Transcritos Internos (Internal Transcribed Spacers - ITS1,
5.8S e ITS2) foi feita pela técnica de PCR (reagdo em cadeia da polimerase).
Os amplicons do DNA foram sequenciados e depositados no NCBI (National
Center for Biotechnology Information). As analises filogenéticas foram
realizadas utilizando Maxima Verossimilhanga no software MEGA X. Os dados
coletados mostram que a forma clinica mais comum foi a linfocutanea (76,9%)
e que os membros superiores foram os mais afetados (57,7%). Os pacientes
infectados, em sua maioria, relataram contato com gatos com esporotricose
ativa (69,3%). Destes pacientes, 76,9% eram adultos no momento da infecgao.
As anadlises filogenéticas revelaram que ha outra espécie do complexo
Sporothrix circulante em Minas Gerais. Nossos dados mostram que S.
brasiliensis foi a espécie mais frequente, seguida por S. schenckii e S. globosa.
Nao foi encontrada relagao direta entre a forma clinica e a espécie infectante.
O maior numero de casos acometeu pacientes que tiveram contato com gatos
infectados. Sendo assim, estdo intimamente relacionados a transmisséo
zoonotica, sem preferéncia por sexo.

Palavras-chave: Esporotricose. Filogenética. Biologia Molecular.
Epidemiologia. Caracterizagao. Sporothrix spp.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis, rarely systemic, caused by a
complex of dimorphic fungi in the genus Sporothrix spp. In Brazil reports of
human epidemics of sporotrichosis involving feline zoonotic transmission is
common. The most frequent isolated species is S. brasiliensis, although S.
schenckii sensu sctricto has been also recorded. Laboratory characterization of
the etiological agent in culture is usually done at the genus level, according to
its phenotypic characteristics at 25°C and 37°C. The objectives of this research
were the characterization of the phenotypic and phylogenetical features of
clinical isolates of patients with sporotrichosis, confirmed by culture on
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) and its correlation with the patient’s clinical
data. The cultures were collected in the microbiology section of the Clinical
Pathology Unit at the “Hospital das Clinicas (HC) of “Universidade Federal de
Minas Gerais (UFMG)”, from patients diagnosed with active sporotrichosis.
Patient data were reviewed from their respective medical records available at
the HC. Between 2017 and 2018, 49 isolates of Sporothrix spp. were collected
of which only 30 were viable at the time of the analysis. The 30 isolates in this
study were collected from 26 patients. The isolates were cultured in ASD broth,
and their DNA extraction was performed according to traditional molecular
techniques. The amplification of the Internal Transcribed Spacers gene (ITS1,
5.8S and ITS2) using the universal primers ITS1 and ITS 4, was by PCR
(polymerase chain reaction) and their amplicons sequenced and then deposited
at the National Center for Biotechnology Information (NCBI). Phylogenetic
analyzes was performed using Maximum Likelihood in MEGA X software. The
data collected show that the common clinical manifestation of the disease was
the lymphocutaneous form (76.9%). The upper limbs (57.7%) were frequently
affected. Most of the infected patients reported contact with cats infected with
Sporothrix spp. (69.3%). 76.9% of patients were adults at the time of infection.
Gender preference was not observed. Our phylogenetic analyzes revealed that
there were several Sporothrix species circulating in Minas Gerais. The data
showed S. brasiliensis as the most frequent species, followed by S. schenckii
and S. globosa. There was not direct relationship between the clinical form in
the investigated patients and the infecting species. In this study most human
cases were in contact with infected cats; thus, their cases were considered
putatively related to zoonotic transmission.

Keywords: Sporotrichosis. Phylogenetics. Molecular Biology. Epidemiology.
Characterization. Sporothrix spp..
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1. INTRODUGAO

A esporotricose € uma micose subcutanea, raramente sistémica,
subaguda ou cronica, causada por espécies do fungo dimoérfico do género
Sporothrix. A esporotricose foi descrita pela primeira vez em 1898 por Benjamin
Schenck, um estudante de medicina americano, que isolou em cultivo puro o
agente etiolégico da doenga de um paciente atendido nos servigos de saude da
cidade de Baltimore, EUA (SCHENCK, 1898). O género Sporothrix € um fungo
que possui 51 taxons divididos em dois grupos: o clado contendo isolamentos
clinicos e o clado englobando isolamentos ambientais. O género Sporothrix tem
distribuicdo global, com maior prevaléncia nas regides temperadas e
subtropicais (ZHOU et al., 2014; de BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016).

As espécies do género Sporothrix sao fungos hialinos, dimorficos, que a
25°C produzem hifas e conidiéforos indiferenciados com microconidios
dispostos em forma de margarida, e a 37°C crescem em formato de leveduras,
algumas multigemantes, ovaladas e com formato de charuto (HOWARD, 1961).
Na natureza o fungo vive em material organico, principalmente em
decomposicao, e plantas. A inoculagdo nos individuos suscetiveis € por via
traumatica. Quatro sdo as principais espécies do clado clinico causadoras de
infeccdo em humanos: S. schenckii, S. brasiliensis, S. globosa e S. luriei. Antes
de 2007 somente S. schenckii era reconhecida como o agente etiolégico da
esporotricose, mas a partir de 2007 esta espécie foi subdividida nas quatro
espécies filogenéticas citadas anteriormente. Entre elas, a S. luriei € mais rara.
Os relatos mostram que S. schenckii é mais comum nas Américas, Africa e
Australia; S. brasiliensis é restrita ao Brasil e América Latina e S. globosa é
mais comum na Asia (MARIMON et al., 2006; ZHOU et al., 2014; ZHANG et al.,
2015; de BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016).

Porém, casos de esporotricose ja haviam sido diagnosticados em
animais, especialmente em gatos, ao longo do século XX em diversas partes
do planeta. Epidemias zoondticas ocorrem em diversos estados do Brasil,
transmitida basicamente por felinos e com cerca de 90% dos casos causados
por S. brasiliensis (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015; GREMIAO et al.,
2017). Casos de zoonose causados por S. globosa ainda ndo foram
identificados (SONG et al.,, 2013; RODRIGUES et al., 2013; ZHANG et al.,
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2015). A doenga anteriormente era considerada ocupacional, na qual
profissionais que trabalham com matéria organica eram os mais afetados
(RIPPON, 1988; ENGLE; DESIR; BERNSTEIN, 2007), mas a transmissao por
gatos infectados com S. brasiliensis tem sido mais frequente, sobretudo no
Brasil, onde ha uma epidemia em curso, com aumento de mais de 5.000 casos
registrados desde o fim da década de 1990 até meados da década de 2010
(GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015).

As manifestacbes clinicas da doenca se dividem em cutaneas e
extracutaneas, sendo as Ultimas mais incomuns. A principal forma é a
linfocutédnea, que causa o cancro inicial de inoculagdo e edema linfonodal dos
linfonodos mais proximos a lesdo. Na epidemia brasileira, diversos casos que
eram considerados mais atipicos, como acometimento das mucosas, se
tornaram mais comuns (LACAZ et al., 2002; LOPES-BEZERRA et al., 2006;
ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009).

A doencga faz diagnostico diferencial com diversas outras doencas,
principalmente com a leishmaniose tegumentar americana. O diagndstico
laboratorial € demorado, sendo a cultura em agar Sabouraud o padrao ouro.
Existem outros métodos convencionais para testar, como testes soroldgicos,
histopatolégicos e exame direto, embora ainda ndo tdo eficazes quanto o
isolamento em cultura. Todos eles informam apenas o género envolvido. A
melhor forma de identificacdo da espécie envolvida na infecgao € utilizando das
técnicas moleculares, principalmente o sequenciamento de DNA (REISS et al.,
2000; STEVENS, 2002; OLIVEIRA et al., 2011; BARROS; ALMEIDA-PAES;
SCHUBACH, 2011; OTTONOLLI et al., 2014; ZHOU et al., 2014; CAMACHO et
al., 2015; de BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016).
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2. JUSTIFICATIVA

Baseados na epidemia de esporotricose que o Brasil esta vivendo e a falta de
informagdes sobre os agentes etiologicos de esporotricose envolvidos na
mesma, este trabalho se propde a investigar quais sao as espécies de
Sporothrix mais frequentemente envolvidas nas infecgdes humanas e quais
suas caracteristicas epidemioldogicas em Belo Horizonte e Regido

Metropolitana.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral deste trabalho foi identificar filogeneticamente isolamentos de
Sporothrix spp. isolados de casos clinicos de esporotricose humana coletados
no Hospital das Clinicas da UFMG.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar fenotipicamente os isolamentos de Sporothrix spp. isolados
de humanos;

e Correlacionar as caracteristicas fenotipicas dos isolamentos estudados
com as caracteristicas filogenéticas e manifestagdes clinicas;

e Levantar dados epidemioldgicos sobre a esporotricose na Regiao

Metropolitana de Belo Horizonte.
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4, REVISAO DA LITERATURA

4.1 A Esporotricose e sua atual importancia

A esporotricose é uma infecgdo subaguda ou cronica, causada por espécies
do complexo dimérfico Sporothrix spp., descrita pela primeira vez em 1898 por
Benjamin R. Schenck, estudante de medicina na cidade de Baltimore — Estados
Unidos da América (EUA) (SCHENCK, 1898). Benjamin Schenck isolou o
agente etiolégico em 1896 do abscesso de um paciente do sexo masculino de
36 anos, que apresentava lesbes na mao e no brago direito. Este agente
etioloégico foi estudado pelo micologista Erwin Smith, que concluiu que o fungo
pertencia ao género Sporotrichum (SCHENCK, 1898). Ja em 1900, Hektoen e
Perkins descreveram o segundo caso de esporotricose, na cidade de Chicago
— EUA (HEKTOEN e PERKINS, 1900). Baseados em suas caracteristicas
fenotipicas, eles deram ao agente etiologico a denominagdo de Sporothrix
schenckii (HEKTOEN e PERKINS, 1900).

Sporothrix spp. € um fungo eucarioto heterotrofico, que apresenta quitina na
sua parede celular. Em 1999, Guarro et al. realizaram uma revisdo de
taxonomia fungica e este fungo foi caracterizado a partir de entdo na diviséo
Ascomycota, classe Pyrenomycetes, ordem Ophiostomatales e familia
Ophiostomataceae, o0 que até entdo era incluido na divisdo Eumycota,
subdivisdo Deuteromycotina, classe Hyphomycetes, ordem Monoliales e familia
Moniliaceae (LACAZ et al., 1998; GUARRO et al., 1999).

Por muito tempo se pensou que o agente etiolégico da esporotricose era
uma unica espécie que apresentava uma grande diversidade de viruléncia, de
aspectos clinicos e de rotas de infecgao (TRAVASSOS e LLOYD, 1980; de
LIMA et al., 2003). No entanto, andlises filogenéticas e moleculares mostraram
que diversas espécies irmas estao envolvidas, o que foi confirmado por outros
autores que fizeram as analises aplicando regides génicas adicionais
(MARIMON et al., 2006; MARIMON et al., 2007; CRISEO e ROMEO, 2010;
MADRID et al., 2010; RODRIGUES et al., 2014a; RODRIGUES et al., 2014b).
Hoje em dia, sabe-se que existem 51 taxons de Sporothrix, sendo que cinco
deles possuem relevancia clinica/patogénica em humanos: S. brasiliensis, S.
schenckii, S. globosa, S. luriei € S. mexicana, sendo as quatro primeiras as
mais reportadas (MARIMON et al., 2006; ZHOU et al.,, 2014; de BEER;
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DUONG; WINGFIELD, 2016). Os fungos causadores desta infecgdo, na
natureza, vivem em matéria organica viva ou em decomposigado, excretas de
animais, no solo e em plantas.

Sporothrix apresenta um termodimorfismo que consiste em manifestar uma
morfologia filamentosa a temperatura ambiente (25°C) na natureza ou in vitro
(cultivo) e outra morfologia leveduriforme a temperatura de 35°C a 37°C, nos
hospedeiros mamiferos ou in vitro (cultivo). A temperatura ambiente ele cresce
apresentando forma micelial (filamentosa, fase saprofitica), com hifas e
conidiéforos indiferenciados contendo microconidios em forma de margarida.
Ja a 37°C ele cresce na forma leveduriforme (fase parasitaria). Essas
caracteristicas conferiram ao Sporothrix a capacidade de adaptacao
morfolégica importante, uma vez que ele consegue viver bem no meio
ambiente (saprofitico) com hifas e também consegue infectar os mamiferos
mudando para uma forma leveduriforme (HOWARD, 1961).

A esporotricose tem distribuicdo global, € prevalente em areas tropicais e
subtropicais e normalmente acontece em surtos de uma unica fonte de
infeccdo, sendo a unica doenga causada por um agente dimorfico na qual a via
aérea superior ndo € a principal via de infeccdo, como é o caso de infecgdes
causadas por Paracoccidioides brasiliensis, Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatitidis e Penicillium marneffei (CHAKRABARTI et al., 2014;
TEIXEIRA et al., 2014; LOPES-BEZERRA et al., 2017). A Franga teve um surto
de esporotricose no inicio dos anos 1900, com mais de 200 pessoas infectadas
(BEURMANN e GOUGEROT, 1912). A Africa do Sul também teve um
emblematico surto na década de 1940, no qual 3.154 mineiros foram infectados
com fungos que estavam em madeiras nao tratadas usadas para escorar as
minas onde trabalhavam (HELM e BERMAN, 1947). No final da década de
1980, os EUA tiveram um surto com 84 pessoas infectadas (Centers for
Disease Control and Prevention, 1988). Embora casos de esporotricose em
gatos tenham sido reportados no Brasil desde 1997, o surto mais recente e
mais relevante registrado acontece no estado do Rio de Janeiro e vem se
alastrando para as demais regides do pais. A infecgdo envolveu mais de 4.000
pacientes e 4.000 gatos, registrados em um unico centro de referéncia para
doencas infecciosas. Nos demais estados, a esporotricose ainda ndo € uma
doenca de notificagdo compulséria, embora seja considerada epidémica, e isso
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dificulta conhecer a real prevaléncia da doenga no pais (SILVA et al., 2012;
GREMIAO et al., 2017).

4.2 Eco-epidemiologia

Uma vez que a esporotricose €, na maioria das vezes, uma doencga benigna
€ na maior parte dos paises ndo é de notificagdo compulséria, ha pouca
informacao a respeito da sua incidéncia. A infecgao tradicionalmente ocorre por
inoculagdo traumatica do fungo na pele e ficou conhecida por muito tempo
como “doenga do jardineiro”, pois afetava especialmente individuos envolvidos
com o cultivo de rosas (ENGLE; DESIR; BERNSTEIN, 2007). Outras atividades
ocupacionais e de lazer também foram associadas a transmissao da doenga,
pela maior exposicdo ao agente etioldgico, como floricultura, horticultura,
jardinagem, pesca, caga, mineragdo e outras (RIPPON, 1988). Material
organico no solo em decomposi¢cao € fundamental para o desenvolvimento de
micélio. O fungo cresce em solo cheio de celulose, com uma faixa de pH de 3,5
a 9,4, temperatura de 31°C e umidade minima de 92% (KWON-CHUNG e
BENNET, 1992; NORIEGA et al., 1993).

Existem relatos de transmissdo por mordidas ou arranhaduras de gatos,
esquilos e até insetos. Em 1907, no Brasil, o primeiro caso de infeccdo animal
de forma natural foi descrito por Lutz e Splendore, observado em ratos marrons
(Rattus norvegicus) e foi levantada a possibilidade de infeccdo em humanos
serem causadas por mordidas desses ratos (LUTZ e SPLENDORE, 1907;
PUPO, 1917). A cacga de tatus tem sido relacionada a casos da doencga,
principalmente no Uruguai e nas regides sul e sudeste do Brasil (CONTI-DIAZ,
1989; ALVES et al., 2010). No entanto, os felinos tém ganhado um papel de
destaque na transmissao da doenga desde a década de 1980 (READ e
SPERLING, 1982) e, embora tenha ocorrido alguns registros em diversas
regides do mundo sobre o mesmo tipo de transmissao, colocando donos de
gatos e veterinarios como um novo grupo de risco (HIRANO et al., 2006;
YEGNESWARAN et al., 2009), a transmissao zoonoética por esses animais
atingiu sua primeira epidemia no Brasil na década passada. De 1998 atée 2014,
4.073 gatos foram diagnosticados com esporotricose na Fundagdo Oswaldo
Cruz (Fiocruz) do Rio de Janeiro (GREMIAO et al., 2017) e de 1997 até 2011
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foram reportados 4.188 casos em humanos pela mesma instituicdo (SILVA et
al., 2012). O numero de casos até 2015 ja havia ultrapassado os 5.000
(GUTIERREZ-GALHARDO et al.,, 2015) somente no Instituto de Doencas
Infecciosas Evandro Chagas (IPEC-Fiocruz). Este georreferenciamento de
casos na Regiao Metropolitana da cidade do Rio de Janeiro criou o chamado
Cinturdo da Esporotricose, localizado em uma regido onde os servigos de
saude s&o escassos e 0s habitantes sdo de contexto socioeconémico baixo
(SILVA et al.,, 2012), fazendo desta micose uma doenga de notificagcao
compulséria no estado do Rio de Janeiro. Além disso, essas caracteristicas
fizeram desta epidemia a maior por transmissdo zoondtica ja registrada no
mundo (BARROS et al., 2010). Ocorreu uma expansao geografica da infec¢ao
no pais para diversos estados (Figura 01) sendo incluidos também como areas
endémicas os estados do Espirito Santo, Minas Gerais, Parana, Santa
Catarina, Sao Paulo e Rio Grande do Sul (GREMIAO et al., 2017). Isso
significa que as regides Sudeste e Sul do pais sdo consideradas, em sua

totalidade, areas endémicas para esporotricose.

Figura 01 — Mapa do Brasil indicando a distribuigéo dos casos de esporotricose pelo pais. Os
estados pintados de cinza sao aqueles onde ja foram desenvolvidos estudos epidemiologicos
moleculares, enquanto que aqueles marcados com asterisco sdo os estados onde existem
casos de esporotricose relatados na literatura.
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Fonte: Gutierrez-Galhardo et al., 2015.
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Mesmo sendo descrita nos cinco continentes, a esporotricose tem elevada
prevaléncia em zonas tropicais e temperadas. As principais areas de
endemicidade estdo no Brasil (GREMIAO et al., 2017), China (ZHANG et al.,
2014), india (MEHTA et al., 2007), Japao (TAKENAKA, SATO e NISHIMOTO,
2009), México (MACOTELA-RUIZ e NOCHEBUENA-RAMOS, 2006), Peru
(KOVARIK, NEYRA e BUSTAMANTE, 2008) e Uruguai (CONTI-DIAZ, 1989;
CIVILA et al., 2004). A doenga € menos prevalente na Europa, excetuando o
unico surto que aconteceu na Franga de 1906 a 1911 afetando cerca de 200
pessoas (BEUMANN e GOUGEROT, 1912). Porém, logo depois da primeira
grande guerra (1914 — 1918) nada mais foi relatado neste pais e a doencga
permaneceu rara em todo o continente.

A subdivisdo do taxon Sporothrix schenckii sensu lato em 4 subdivisdes
ocorreu somente em 2006 (MARIMON et al., 2006) e antes da epidemia que é
observada atualmente no Brasil, quase todos os casos publicados relatavam o
agente etiolégico como Sporothrix schenckii. No entanto, sabe-se hoje que ha
outras espécies com importancia clinica, como S. brasiliensis, S. globosa e
outras. Essas espécies sao geneticamente proximas entre si e os surtos de
esporotricose se diferem um do outro pela espécie envolvida. Esta forma de
prevaléncia em surtos faz do Sporothrix spp. um fungo incomum dentro do
reino dos fungos (LOPES-BEZERRA et al.,, 2017). Segundo Zhang et al.
(2015), as espécies mais prevalentes por continente sao: S. globosa (99,3%)
na Asia, S. schenckii (94%) na Australia e sul da Africa, S. brasiliensis (88%) no
sudeste da América do Sul (Brasil) e S. schenckii (89%) no oeste da América
do Sul e nas Américas Central e do Norte. A figura 02 mostra a distribuicdo
global destas trés espécies. Sporothrix luriei é rara e foi descrita de um isolado
clinico humano na Africa do Sul, uma da Itdlia e um da india e de um caso
canino no Brasil (AJELLO e KAPLAN, 1969; ALBERICI et al., 1989; PADHYE et
al., 1992; OLIVEIRA et al., 2011). Estes dados sugerem uma relagao entre a
distribuicao geografica e os gendtipos das espécies causadoras de infeccdo em
humanos. As espécies S. schenckii e S. brasiliensis estdo relacionadas a
transmissao por animais e sdo mais virulentas em modelos animais, enquanto
S. globosa s6 tem sido relatada em transmissdes a partir de material organico
(ZHANG et al., 2015).
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A esporotricose afeta os dois géneros e todas as idades. Diferencas
normalmente sao encontradas quando relacionadas a ocupagao e a exposi¢cao
ao fungo. No sudeste do Brasil, por exemplo, foi observada uma prevaléncia
maior em homens acima de 40 anos que estavam envolvidos em agricultura,
bem como outras atividades de risco. Ja no estado do Rio de Janeiro houve
predominancia de mulheres acima de 40 anos envolvidas em trabalhos
domésticos e o cuidado de gatos com a doenga, além de criangas e idosos, por
também fazerem parte de grupos que tém bastante contato com gatos
(BARROS et al., 2008; SCHUBACH et al., 2008; ALVES et al., 2010; BARROS
et al., 2011). Ja nos paises asiaticos, onde ha prevaléncia de S. globosa, é
observada uma preponderancia de pacientes do sexo feminino (ZHANG et al.,
2015).

hospedeiro, patégeno e o ambiente tem efeito estrutural na diversidade,

Lopes-Bezerra et al. (2017) sugerem que uma interacdo entre

frequéncia e distribuicdo das espécies de Sporothrix.

Figura 02 — Distribuigdo global das trés espécies de Sporothrix mais comuns e importantes
clinicamente. A figura mostra a distribuicdo de S. brasiliensis (restrita ao Brasil), S. schenckii
clado lla e clado lIb (mais prevalente nas américas) e de S. globosa (predominante na Asia).
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4.3 Como e por que os felinos se tornaram vetores

Quando, em 1907, Lutz e Splendore descreveram a infeccdo em ratos
marrons (Rattus norvegicus) foi levantada a hipotese de que a esporotricose
pudesse ser adquirida por ingestdo. Esta hipotese também foi proposta por
outros autores muito tempo depois (al-TAWFIQ e WOOLS, 1998). Isso pode
representar a inclusdo de gatos como hospedeiros de S. brasiliensis, uma vez
que o gato € o principal predador dos ratos. Além disso, a mudancga no perfil da
doenca também pode ser parcialmente explicada por fatores ambientais,
crescente urbanizagcdo e melhora do diagndstico, com melhor treinamento de
profissionais da saude a respeito desta micose. Hoje, os gatos ganharam
destaque e lugar como animais domésticos e, sabe-se que a sua saliva possui
um ambiente favoravel para as espécies de Sporothrix, com pH entre 7,5 e 8,0,
sendo assim 6tima para a conversdo da forma micelial para leveduriforme.
Ademais, as condi¢cdes da saliva felina a temperatura corporal destes animais
(que varia de 37,7°C a 39,1°C) também ¢é um fator estimulante para a
conversao de Sporothrix a sua fase leveduriforme. Embora possa haver
anticorpos na saliva, sdo esperadas colonizagcbes de repeticdo, uma vez que
existem indicagdes de que o agente se adaptou bem as condi¢gdes da saliva ja
citadas (GREMIAO et al., 2017).

Algumas outras caracteristicas dos gatos sdo importantes fatores que
podem ter facilitado a dispersdo do fungo, principalmente na epidemia que
observamos no Brasil. Haja vista a hipotese de que gatos se contaminaram
primeiramente pela saliva, o ato de se lamber fez com que tenha sido possivel
a transmissao de Sporothrix para suas patas. Entdo, a mobilidade e garras dos
gatos os fizeram capazes de transmitir o fungo, tanto para outros gatos durante
brincadeiras ou brigas, quanto para os seres humanos através de mordidas e
arranhdes. Também devido ao ato de se lamber e por pegar propagulos dos
fungos ao andar em solo contaminado, eles podem transmitir facilmente esses
propagulos das patas para a boca (GREMIAO et al., 2017).

Segundo Lopes-Bezerra et al. (2017), todas essas caracteristicas levam a
crer que, assim como aconteceu nas espécies que tem as plantas como
hospedeiro, as espécies que tém o animal como hospedeiro também devem

variar e, possivelmente, os animais promovem condi¢cbes similares aquelas
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existentes em material fermentado de plantas em decomposi¢do. Dados
filogenéticos apontam uma recente troca de habitat de S. brasiliensis de planta
para gato. Levando em consideragdo tudo o que foi descrito até aqui, o que
provavelmente ocorreu no sudeste do Brasil foi a troca de habitat de planta
para rato e do rato para gato (RODRIGUES et al., 2014). A figura 03 mostra a
distribuicdo global e o numero de casos de esporotricose, nos quais os felinos

estao envolvidos na transmissao.

Figura 03 — Casos de esporotricose causados por contato com felinos ao redor do mundo. A
transmissao zoondtica é reportada desde o século XX, mas era relatada raramente e em casos
isolados, porém, a partir do fim do século o sudeste brasileiro passou a registrar um ndmero
crescente de casos. A imagem mostra os principais relatos de transmissédo zoonética por gatos
de 1952 a 2016.
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4.4 Manifestagoes clinicas

Assim como todas as infecgdes, as manifestacdes clinicas da esporotricose
podem variar de acordo com o estado do sistema imunoldgico do hospedeiro, a
quantidade e profundidade de parasita inoculada, a patogenicidade e a
termotolerancia da cepal/espécie. A classificacdo classica das formas clinicas
se divide em cutédnea (com variantes linfocutanea, cutanea fixa e cutanea-
disseminada) e extracutdnea (osteoarticular, pulmonar e disseminada),

dependendo da localizacdo das lesdes, sendo a forma cutanea a mais comum



26

(ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009). Porém, apds a epidemia zoonética no
Rio de Janeiro, Lopes-Bezerra et al. (2006) propuseram uma nova
classificagdo, uma vez que novas manifestacdes clinicas, até entdo incomuns,
foram identificadas. Essa nova classificagdo compreende as seguintes formas:
cutdnea (linfocutanea, cutanea fixa e disseminada), mucosa (ocular, nasal,
outras), extracutanea (pulmonar, osteoarticular, meningeal e generalizada),
residual, e formas especiais (regressdo espontdnea e hipersensibilidade).
Neste trabalho focaremos na classificagao classica.

A forma cutdnea compreende trés principais variantes: cutanea fixa,
linfocutanea e cutdnea disseminada. A forma mucoide também pode ser
considerada uma variante da forma cutadnea. Na forma cutanea fixa, a infeccéo
acontece por um trauma com a perda da integridade da epiderme, com
inoculagao da carga fungica (microconidios ou hifas). Apds a penetragao por
trauma, o fungo, estimulado pela temperatura do hospedeiro mamifero,
converte-se para a forma leveduriforme — ou, como no caso da mordida de
gato, a inoculagao pode se dar na forma de levedura - causando lesdes papulo-
nodulares no local da inoculagdo. Esse tipo de lesdo pode ser observado de
duas a quatro semanas apos a inoculagao inicial. (BARROS; ALMEIDA-PAES;
SCHUBACH, 2011; OROFINO-COSTA et al., 2017). Membros superiores sé&o
afetados em 45 a 53% dos casos, a face em 14 a 21% e os membros inferiores
em 18 a 23% dos casos. As células leveduriformes do agente podem
permanecer no tecido subcutaneo ou podem se disseminar através dos vasos
linfaticos adjacentes. Quando permanecem somente no tecido subcutédneo é
caracterizada a variante cutanea fixa, que € representada por lesao
exclusivamente no sitio de inoculacdo. A lesdo pode ulcerar e eventualmente
fistulizar drenando liquido sanguino-purulento, chamada assim de cancro de
inoculagdo. Nesta forma ndo ha disseminagcdo linfatica. A patologia
macroscopica deste tipo de lesdo pode ser vegetativa, verrucosa, placa
infiltrada ou tuberosa. Essas variantes representam cerca de 20-30% dos
casos e alguns autores relatam que esta é a principal manifestagao clinica em
criangas (LACAZ et al., 2002; TLOUGAN et al., 2009; BARROS; ALMEIDA-
PAES; SCHUBACH, 2011; NEGRINI et al., 2013).

A variante linfocutanea representa cerca de 75-80% dos casos (LOPES-
BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006; BONIFAZ et al., 2007; RAMOS-E-
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SILVA et al., 2007), com a presenga do cancro inicial de inoculagdo e também
formas nodulares que seguem o trajeto dos vasos linfaticos proximos ao sitio
de inoculagdo. Esses nodulos também podem ulcerar, fistulizar e curar.
Envolvimento de linfonodo ou sinais sistémicos €& incomum (BARROS,
ALMEIDA-PAES e SCHUBACH, 2011; NEGRINI et al.,, 2013; OROFINO-
COSTA et al., 2018). A variante cutaneo-disseminada é caracterizada por
multiplas lesées na pele, multifocal no tegumento, sem invasdo sistémica,
surgindo todas ao mesmo tempo em tecidos ndo contiguos. Pode haver lesdes
iguais as das variantes linfocutdnea e cutanea fixa ao mesmo tempo.
Normalmente os pacientes que apresentam essa forma sdo imunocompetentes
e relatam multiplos traumas, seja por brincar com gato ou por tentar trata-lo.
Antes da epidemia zoonotica no Brasil, esta forma era rara e mais associada a
pacientes imunossuprimidos, com disseminagdo por via hematogénica
(CARVALHO et al., 2002; STALKUP, BELL e ROSEN, 2002; BARROS et al.,
2003; OROFINO-COSTA et al., 2018).

As mucosas também podem ser afetadas pelas espécies de Sporothrix. No
entanto, a mucosa ocular € mais comumente envolvida e sdo frequentemente
acompanhadas por inflamagdo dos linfonodos pré-auriculares e
submandibulares, sendo que a afecgao simultdnea da mucosa e do linfonodo
pré-auricular ndo € incomum e é uma das causas da sindrome de Parinaud. A
mucosa nasal € frequentemente acometida (HAMPTON, ADESINA e
CHODOSH, 2002; SCHUBACH et al., 2005; FERREIRA et al., 2014).

A forma extracutanea € mais dificil de diagnosticar e pode afetar qualquer
orgao, principalmente pele e tecido Osseo. A variante osteoarticular
normalmente aparece como monoartrite, associada ou n&o com lesdes
cutaneas, em pacientes imunocompetentes. Ja em  pacientes
imunossuprimidos  apresenta-se mais comumente como  poliartrite
(APPENZELLER et al., 2006; COSTA et al., 2008; RIBEIRO et al., 2015). Como
a forma extracutanea pode atingir qualquer 6rgao, os sintomas vao depender
do 6rgao acometido. No caso de lesdes pulmonares, a infeccdo se da por
inalacdo primaria dos conidios e é facilmente confundida com tuberculose.
Nestes casos, os l6bulos superiores sdao os mais afetados, apresentando
aspectos cavitarios, reticulonodular infiltrativos, ou até mesmo massas com

aspecto tumoral e fibrose. A esporotricose pulmonar também esta associada a
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doencga pulmonar obstrutiva crénica (DPOC). As formas extracutaneas podem,
entdo, ocorrer a partir da infeccdo por via aérea superior ou por terapéutica
inadequada ou inexistente nas formas cutaneas da doenga e, assim, por via
hematogénica (ENGLAND e HOCHHOLZER, 1987; PADHYE et al.,, 1992;
RAMIREZ; BYRD; ROY, 1998; SINGHAI et al., 2012; OROFINO-COSTA et al.,
2013). A forma extracutanea disseminada €& mais comum em pacientes
imunossuprimidos. A partir do surgimento da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS) nos anos 1980, esta forma passou a ser mais frequente.
Nesses pacientes, a esporotricose torna-se uma doenga do tipo oportunistica,
com envolvimento sistémico e espalhamento para as meninges. Além da AIDS,
outras condi¢des sdo comumente observadas em pacientes com a forma
extracutanea: diabetes, alcoolismo, doengas granulomatosas, cirrose,
transplantados renais, corticosteroides, uso de agentes imunossupressivos, ma
nutricdo e uso abusivo de drogas ilicitas (GULLBERG et al., 1987; GOTTLIEB
et al., 2003; HARDMAN et al., 2005; SILVA-VERGARA et al., 2005; CALLENS
et al., 2006; VILELA et al.,, 2007; FONSECA-REYES et al., 2007). Essas
observacgdes levam alguns autores a sugerir que a forma extracutanea da
esporotricose poderia ser considerada uma doenga oportunistica. Os pacientes
que apresentam essa forma da doenga podem desenvolver severas lesdes
Osseas, lesbes de pele e mucosas disseminadas, envolvimento de pulmao e
baco, assim como o neurotropismo observado em S. brasiliensis. Eles podem
progredir para uma forma séptica severa, com risco de morte (BEURMANN e
GOUGEROT, 1912; VILELA et al., 2007; FREITAS et al., 2012a; OROFINO-
COSTA et al., 2013; AUNG et al., 2015).

Apesar das caracteristicas clinicas tipicas da esporotricose, cura
espontanea foi observada em todas as formas da doenga. Em contraste,
outros pacientes desenvolvem formas clinicas de hipersensibilidade, como
eritema nodoso, eritema multiforme e sindrome de Sweet, devido a resposta
imunoldgica exacerbada e artrite reativa poliarticular e migratéria também pode
ocorrer (OROFINO-COSTA et al., 2010; FREITAS et al.,, 2012b; ZHANG e
PYLA, 2014).

A primeira escolha terapéutica para as formas cutdnea e linfocutdnea é o
itraconazol 200 a 400 mg/dia, seguido pela terbinafina e o iodeto de potassio
como tratamentos de segunda linha. Para meningite e doenca disseminada,
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anfotericina B lipidica € a melhor opgéo terapéutica. Aplicagao de utensilios
com temperaturas elevadas de 40°C a 50°C sobre lesdes cutaneas € a opgao
para mulheres gravidas e individuos que n&o toleram bem os tratamentos
antifungicos (KAUFMANN et al., 2007; de LIMA BARROS et al., 2011;
QUEIROZ-TELLES et al., 2011). Opc¢des preventivas sdo importantes para
evitar a transmissdo de esporotricose. Por exemplo, como a inoculacdo de
Sporothrix spp. é traumatica, € extremamente necessario que os profissionais
do campo, veterinarios e cuidadores e tutores de gatos utilizem equipamentos
de protecdo individual quando estiverem manipulando plantas ou gatos com
lesdes cutdneas. Enquanto estiverem nas suas funcgdes, os profissionais que
lidam com material organico ou com animais devem usar luvas e roupas com
mangas longas. O tratamento de animais doentes deve ser feito com cuidado,
evitando contato fisico até a cura completa das lesbes e mantendo os animais
em local isolado, sem contato com outros animais. A castragdo de gatos € uma
boa medida preventiva, devido a natureza desses animais de serem itinerantes
em busca de acasalamento, caca e de desbravar novos ambientes. Com essas
medidas pode-se reduzir em parte a chance de transmissao desta micose, mas
também se faz necessaria limpeza de casa e jardins, eliminando material
organico em decomposi¢ao e as possibilidades de propagulos do fungo estar
presentes em casa, trazidos de fora (BARROS et al., 2010). Acbes de saude
publica, como orientar a populagdo sobre a doenca e sobre os riscos de

manusear gatos de rua, também sao indispensaveis.

4.5 Diagnésticos diferenciais

Diante da diversidade de manifesta¢des clinicas da esporotricose similares
a outras doencas infecciosas e nao infecciosas, o diagnostico diferencial é da
maior importancia. Precisa ser diferenciado pela histéria, areas de
endemicidade (epidemiologia) e testes laboratoriais com as doencas listadas a
seqguir. O principal diagnostico diferencial da forma cutanea é a leishmaniose
tegumentar, principalmente na variante cutdnea fixa da esporotricose. Outras
doencas que comumente podem ser confundidas com esporotricose em todas
as formas sao: piodermite, doenga da arranhadura do gato, nocardiose

cutdnea, cromoblastomicose, sifilis, rosacea, granuloma anular, osteomielite,
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artrite reumatoide, tuberculose cutanea e pulmonar, sarcoidose, lupus vulgaris,
meningite e outras. Na variante linfocutanea deve ser diferenciado de outras
doengcas que apresentam linfangite nodular, particularmente as
micobacterioses (TOBIN e JIH, 2001; DINUBILE, 2008; BARROS, ALMEIDA-
PAES e SCHUBACH, 2011; OROFINO-COSTA et al., 2018).

4.6 Diagnéstico laboratorial

O diagnostico da esporotricose inclui a sua correlagdo clinica,
epidemiologica e laboratorial. No laboratério existem varias técnicas que
podem ser empregadas na pesquisa em casos suspeitos de esporotricose.
Estes incluem exame direto, cultura, histopatologia, teste da esporotriquina,
deteccao de anticorpos e técnicas moleculares, sendo que a cultura € o padréao
ouro (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011).

O exame direto, utilizando KOH (hidréxido de potassio) de 10 a 20%, de
espécimes coletados diretamente de lesbes é feito com o intuito de observar
células leveduriformes na forma de charuto com um ou mais brotamentos,
tipico da fase parasitaria de Sporothrix spp. As leveduras em forma de charuto
também podem ser observadas na coloragdo de Gram e com Giemsa. As
leveduras possuem de 2 a 6 ym de diametro e, em alguns casos sdo escassas,
sendo, portanto, muito dificeis de serem detectadas em amostras coletadas de
humanos. Quando as leveduras de Sporothrix spp. sdo observadas ao
microscopio, suas caracteristicas fenotipicas ndo sao Unicas para um
diagndstico de certeza de esporotricose. Isso ocorre, porque existem outros
agentes leveduriformes com caracteristicas morfoldégicas semelhantes,
incluindo Histoplasma capsulatum, Candida glabrata e outros que poderiam
gerar confusdo no diagnostico. Os brotamentos em forma de “charuto” ou de
“pino de boliche”, caracteristicos deste agente, nem sempre sdo encontrados
(LARONE, 2002).

Em amostras histopatolégicas também ¢é dificil observar células parasitarias
de Sporothrix spp. devido ao reduzido numero de leveduras nas lesbes em
humanos, mas o agente pode ser visto nesta técnica utilizando a coloragdo de
rotina de Hematoxilina e Eosina (HE). Outras coloragdes podem ser utilizadas

para melhorar a deteccéo fungica, como as colora¢des de prata metenamina
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(ou Gomori-Grocott, GMS) e o acido periédico de Schiff (PAS). Nesta ultima
coloragdo, células atipicas de Sporothrix podem aparecer esféricas e
circundadas por uma capsula, assemelhando-se a células de fungos do género
Cryptococcus (KWON-CHUNG e BENNET, 1992; LARONE, 2002; MORRIS-
JONES, 2002). Mesmo com a nao observagédo do fungo no tecido analisado
pela histopatologia, algumas alteragdes podem ser encontradas, tais como
presenga ou predominancia de granulomas epitelioidais, presenga de
granulomas de corpo estranho, predominancia de linfécitos, presenga ou
predominancia de necrose caseosa e predominancia de necrose fibrinoide e
fiborose (QUINTELLA et al.,, 2011). Em 1908, Splendore descreveu uma
substancia eosinofilica radiada (corpo asteroide) em tecidos de ratos
experimentalmente inoculados com Sporothrix sp. e sugeriu a espécie
Sporotrichum asteroides. Mais tarde, Hoeppli relatou um material eosinofilico
semelhante em volta de larva de Schistosoma. Embora a espécie S. asteroides
nao tenha sido aceita, outros autores, com base nas observacgdes preliminares
desses dois pesquisadores, introduziram a designagao Splendore/Hoeppli para
descrever esse fendbmeno. Estudos recentes mostraram que esse fenémeno
esta relacionado a resposta imune do tipo Th2, envolvendo eosindfilos, IgE e
antigenos secretados por diversos patégenos (incluindo Sporothrix spp.) tais
como varios fungos, bactérias e outros parasitas (VILELA e MENDOZA, 2018).
O fenbmeno de Splendore/Hoeppli aparece em cortes histopatolégicos como
um material eosinofilico homogéneo, refrativo, que irradia um material “club-
like” envolvendo completamente o patdégeno. Em casos de esporotricose esse
fenbmeno também é conhecido como “corpo asteroide”, e é esporadicamente
observado em segdes histopatoldgicas de pacientes com a doenga (KWON-
CHUNG e BENNET, 1992; LARONE, 2002; GEZUELE e DA ROSA, 2005).

O teste cutdaneo da esporotriquina, utilizando imundégenos extraidos de
culturas puras de Sporothrix spp. € um exame utilizado mais em estudos
epidemiologicos. Este teste detecta a resposta imune celular ou
hipersensibilidade tardia em casos positivos de esporotricose. E positivo em
90% dos casos da doenca, mas devido a sua reacdo cruzada com outros
fungos pode também induzir falsos positivos (ITOH, OKAMOTO e KARIYA,
1986).
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Técnicas de precipitacdo e aglutinagao foram as primeiras técnicas de
deteccdo de anticorpos anti-Sporotrhrix spp. adotadas para o diagndstico
sorologico da esporotricose. Aglutinagdo em tubo e em latex tém sido utilizadas
desde a década de 1970 com excelentes sensibilidade e especificidade, mas
sdo testes que falham em casos de esporotricose cutanea, e ndao permitem a
determinacdo do isotipo de imunoglobulina envolvida na resposta. O teste de
imunodifusdo normalmente ndo apresenta reagao cruzada com leishmaniose e
cromoblastomicose (KARLIN e NIELSEN, 1970; BLUMER et al., 1973;
CASSERONE et al.,, 1983; ALBORNOZ, VILLANUEVA e TORRES, 1984;
RIPPON, 1988). Ensaios imunoenzimaticos tém sido utilizados e testados para
o diagnostico sorolégico de esporotricose (BERNARDES-ENGEMANN et al.,
2005; ALMEIDA-PAES et al., 2007; ALMEIDA-PAES et al., 2012).

O isolamento e identificagdo do agente etiolégico em cultura norteia o
diagndstico definitivo da doenga, provendo a maior evidéncia para a infecgéo
por Sporothrix spp. O espécime clinico ou amostra deve ser semeado em Agar
Sabouraud Dextrose (ASD) com cloranfenicol ou gentamicina e em meio de
Mycosel (agar micobiético), com clicohexamida, para se fazer o isolamento de
Sporothrix spp. Depois de 2 a 5 dias de incubacdo a 25°C, col6nias
filamentosas hialinas comecam a crescer, de coloragcdo branca a creme e
depois de um tempo (15 a 20 dias) elas comegcam a escurecer, normalmente
nos centros das colénias, mas podem ser halos negros também, dependendo
dos nutrientes, das condigbes ambientais e do tipo de isolamento (KWONG-
CHUNG e BENNET, 1992; MORRIS-JONES, 2002). Microscopicamente s&o
observadas hifas hialinas septadas ramificadas e conidiéforos indiferenciados
produzindo microconidios hialinos, arredondados a ovais, piriformes,
arranjados em forma de buqué, aparentando margaridas (de HOOG, 1995;
MARIMON et al., 2007). O termodimorfismo das espécies de Sporothrix é
confirmado pela conversdo da forma miceliana (flamentosa) em forma
leveduriforme em agar Sabouraud ou BHI (infusao cérebro-coragao/brain-heart
infusion), depois de incubagéo a 37°C. A colbnia leveduriforme apresenta uma
superficie glabra lisa, algumas vezes rugosa (dependendo do tipo de
isolamento) de coloragao creme. Para confirmagao fenotipica, outros meios de
cultura podem ser utilizados, como agar de farinha de milho para definir a cor e

a forma dos microconidios. Microconidios ovoides sugerem S. brasiliensis,
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enquanto microconidios triangulares sao caracteristicos de S. schenckii
(MARIMON et al., 2007).

Como os métodos classicos utilizam ferramentas normalmente laboriosas,
demoradas e com resultados variaveis, que podem levar a identificacdo
incorreta do agente, novos métodos foram desenvolvidos para aumentar a
precisao dos testes soroldgicos e a classificagdo taxonémica de Sporothrix spp.
no diagnostico micolégico. O uso de ferramentas moleculares como PCR,
sequenciamento do DNA e o uso de software filogenético para a detecgao
molecular de Sporothrix spp. € hoje uma ferramenta utii que permite o
diagnostico rapido de esporotricose. O desenvolvimento de numerosos
marcadores genéticos para reconhecimento e identificacdo de espécimes
clinicos, além de ser valiosa ferramenta para os casos de culturas negativas,
devido a baixa carga fungica ou infecgdes secundarias nos pacientes, é
reproduzivel e preciso (REISS et al., 2000; STEVENS, 2002; OLIVEIRA et al.,
2011; OTTONOLLI et al., 2014; CAMACHO et al., 2015).

A identificacdo por PCR (reacdo em cadeia da polimerase/polymerase chain
reaction) e sequenciamento de DNA pode ser feita pela amplificacdo e
sequenciamento de operon ribossomal, incluindo as regides ITS. As regides de
gene ITS (espacadores transcritos internos/ Internal Transcribed Spacers -
ITS1, 5.8S e ITS2) operam como um marcador universal para a identificagao
de Sporothrix. As espécies de Sporothrix isoladas de animais e humanos sao
agrupadas em cinco clados: S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. luriei e
S. mexicana, como ja foi citado. As espécies ambientais de Sporothrix estao
localizadas filogeneticamente distantes. Outras técnicas moleculares também
foram utilizadas, como PCR-RFLP, PCR espécie-especifico, RCA e lonizagao e
dessorgao a laser assistida por matriz- tempo de vao (MALDI-TOF) (ZHOU et
al., 2014; de BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016).

As amostras deste trabalho foram caracterizadas pela sua morfologia em
cultura em agar Sabouraud e, mais precisamente, utilizando métodos

moleculares de PCR e sequenciamento de DNA, com analises filogenéticas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Amostragem

Para a realizacdo deste estudo, 49 isolamentos de Sporothrix, confirmados por
meio de cultura e microscopia em ASD, realizados na Unidade Funcional de
Patologia Clinica — Setor de Microbiologia do Hospital das Clinicas da UFMG
entre abril de 2017 e dezembro de 2018 foram repicados para novos meios de
cultura ASD e numerados de 01 a 49 (Quadro 01). Desses 49 isolamentos,
apenas 30 se mostraram viaveis para analises morfolégicas e de técnicas de
biologia molecular. Esses 30 isolamentos foram coletados a partir das amostras
clinicas de 26 pacientes diferentes. As amostras foram cultivadas e incubadas
a 25°C e a 37°C e posteriormente as demais analises foram realizadas. Os
dados clinicos dos pacientes foram coletados de seus respectivos prontuarios,
dentro do SAME do HC-UFMG, seguindo todas as regras éticas do Hospital. O
projeto de pesquisa foi aprovado pelos Comités de Etica do Hospital das
Clinicas da UFMG-EBSERH e pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFMG
(COEP-UFMG), sendo seu numero de registro CAAE: 93690418.4.0000.5149.

5.2 Coleta da amostra e cultivo em agar

Com auxilio de uma lamina de Bisturi Numero 15, removeu-se as crostas da
lesdo e logo em seguida lavou-se a lesao com soro fisioldgico. Posteriormente,
foi realizado um raspado no fundo granulomatoso da lesao utilizando o lado
oposto ao lado cortante da Iamina de bisturi. Com o auxilio de uma pinga foi
efetuado o plantio do material na Iamina de bisturi em agar Sabouraud com
cloranfenicol. A composi¢ao do agar Sauboraud foi: Dextrose - 20mg; Peptona
- 40mg; Agua destilada - 1litro; Cloranfenicol - 40mg/L.

Efetuou-se o plantio em dois tubos 18X180mm, incubando um a temperatura
ambiente por 15 dias e o outro a 37°C. Os cultivos foram observados de 5 a 10
dias em relagdo as suas caracteristicas macroscépicas, como topografia da
superficie da coldnia (plana, irregular, ondulado, etc), textura (leveduriforme,
glabra, granular, pulverulenta, algodonosa, etc), pigmentac&o (na superficie da

coldnia, reverso da col6nia e difusdo no meio).
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5.3 Microcultivo

Placas de Petri foram preparadas, contendo um vidro dobrado em V que serviu
de suporte para colocar uma lamina de vidro, algodao e laminula. Esterilizou-se
o conjunto em autoclave a 120°C por 30 minutos. Agar batata (Difco) foi
preparado em outra placa de Petri. Com auxilio de um bisturi cortou-se
retdngulos de 5mm deste agar e transferiu-se um destes, com uma alca
micoldgica, para a lamina de vidro na placa previamente esterilizada.
Fragmentos da colbnia do cultivo descrito no item 5.2 foram transferidos para
os quatro lados do retangulo de agar batata e, por fim, a laminula foi colocada
por cima, e agua estéril colocada sobre o algodao. A placa de Petri foi fechada
e incubada a 25°C por 5 a 10 dias. Ao final da incubagado removeu-se a lamina
de vidro e retirou-se a laminula. A laminula foi colocada sobre outra lamina
contendo uma gota de Azul de Lactofenol, e procedeu a visualizagédo
microscopica ao aumento de 10X a caracteristica do cultivo e ao aumento de
40X os detalhes do mesmo. A composicdo do Azul de Lactofenol foi: Cristais
de Fenol — 20 gramas (g); Acido latico - 20mL; Glicerina - 40mL; Azul de
Algodao — 0,5g; Agua destilada — 20mL.

5.4 Extragdo de DNA e PCR

Das 49 amostras obtidas pelo laboratério do HC-UFMG, 30 estavam viaveis e
foram inoculadas em garrafas de 250 mL contendo 100 mL de Caldo
Sabouraud Dextrose 2% e incubadas por 5 dias a 25°C em um agitador rotativo
a 150 rpm. Depois da incubagdo as culturas foram tratadas com merthiolate
(0,02% plv) e filtradas para coletar a massa celular de hifas. A massa celular de
hifas foi transferida para um gral na presenga de nitrogénio liquido. O DNA das
hifas rompidas foi tratado com dodecil sulfato de sédio e proteinase K e entao
incubado a 60°C por 1 hora e o seu DNA gendbmico extraido com fenol-
cloroférmio-alcool isoamilico segundo o protocolo de Sambrook e Russell
(2012). A PCR foi realizada com amplificagdo hot start das sequéncias
completas de ITS (ITS1, 5.8S e ITS2), utilizando primers universais ITS1 e
ITS4 (Gargas e DePries). Os parametros do ciclo de temperatura da PCR
foram: desnaturacéo inicial do DNA por 10 min a 95°C seguido por 40 ciclos de
desnaturacdo de DNA por 1 min a 95°C, anelamento por 1 min a 60°C e
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alongamento a 72°C por 2 min, concluido por um alongamento final de 2 min a
72°C. Os amplicons foram sequenciados utilizando quimica BigDye Terminator
em analisador genético ABI Prim 310 (Perkin-Elmer, Foster City, CA, EUA) e
posteriormente depositados no National Center for Biotechnology Information
(NCBI).

5.5 Anadlises filogenéticas

Para avaliar a identidade dos amplicons de ITS obtidos por PCR as
sequéncias do DNA dos isolados descritos no item anterior foram analisados
independentemente utilizando o software Basic Local Aligment Search Tool
(BLAST) disponivel no NCBI. As sequéncias de ITS foram também analisadas
em combinacdo com outras sequéncias ITS de Sporothrix disponiveis no NCBI
(GenBank). Trinta sequéncias produzidas neste estudo foram alinhadas com 56
sequéncias de Sporothrix spp. extraidas do GenBank utilizando o software
MUSCLE disponivel no MEGA X com configuracbes padrao seguida por
inspecao visual. Tragos (-) foram usados para notar dados de nucleotideos
faltantes.

A porcentagem de arvores replicadas nas quais o0s taxons associados se
agruparam no teste de bootstrap (1000 repeti¢cdes) € descrita (FELSENSTEIN
1985). A historia evolutiva foi inferida usando o método de Maxima
Verossimilhangca (MV) e o modelo Tamura-Nei (TAMURA e NEI, 1993). A
arvore com a maior verossimilhangca de log (-2564.25) é apresentada. A
porcentagem de arvores nas quais os taxons associados se agrupam é
mostrada ao lado dos ramos. A(s) arvore(s) inicial(is) para a pesquisa
heuristica foi obtida automaticamente aplicando os algoritmos Join-Join e
BioNJ a uma matriz de distancias em pares estimada usando a abordagem de
maxima verossimilhanga composta (MVC) e, em seguida, selecionando a
topologia com o valor superior de verossimilhanga de log. A arvore é
desenhada em escala, com os comprimentos dos ramos medidos no numero
de substituicdes por local. Esta analise envolveu 97 sequéncias nucleotidicas.
Havia um total de 558 posigcbes no conjunto de dados final. As analises
evolutivas foram realizadas no software MEGA X (KUMAR et al., 2018).
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6. RESULTADOS

Os dados sobre os pacientes e as amostras deste estudo estdo
resumidos no Quadro 01 a seguir:

Quadro 01 — Informagdes principais sobre as amostras e os pacientes que foram objetos deste estudo. Os
49 isolamentos de Sporothrix foram numerados de 01 a 49 e aqueles que foram viaveis para analises estao
com suas informagdes de prontuarios e respectivos numeros de identificagdo descritos neste quadro. Quatro
amostras estavam duplicadas (04 e 15; 05 e 31; 10 e 22; 12 e 38) sendo isolamentos diferentes de uma
mesma amostra clinica. As informagdes sdo: idade do paciente, forma clinica apresentada, sitio anatémico
das lesOes, cidade de domicilio do paciente, se ha relato de contato com felino doente, més e ano do
atendimento e o sexo do paciente. Legenda: LC: linfocutdnea; CF: cutanea-fixa; MID: membro inferior direito;
MSD: membro superior direito; MSE: membro superior esquerdo; BH: Belo Horizonte; F: feminino; M:
masculino; NR: ndo relatado.

Contato com

Numero Idade Forma clinica Sitio anatomico Cidade gato? Atendimento Sexo
01 23 LC MID BH sim mai./17 F
02 20 LC MSD BH sim set./17 F

04/15 @ 60 LC MSD Sao José da Lapa sim dez./17 F
05/31 56 LC MSE Diamantina NR jan./18 M
07 56 LC MSE BH sim mai./17 M
08 19 CF Coxa esquerda Betim NR mar./18 F
10/22 18 CF Joelho Esquerdo Curvelo nega set./17 M
11 NR NR NR NR NR NR M
12/38 34 Ocular olho Betim nega mar./18 F
13 31 LC Joelho Esquerdo BH sim jan./18 M
14 21 LC MSD Ibirité sim mai./17 M
16 38 LC MSE Betim sim jun./17 F
18 64 LC MSD Esmeraldas sim abr./18 F
20 24 LC MSD BH sim mai./17 F
23 33 LC MSD BH NR fev./18 F
24 48 LC MID BH sim abr./17 M
25 8 LC MSD Esmeraldas sim mar./18 F
26 71 LC MSE Betim sim jan./18 F
27 40 LC MSD BH sim nov./17 F
28 61 LC MSD Contagem sim out./17 M
30 88 NR NR Raposos NR ago./17 M
41 39 LC MSD BH sim mai./18 M
45 8 LC MSD Ribeirdo das Neves sim out./18 M
46 NR Ocular olho NR NR dez./18 M
a7 10 LC Nariz Betim sim set./18 M
49 2 LC Pré-Auricular BH sim out./18 M

As figuras com as colbénias e a micromorfologia de todos os 30
isolamentos podem ser vistas no Anexo A. Essas figuras estdo em ordem
crescente dos numeros da amostra e representam, da esquerda para a direita
e de cima para baixo: colénia filamentosa (a 25°C); colbénia leveduriforme
(37°C); micromorfologia filamentosa; e micromorfologia leveduriforme,

exemplificado pela Figura 04.
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Figura 04 — Exemplo das figuras presentes no Anexo A, que mostram as caracteristicas
dos cultivos. Da esquerda para a direita em cima: colénia filamentosa (a 25°C); colbnia
leveduriforme (37°C); da esquerda para a direita embaixo: micromorfologia filamentosa; e

micromorfologia leveduriforme.

SS01 — Sporothrix brasiliensis

As caracteristicas observadas nessas figuras estado resumidas no Quadro 02.

Quadro 02 — Descrigéo das caracteristicas fenotipicas e micromorfolégicas encontradas

nos cultivos de Sporothrix spp.. O quadro

apresenta as caracteristicas observadas nos

cultivos e nas laminas de micromorfologia do estudo, divididas de A a M e separadas por

crescimento filamentoso e leveduriforme.

FENOTIPICAS

MICROMORFOLOGIA

Crescimento

Filamentoso

A branca e lisa, com pouca ou
nenhuma pigmentagdo demacea

B = rugosa com abundante pigmentacao
demacea

C lisa, coloragdo branca-amarelada,
moderada pigmentacdo demacea

D rugosa, branca sem pigmentagao
demacea

E = crescimento moderado, rugoso e com
pigmentagdo demacea escassa

F = crescimento escasso, rugoso, branca,
com pigmentacdo demacea abundante

G = rugosa, branca-amarelada, escassa
pigmentagdo demacea na colbnia e
abundante pigmentacdo do meio de
cultura em volta da colbnia

J

microconidios em forma de margarida

Hifas finas hialinas septadas e

Crescimento Leveduriforme

H = crescimento abundante e homogéneo

K = presenca de leveduras em forma de
charuto

L = hifas ainda sdo presentes

| = crescimento moderado

M= numerosas células leveduriformes




Todas as culturas apresentaram o dimorfismo, observado tanto nas
culturas em agar
microcultivos (micromorfologia), embora algumas amostras ndo tenham se

transformado totalmente em células leveduriformes (SS005, SS008, SS011,

SS046)

O quadro 03 classifica cada amostra de acordo com suas
caracteristicas, seguindo o que se encontra no quadro 02, acrescentando as

informagdes de sitio anatdbmico, manifestagao clinica (Quadro 01) e espécie

encontrada (Figura 05).

Sabouraud
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(caracteristicas fenotipicas) quanto nos

Quadro 03 — Caracteristicas clinicas e morfologicas de cada isolado. Os 30 isolados estdo
caracterizados de acordo com os Quadros 01 e 02 e a espécie encontrada nas analises
filogenéticas (Figura 05).

PN Fenétipo Fenotipo Micromorfologia | Micromorfologia Sitio Forma Espécie
Filamentoso | Leveduriforme Filamentoso Leveduriforme | Anatémico | Clinica

01 A H J K MID LC S.brasiliensis
02 B H J K MSD LC S.brasiliensis
04 C H J K MSD LC | S.schenckii

05 B H J K MSE LC | S.brasiliensis
07 A H J K MSE LC | S.brasiliensis
08 C H J K es(;Z:f da CF S.brasiliensis
10 C | J K e:;’ue'e:O CF | S.schenckii

11 C H J K NR NR | s.prasiliensis
12 B H J K Olho LC | S.brasiliensis
13 C H J K e::j ::rz o LC S.brasiliensis
14 C H J K MSD LC | S.brasiliensis
15 B H J K MSD LC | S.brasiliensis
16 A H J K MSE LC | S.brasiliensis
18 E H J K MSD LC | S.brasiliensis
20 D H J K MSD LC | S.brasiliensis
22 A | J K e::j:‘;o CF | S.schenckii

23 E H J K MSD LC | S.brasiliensis
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24 A H J M MID LC | S.brasiliensis
26 B H J K MSE LC S.brasiliensis
27 A H J K MSD LC S.schenckii

28 C H J K MSD LC | S-brasiliensis
31 C H J K MSE LC | S.brasiliensis
38 B H J K Olho | ocular | s prasiliensis
41 C H J K MSD LC | S.brasiliensis
45 F H J K MSD LC S.brasiliensis
46 C H J L Olho ocular | s prasiliensis
47 C H J K Nariz LC | S.brasiliensis
49 B H J K Pré-auricular LC S.brasiliensis

Quando as sequéncias de DNA dos 30 isolados, apresentados no Quadro
01, foram interrogadas usando a analise BLAST, as sequéncias do DNA de
quatro isolados (SS004; SS010; SS022; SS027) apresentaram de 100% a
99.4% de identidade com as sequéncias do DNA de S. schenckii (KX5908442;
AY280494; AF484467; AB122048) disponiveis no NCBI. As sequéncias do
DNA de vinte e quatro Sporothrix sp. interrogadas no BLAST (SS001; SS002;
SS005; SS007; SS008; SS011-SS014; SS016; SS018; SS020;SS023; SS024;
SS026; SS028; SS031; SS038; SS041; SS045-SS047; SS049) mostraram de
100% a 99.25% de identidade com as sequéncias do DNA de S. brasiliensis
(KP890194; KP890193; KP890191; KP890181; KP890179; KC113211;
NR_147565; KF961126; KC113214; KF574442; KF961153; KX590832;
KF961125; EU126945; KF961152; KF961145; EU126940; KF961144;
KF574444; EU126942; KF961143; KF961142; EU126944; AB122038)
disponiveis no NCBI. As duas sequéncias de DNA restantes de Sporothrix sp.
interrogadas (SS025 e SS030) mostraram 100% de identidade com as
sequéncias do DNA de S. globosa (KF574456 e AB128007) disponiveis no
NCBI. Os 96 isolados utilizados na analise filogenética contém cinco clados
monofiléticos (Fig. 05) correspondentes a diferentes espécies de Sporothrix

que formam o complexo deste género. Com excegdo do ultimo grupo (outras
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espécies de Sporothrix), as sequéncias de DNA de Sporothrix spp. analisadas
neste estudo foram agrupadas em cinco clados monofiléticos com forte suporte
de bootstrap na analise de MV (Fig. 05). Todas as sequéncias podem ser
encontradas no Anexo B deste trabalho (pagina 76). Nesta analise, as
sequéncias de DNA de 24 dos 30 isolados pesquisados foram agrupadas com
varias sequéncias de DNA de S. brasiliensis disponiveis no NCBI (Centro
Nacional de Informacdes sobre Biotecnologia; https://www.ncbi.nim.nih.gov/).
As sequéncias de DNA de S. brasiliensis formaram um grupo irm&o para varias
das sequéncias de DNA de S. schenckii buscadas no NCBI, além de quatro
dos 30 isolados pesquisados neste estudo (Quadro 01). Por sua vez, esses
dois grupos formaram um grupo irmao para varias sequéncias de DNA de S.
globosa juntamente com duas amostras dos 30 isolados pesquisados neste
estudo (Fig. 05). Os trés clados contendo S. brasiliensis, S. schenckii, S.
globosa, por sua vez, formaram um grupo irmao, com forte suporte de
bootstrap com as sequéncias de DNA de cinco isolados de S. mexicana
disponiveis no NCBI. Com suporte de bootstrap baixo, as quatro espécies
acima (S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. schenckii) formaram um
grupo irmao com outras espécies de Sporothrix com relevancia clinica. A
anadlise filogenética deste estudo mostrou que dos 30 isolados pesquisados
para Sporothrix, 24 foram identificados como S. brasiliensis, quatro como S.

schenckii e dois como S. globosa (Fig. 05).



Figura 05 - A histéria evolutiva do complexo Sporothrix, como inferido a partir dos dados da sequéncia
ITS de 96 espécies de Sporothrix isolados e Beauveria bassiana (grupo externo), utilizando a maxima
verossimilhanga (MV). Os niumeros acima dos ramos indicam porcentagens de MV. Os numeros de acesso
das sequéncias de DNA no NCBI sdo mostrados na arvore ao lado de cada espécie. Dentro do complexo
Sporothrix, foram encontrados pelo menos cinco clados (destacados em cores). Quatro desses clados eram
bem suportados, mas o Ultimo ndo era. Nesta analise, S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa e S. mexicana
formaram quatro grupos monofiléticos bem suportados. A barra de escala mostra substituicbes de

nucleotideos por local.
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A partir dos dados dos prontuarios, observados no Quadro 01, foram
gerados graficos para evidenciar as caracteristicas da infec¢do no grupo de
pacientes estudado. O grafico 01 mostra a porcentagem que cada
manifestacdo clinica apresenta, em relagdo ao todo, evidenciando a forma
linfocutdnea como principal manifestagao clinica observada.

Grafico 01 - Porcentagem das formas clinicas apresentadas pelos pacientes. De acordo
com os registros em prontuarios, os pacientes cujas amostras foram objetos deste estudo
apresentaram trés formas clinicas distintas: LC — linfocutédnea (76,9% - 20 casos); CF —
cuténea fixa (7,7% - 2 casos); e forma ocular (7,7% - 2 casos). Alguns prontuarios nao tinham

registros ou indicativos da manifestagao clinica e foram classificados como NR — n&o relatado
(7,7% - 2 casos). Os dados também constam no Quadro 01.

Forma Clinica

Ocular

MR

CF

LC

No grafico 02 sado apresentadas, em porcentagem, a quantidade
representativa de cada sitio anatdmico acometido nos individuos infectados,

destacando os membros superiores como principais acometidos.
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Grafico 02 - Porcentagem dos sitios anatémicos afetados pela infecgéo por Sporothrix. De
acordo com os registros em prontuarios, os pacientes cujas amostras foram objetos deste
estudo apresentaram lesdes em diversos sitios anatdmicos: MSD — membro superior direito
(42,3% - 11 casos); MSE — membro superior esquerdo (15,4% - 4 casos); Joelho esquerdo
(7,7% - 2 casos); Olho (7,7% - 2 casos); MID — membro inferior direito (7,7% - 2 casos); Coxa
esquerda (3,8% - 1 caso); Nariz (3,8% - 1 caso); Pré-auricular (3,8% - 1 caso). Dois dos
prontuarios ndo apresentavam registros ou indicativos do sitio anatébmico afetado e foram
classificados como NR — né&o relatado (7,7% - 2 casos). Os dados também constam no
Quadro 01.

Sitio Anatdmico

Pré-Auricular

380 MID
Mariz 7.7%
38%

olho

NR

Joelho Esquerdo

7 7% MsD

42 3%
Coxa esquerda -
38%

MSE
15,4%

Os graficos 03 e 04 mostram quantos pacientes tiveram contato com
gato e quantos eram homens ou mulheres, respectivamente, em porcentagem.
A maioria dos pacientes relatou contato com gato doente (69,2%) e pouco mais

de 53% dos pacientes eram masculinos.

Grafico 03 - Porcentagem de pacientes que tiveram contato com felinos doentes. De
acordo com os registros em prontuarios, a maioria dos pacientes (18 casos) cujas amostras
foram objetos deste estudo informaram que tiveram contato com gato com esporotricose
ativa (69,2%). Apenas 02 (dois) pacientes negaram ter tido contato com gatos doentes. Nos
registros de 06 (seis) pacientes ndo havia a informacdo ou indicativos de contato do
paciente com gatos doentes (23,1%).

Contato com Felinos




nimero de pacientes
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Grafico 04 - Porcentagem de pacientes divididos por sexo. 14 (catorze) pacientes cujas
amostras foram objetos deste estudo s&o do sexo masculino — M - (53,8%), enquanto que
12 (doze) sé@o do sexo feminino — F — (46,2%).

Sexo

Ja o grafico 05 representa a distribuicdo cronolégica do primeiro
atendimento de cada um desses pacientes, tendo como queixa principal lesdes
compativeis com as lesdes de esporotricose, descritas na revisao de literatura
deste trabalho e no grafico 01. O periodo com maior nimero de primo-

atendimentos foi no més de maio de 2017.

Grafico 05 — Distribuicdo cronoldgica de casos atendidos. De acordo com os registros em
prontuarios, o pico maximo de atendimentos (04 casos) se deu em maio de 2017; 03 (irés)
pacientes foram atendidos nos meses de janeiro e margco de 2018; 02 (dois) pacientes foram
atendidos em cada um dos meses de setembro de 2017 e outubro de 2018. Nos demais meses
(abril, junho, agosto, outubro, novembro e dezembro de 2017, fevereiro, abril, maio, setembro e
dezembro de 2018) somente um paciente foi atendido por més.
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Na figura 06 é possivel observar o mapa da Regido Metropolitana de

Belo Horizonte e circulos vermelhos indicando a cidade de residéncia de cada

paciente, onde ocorreu a infec¢gdo. A cidade com maior numero de casos foi

Belo Horizonte (10 casos) seguida pela cidade de Betim (05 casos). Nao houve

relato de nenhuma comorbidade debilitante do sistema imune nos pacientes

estudados.

Figura 06 — Distribuigdo geografica das residéncias dos pacientes atendidos. De acordo com os registros
em prontuarios, 10 (dez) pacientes atendidos moravam em Belo Horizonte (38,5% dos casos); 05 (cinco) em
Betim (19,2%); 02 (dois) em Esmeraldas (7,7%); e 01 (um) paciente (3,8%) em cada uma das seguintes
cidades: Raposos, Ibirité, Contagem, Ribeirdo das Neves, Sao José da Lapa, Curvelo e Diamantina. Em 02
(dois) casos (7,7%) n&o houve registros sobre a cidade de residéncia dos pacientes. Cada caso esta

representado como um circulo vermelho.
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7. DISCUSSAO

A esporotricose € uma doenga cosmopolita, causada por espécies do
género Sporothrix, cujas principais espeécies de importancia clinica, tanto em
humanos quanto em felinos, sdo: S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S.
luriei e S. mexicana. O diagndstico etiolégico laboratorial dos patégenos
envolvidos numa infeccdo comega com o exame direto das amostras clinicas
(KOH 10%, Gram, Giemsa), seguido pela cultura em agar Sabouraud dextrose
(ASD), que é o padrao ouro do diagndstico laboratorial. No entanto, na maioria
dos casos, a identificagcdo precisa da espécie infectante s6 € possivel por
técnicas de biologia molecular. Neste estudo foram analisados os isolamentos
semeados em ASD e incubados a 25°C e a 37°C, além dos respectivos
microcultivos de casos suspeitos de esporotricose.

O Sporothrix spp. precisa de pelo menos 7 a 14 dias para se
desenvolver na fase micelial com conidios em cultura. Assim, sua identificagao
fenotipica s6 é possivel apds a esporulacdo dessas espécies (7 a 14 dias).
Devido ao fato de que Sporothrix spp. faz parte dos fungos dimorficos
patogénicos, na identificacdo de um isolado de Sporothrix spp. € necessario
demonstrar seu dimorfismo por cultura em meio enriquecido como BHI (brain
heart infusion) de 35°C a 37°C por 5 a 7 dias. Apds essa conversdo, as
colbénias apresentam aspecto cremoso e coloracdo amarelada. Alguns isolados
precisam de mais de uma cultura para conseguir fazer a conversao para fase
leveduriforme (SCHELL et al., 1999; MORRIS-JONES, 2002; BONIFAZ;
VAZQUEZ-GONZALEZ, 2013). A micromorfologia das duas fases é realizada
em agar Batata e sado observadas hifas hialinas com presenca de
microconidios hialinos na fase filamentosa, enquanto na fase leveduriforme séo
observadas leveduras ovaladas, alguns com varios brotos e em forma de
charuto.

Fenotipicamente, as colbnias ndo apresentaram grande variacao entre si
no crescimento leveduriforme, com excecdo das amostras que cresceram
menos e menos uniforme do que as demais (SS010, SS022 e SS025 —
correspondendo a S. schenckii e S. globosa) (Quadro 03 e Anexo A). Tem-se
relatado que algumas cepas, especialmente relacionadas a espécies de S.

globosa, podem requerer temperaturas de conversao mais baixas, uma vez
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que elas nao crescem bem a 37°C (MARIMON et al., 2007). No crescimento
filamentoso foram observadas diversas caracteristicas diferentes, sempre
relacionadas a topografia e a coloragdo da colénia e do meio. Aquelas que
apresentaram mais pigmentacao na colonia (caracteristicas B e F — Quadros
02 e 03 e Anexo A) sdo as coldnias de S. brasiliensis. E compreensivel que
esse seja o padrdo, uma vez que a melanina é fator de viruléncia nos fungos e
esta espécie é a mais virulenta em modelos murinos, devido a sua habilidade
de invadir tecido causando infec¢gbes com risco de morte (JACOBSON, 2000;
ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; FERNANDES et al., 2013; ALMEIDA-
PAES et al., 2015). Habitualmente, as colbnias come¢cam a se tornar negras
depois de uma semana de incubacdo. Porém, Almeida-Paes et al. (2009)
afirmaram que algumas cepas de S. schenckii isoladas no Brasil tinham a
habilidade de formar col6nias negras desde o inicio do crescimento. A partir
dos conhecimentos obtidos apds a divisdo de S. schenckii em quatro clados
filogenéticos diferentes, e visto os resultados no presente estudo, podemos
inferir que as cepas classificadas por Almeida-Paes et al. (2009) como
pertencentes a S. schenckii seriam, na verdade, isolados de S. brasiliensis. Em
relacdo as demais caracteristicas nas colénias de S. brasiliensis, elas se
apresentam de forma bastante variada a 25°C, nao estabelecendo um padréo.
Ja para S. schenckii e S. globosa os crescimentos sdo mais parecidos entre
essas espécies. Na primeira, os crescimentos quase ndo apresentam pigmento
escuro e seu aspecto é mais liso. Nos dois crescimentos de S. globosa a 25°C,
observou-se crescimento mais difuso, um pouco granulado e com uma
intrigante disseminagdo de pigmentagdo para o meio de cultura em volta da
colénia (Quadros 02 e 03 e Anexo A). Essa pigmentacdo do meio precisa ser
melhor estudada, mas uma das explicacdes possiveis para ela é o fato de essa
espécie ser mais comum na Asia e, estando no Brasil, a sua melanizacdo pode
ser importante contra condi¢des ambientais desfavoraveis, ja que esta é a fase
encontrada na natureza (MORRIS-JONES et al, 2003). Ja para a
micromorfologia, ndo houve diferengas entre as amostras e espécies diferentes
e o resultado é parecido com o que ja esta bem descrito na literatura. Sendo
assim, a partir das caracteristicas fenotipicas e micromorfolégicas de
crescimento leveduriforme (37°C) e da micromorfologia de crescimento micelial

(25°C) nao é possivel estabelecer qualquer relagdo entre essas caracteristicas
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e espécies e/ou viruléncia. Ja pelas caracteristicas do crescimento a 25°C em
ASD, pode-se pensar em padrdes macromorfologicos para cada espécie. No
entanto, € necessario estudo com mais amostras, para que seja possivel
realizar calculos estatisticos e estabelecer alguma relagdo. Uma vez que as
caracteristicas morfolégicas sdo muito semelhantes, tanto macroscopicas
quanto microscépicas no crescimento as duas temperaturas, sdo, portanto,
insuficientes no diagnostico definitivo dessas espécies clinicamente relevantes.
Técnicas moleculares, como sequenciamento e analises filogenéticas,
reduzem o tempo de identificagdo e classificacdo das espécies envolvidas. As
andlises filogenéticas dos ultimos 10 anos suportam varios grupos
monofiléticos de Sporothrix patogénicos ao ser humano (CAMACHO et al.,
2015; de BEER; DUONG; WINGFIELD 2016). Neste estudo foram analisadas
as regides de dominio ITS de rDNA, que sao regides bem conservadas e que
auxiliam a distinguir as principais espécies, como ja demonstrado por Zhou et
al. (2013), Rodrigues et al., (2014b, d) e Zhang et al. (2015), confirmando a
robustez deste marcador. Os nossos dados mostraram que as analises
filogenéticas suportam a classificagdo do género Sporothrix patogénico ao ser
humano em 5 grupos monofiléticos (Figura 05). Como demostrado por outros
autores (ZHANG et al., 2015), as analises filogenéticas, com auxilio do
software MEGA X, permitem analisar as espécies filogeneticamente em
comparagao com outros fungos que pertencem a ordem dos Ophiostomatales.
Pode-se perceber que a espécie mais distante das espécies saprofitas é
S. brasiliensis e, consequentemente, a maioria dos isolamentos (24
isolamentos — 80%) foram identificados como S. brasiliensis (Figura 05). Esse
fato corrobora com o que ja esta descrito na literatura, que informa que cerca
de 88% dos casos registrados e identificados nas regides sul e sudeste do
Brasil foram causados por S. brasiliensis (RODRIGUES et al., 2013; 2014).
Essas diferengas com as demais espécies também podem ser explicadas pela
habilidade de S. brasiliensis de ser mais virulenta em modelos murinos
(ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; FERNANDES et al., 2013; ALMEIDA-
PAES et al., 2015). Dos 22 pacientes cujas amostras foram identificadas como
S. brasiliensis, somente 03 (trés) sdo criangas (menores de 12 anos de idade)
e 01 (um) é idoso (acima de 65 anos de idade). Entdo, mais de 80% dos

pacientes que tiveram a infeccdo causada por essa espécie foram individuos
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imunocompetentes, apoiando a capacidade virulenta desta espécie, como ja
relatado por outros pesquisadores.

Outra caracteristica das amostras que corrobora a viruléncia de S.
brasiliensis € que ela € a unica dentre as trés identificadas que apresentou
manifestacdo clinica ocular. Este quadro clinico €& mais atipico na
esporotricose, principalmente em individuos imunocompetentes. A forma mais
comum foi a linfocutédnea, com 18 casos neste estudo (Quadro 01 e Grafico
01), o que € o comum na esporotricose independente da época do ano
(BARROS, ALMEIDA-PAES e SCHUBACH, 2011). Em Belo Horizonte e
Betim, 90% e 100% dos casos, respectivamente, foram causados por esta
espécie. As duas cidades sao populosas, e fazem divisa uma com a outra. Nao
€ possivel afirmar uma prevaléncia por cidade, uma vez que o Hospital das
Clinicas situa-se em Belo Horizonte e esta mais disponivel para moradores
desta cidade e de cidades mais proximas. Sendo assim, observamos que 0s
casos deste estudo se concentram em Belo Horizonte e em municipios que
fazem limite com a capital (Figura 06). Além disso, mais casos precisariam ser
estudados tanto nessas cidades quanto nas demais, para se afirmar sobre
ocorréncia geografica. Apenas 4,5% dos casos causados por S. brasiliensis
nega que teve contato com gato doente e 72,7% afirmaram que tiveram contato
com gato com esporotricose ativa. Esses dados reforcam a ideia de que ha
uma zoonose em curso no Brasil relacionada a esta espécie (SILVA et al.,
2012; GREMIAO et al., 2017).

Dos 30 isolamentos, quatro foram identificados filogeneticamente como
S. schenckii. Esses quatro isolamentos foram cultivados de trés pacientes,
uma vez que os numeros de registro 10 e 22 (Quadro 01) pertencem ao
mesmo paciente. Todos foram pacientes adultos, entre 18 e 60 anos. O
paciente mais jovem do grupo (18 anos, registro 10/22) (Quadro 01) foi o unico
paciente a apresentar forma clinica cutanea fixa na infeccao por esta espécie e
€ de fora da Regiao Metropolitana de Belo Horizonte. Este paciente jovem
negou contato com gato, enquanto que os outros dois apresentaram a forma
linfocutédnea e afirmaram ter tido contato com gato doente, e sdo procedentes
de cidades da RMBH. Em modelos murinos, S. schenckii mostrou diferentes
niveis de viruléncia, fato que pode explicar a infecgao em apenas 11,5% dos
pacientes estudados (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; FERNANDES et
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al., 2013; ALMEIDA-PAES et al., 2015). O paciente com a forma fixa da doenga
sem contato com gato poderia ser explicado, uma vez que 0s jovens sao mais
expostos a traumas cutaneos do solo, por atividades como esportes, embora
este paciente em especifico tenha negado algum trauma no local da lesdo. Mas
como ele é residente de uma cidade menos populosa e mais afastada de um
grande centro urbano, pode-se pensar em algum contato com material
organico.

Na China, a forma cutanea fixa € mais comum e, como relatado no caso
anterior, nem todos os pacientes relatam trauma de implantagdo, o que leva a
entender que a inoculagao por trauma nem sempre € aparente ou lembrada em
alguns pacientes com esporotricose, especialmente em casos causados por S.
schenckii ou S. globosa (ZHANG et al., 2015). Porém, Lavalle e Mariat (1983)
afirmaram que a forma cutanea fixa € desenvolvida apds o paciente ja ter tido
contato com o fungo previamente e ter desenvolvido resposta imunoldgica. As
caracteristicas aqui citadas podem também evidenciar que a zoonose pode ser
mais acentuada em zonas urbanas como a RMBH (Figura 06), uma vez que
nessas regides os gatos estdo mais em contato com os humanos dentro das
residéncias, nas ruas e nas clinicas veterinarias.

Os pacientes que foram infectados por S. schenckii foram atendidos
entre os meses de setembro e dezembro de 2017, o que pode colocar a
primavera como uma estagcdo que disponibiliza as caracteristicas mais
adequadas para o desenvolvimento desta espécie. A esporotricose é relatada
em climas temperados e subtropicais, com umidade relativamente elevada,
principalmente nas infecgdes por S. schenckii, e na primavera brasileira as
temperaturas sdao amenas e a umidade aumenta com o avango da estacao
(ZHANG et al., 2015). Além disso, € nesta estagao que se florescem a maioria
das plantas, aumentando o risco de infeccdo por quem recolhe flores. O
achado de duas espécies diferentes no mesmo paciente (S. brasiliensis e S.
schenckii) (Quadro 01; registro 04/15) sugere que este paciente poderia ter
sido infectado por duas espécies diferentes de Sporothrix spp. (um fato
incomum) ou pode ter ocorrido algum erro de rotulagem durante a subcultura
dos isolados. Até o momento, ndo ha relatos de casos de esporotricose
causados por duas espécies diferentes de Sporothrix spp. no mesmo paciente.

Este fato pode ser devido a recente descricdo das diferentes espécies desse
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fungo dimoérfico, o que tornaria esse caso em particular o primeiro caso de
esporotricose de dupla etiologia no mesmo paciente.

A principal contribuicdo deste estudo consiste no fato de S. globosa ter
sido identificada causando infeccdo na RMBH, uma vez que esta espécie é
raramente identificada no Brasil, mas é comumente isolada de material
organico ou sapronoses na Asia, sendo conhecida como “toxina do junco”
naquele continente (YU et al.,, 2013). Além disso, até entdo, alguns autores
citam que a sua presenga em infec¢des transmitidas por felinos era zero ou
quase zero, fato que contrapbée com nosso estudo (SONG et al., 2013;
RODRIGUES et al., 2013; ZHANG et al., 2015). Um dos pacientes infectados
com S. globosa afirma ter tido contato com gato doente, enquanto que nao ha
registros a este respeito no prontuario do outro paciente. Ou seja, pelo menos
50% das infecgbes causadas por S. globosa neste estudo decorreram de
zoonose, apresentando um fato contrario ao isolamento desta espécie somente
de material orgénico e incluindo uma nova espécie na transmissdo zoonética
na epidemia brasileira de esporotricose. Visto que S. globosa é considerada a
espécie menos virulenta dentre as trés (S. brasiliensis, S. schenckii, e S.
globosa) (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; FERNANDES et al., 2013;
ALMEIDA-PAES et al., 2015), ndo é de se surpreender que os dois pacientes
envolvidos sejam individuos com sistemas imunoldgicos imaturo e senil (uma
crianga e um idoso de oito e 88 anos de idade, respectivamente). Este fato
corrobora a hipoétese da diferengca na viruléncia entre espécies, testada em
modelos murinos e citadas anteriormente neste trabalho. Os pacientes neste
estudo vivem em cidades que estao a 86 quildmetros de distancia uma da outra
(Quadro 01 e Figura 06). Esta informagao pode apoiar a hipotese postulada por
varios autores de que S. globosa pode estar sendo carreada por alguma via
aérea importante e rapida, uma vez que ha baixa variabilidade nas espécies
encontradas, mas que tém sido observadas em localizagdes muito distantes
entre si (YU et al., 2013; SONG et al., 2013).

Camacho et al. (2013) observaram elevada frequéncia de S. globosa na
Venezuela. Este achado mostra presenca desta espécie mais préoxima do
Brasil, j& que ela é mais comum na Asia, mas também pode sugerir outra via
de transmiss&o da espécie, visto que muitos venezuelanos estdo se refugiando

no Brasil desde 2016, devido a crise em seu pais natal. Segundo Zhang et al.
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(2015), nas regides da Asia onde S. globosa é prevalente o clima é
relativamente frio, porém no nosso estudo um paciente foi infectado préximo a
agosto e o outro proximo a margo, quando o clima € mais ameno (inverno) ou
mais quente (verdo) no Brasil, respectivamente. Isso nos leva a pensar que,
por aqui, o desenvolvimento deste agente n&o tem relagdo com o clima. Porém,
nao se tem informacdo sobre em quais condi¢cbes foi dada a infeccdo do
paciente que foi atendido no més mais frio. Se a infecgcdo foi por meio de
contato com material orgénico, podemos pensar que S. globosa segue o
mesmo comportamento de crescer preferencialmente em meses frios e que o
gato que infectou a outra paciente também se infectou préximos aos meses
mais frios do ano, a partir de material organico.

E importante ressaltar que essa separagdo filogenética (Figura 05) é
acompanhada por diferentes comportamentos ecolégicos, haja vista que S.
schenckii e S. globosa ja foram isoladas de humanos, animais e solo, mas
ainda nao ha relatos de isolamento de S. brasiliensis de solo (MARIMON et al.,
2007; RODRIGUES et al., 2013, RODRIGUES et al., 2014a; RODRIGUES et
al., 2014b; MONTENEGRO et al., 2014).

No geral, dentro desses 26 casos foi observado que a forma
Linfocutdnea da doenga representa cerca de 77% dos casos (Grafico 01), o
que esta de acordo com o que ja é relatado por outros autores, que dizem que
esta forma é responsavel por 75-80% dos casos de esporotricose (LOPES-
BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006; BONIFAZ et al., 2007; RAMOS-E-
SILVA et al., 2007). A forma cuténea fixa foi vista somente em jovens com mais
de 18 anos de idade e nido correspondeu ao que ja esta relatado na literatura,
de que esta é a principal apresentacgéo clinica em criangas (TLOUGAN et al.,
2009). No entanto, o poder de afirmagao sobre esta forma neste estudo se
reduz, visto que o numero amostral € pequeno, tanto de criangas quanto de
casos com esta forma. As formas oculares/conjuntiva sdo raras, assim como
observado neste estudo, mas sao facilitadas na zoonose, pela forma préxima
com a qual os donos de gatos brincam com 0os mesmos.

Registros indicam que os membros superiores sao afetados em 45-53%
dos casos de esporotricose, a face em 14-21% e os membros inferiores em 18-
23% (LACAZ et al.,, 2002; BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH 2011;
NEGRINI et al., 2013). Esses sitios anatdmicos sdo os mais expostos e, por
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isso, mais propensos a infecgao, visto que ela se da por inoculagao traumatica.
NoOs observamos percentuais parecidos, com uma discreta transferéncia dos
membros inferiores (7,7%) para membros superiores (57,7%) e 15,4% dos
casos na regiao da face (Grafico 02). Esse numero de casos mais elevado em
membros superiores em relagao aos inferiores se da devido as caracteristicas
zoonoticas da epidemia, visto que os cuidadores de gatos normalmente os
tocam e brincam com eles com as méaos e bracos, préximos ao rosto e também
quando precisam tratar esses animais, o fazem com as maos e sem
equipamentos de protegao.

A estrita relacédo entre esporotricose e transmissao por felinos esta clara
no Brasil. Os felinos tém exercido um papel fundamental na transmissao da
doenca e na mudancga do perfil dos infectados, passando de uma doenca
laboral para uma epidemia no pais (RODRIGUES et al., 2016). Os dados do
nosso estudo apenas confirmam este fato. Dos 26 pacientes, 18 relataram
contato com gato doente, em seis casos ndo ha relatos e apenas dois
pacientes negam ter tido qualquer contato com felinos (Grafico 03). Isso
significa que apenas 7,7% dos infectados afirmam que nao tiveram contato
com gatos doentes e, se assumirmos que os pacientes podem nao se lembrar
de ter tido este tipo de contato por até meses antes da lesdo aparecer, este
numero pode ser ainda menor. Logo no inicio da epidemia no Rio de Janeiro,
Barros et al. (2001) relataram que 78,8% dos pacientes tiveram contato com
gatos com esporotricose. No nosso estudo, o percentual € proximo (69,2%) e
pode ser ainda maior, caso haja mais casos de contato dentre os registros que
nao informam a respeito.

Diferentemente de outros estudos, no nosso trabalho a relagdo entre
individuos do sexo masculino e do sexo feminino ficou bem préxima, estando
os homens em maior numero, com 14 casos contra 12 casos em mulheres
(Grafico 04). Na epidemia do Rio de Janeiro as caracteristicas trazem mais
mulheres infectadas em relacdo a homens, assim como na Asia, incluindo os
idosos e criangas, que sdo grupos que tém mais contato com os gatos dentro
de casa habitualmente (BARROS et al., 2008; ZHANG et al., 2015). No nosso
estudo sdo apenas quatro criangas (16,7%) e dois idosos (8,3%), e as idades

vao de 2 a 88 anos, com média de idade de 36 anos. As manifestacdes clinicas
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sdo variadas entre os diferentes géneros. Nao ha correlagédo entre o sexo e as
demais caracteristicas ja destacadas neste estudo.

Embora seja registrado que a esporotricose tenha distribuicdo em
regides temperadas e subtropicais e que S. globosa tem se desenvolvido bem
em regides de clima mais frio, 0 que se observou neste estudo foi uma
distribuicdo mais homogénea ao longo dos dois anos de amostragem, sem
prevaléncia em uma estagao do ano (Grafico 05).

Este trabalho permitiu a identificacdo de espécies de Sporothrix em
amostras humanas coletadas no estado de Minas Gerais e permitiu a
correlagdo de dados clinicos dos pacientes com o micro-organismo que 0s
infectaram. Permitiu ainda verificar a presenca de espécie de Sporothrix (S.
globosa) que normalmente ndo se acreditava estar envolvida em infecgdes
zoonoticas no Brasil. Este é o primeiro estudo conduzido no estado que

apresenta essas informacgoes.
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8. LIMITACOES E PERSPECTIVAS

Por ser um estudo retrospectivo, trabalhando com culturas, existe a
possibilidade das culturas estarem inviaveis no momento das analises, o que
reduz a amostragem e faz com que ela nao seja totalmente representativa da
realidade da infecgdo na regido estudada. Além disso, pelo fato de que nem
todos os médicos pedem cultura dos pacientes, também ha perda de poder de
afirmacdo de dados sobre as caracteristicas da doenca, principalmente
epidemiolégicas. E importante que nos esforcemos junto ao setor de
Microbiologia do Hospital para conseguirmos obter partes dos isolados o mais
rapido possivel, antes das amostras se tornarem inviaveis. Outra limitagdo com
a qual trabalhamos € a questdo de buscar informagdes nos prontuarios, uma
vez que nem todos os médicos fazem os registros completos das informagdes
dadas pelos pacientes e também do préprio exame fisico.

Esperamos conseguir trabalhar com amostragem maior, para que as
nossas conclusées possam ser validadas. Também pretendemos entender a
fundo a disseminagdo de pigmentagdo para o meio nas espécies de S.
globosa. Outra perspectiva que temos € a de observar se os padrdes
encontrados de cultura flamentosa em placa também se aplicam a culturas em
tubo, que é a forma utilizada no laboratério clinico. Por fim, intentamos levantar
o perfil de suscetibilidade antifUngica das espécies trabalhadas e estabelecer
quais os novos melhores antifungicos e posologias para terapia de casos de

esporotricose na epidemia brasileira.
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CONCLUSOES

Diante do que foi exposto neste trabalho, podemos concluir que:

A analise filogenética mostrou que a maioria dos casos de esporotricose
em Belo Horizonte e regidao metropolitana foi causada por S. brasiliensis,
mas ha também o envolvimento de S. schenckii e, curiosamente, de S.
globosa, transmitida também por felinos;

Nos cultivos a 25°C S. brasiliensis apresentou rapida pigmentagao
abundante em seu crescimento, S. schenckii desenvolveu colbnias mais
lisas e sem pigmentagédo e S. globosa apresentou dispersao incomum de
pigmentagao para o meio;

S.  brasiliensis e S. schenckii causaram doenga em individuos
imunocompetentes ou ndo, enquanto as manifestacbes da doencga que
tiveram como agente S. globosa aconteceram em individuos nos quais o
sistema imunoldgico € imaturo ou senil;

Na RMBH a doenca tem apresentado caracteristicas similares as de outras
regides do Brasil, ocorrendo basicamente por transmissdo zoonética e

todos os géneros e idades estao sob o risco de infecgao.
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ANEXOS
ANEXO A - Fotos dos cultivos e da micromorfologia de cada um dos
isolados de Sporothrix aqui estudados.

SS01 — Sporothrix brasiliensis SS02 — Sporothrix brasiliensis

SS04 — Sporothrix schenckii

v
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SS08 — Sporothrix brasiliensis

Sporothrix brasiliensis

SS07

SS11 — Sporothrix brasiliensis

SS10 — Sporothrix schenckii
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SS012 - Sporothrix brasiliensis SS013 - Sporothrix brasiliensis

SS015 - Sporothrix brasiliensis
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SS016 - Sporothrix brasiliensis SS018 - Sporothrix brasiliensis

SS020 - Sporothrix brasiliensis SS022 - Sporothrix schenckii
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SS020 - Sporothrix brasiliensis SS022 - Sporothrix schenckii

SS025 - Sporothrix globosa SS026 - Sporothrix brasiliensis
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SS027 - Sporothrix schenckii SS028 - Sporothrix brasiliensis

SS030 - Sporothrix globosa SS031 - Sporothrix brasiliensis
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SS038 - Sporothrix brasiliensis SS041 - Sporothrix brasiliensis

SS045 - Sporothrix brasiliensis SS046 - Sporothrix brasiliensis
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SS047 - Sporothrix brasiliensis SS049 - Sporothrix brasiliensis
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ANEXO B - Sequéncias de cada Sporothrix utilizado na construgao da
filogenia

>S_schenckii_Type NR147566

------------------- ACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGG-
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCCLCCeeTCeaGeeeeceaeeeacece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATT-
CCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCCTCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGC
GGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTTCTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT

>S_schenckii_KX590842

TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGG-
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCceTCeGLeeeeaeeeacece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAAACCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S_schenckii KP017098

------------------- ACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCCeTCCGLeeeceaeeeaece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S_schenckii_AF484467
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCeTCCaGLeeceaeeeacee-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S_schenckii_ AB12204
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCeLTCLGLLeeecaeeeacece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGLCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S_schenckii_AB122038

TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGG-
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCLeTCLGLeeeeaeeeaee-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--
AAAAAAACAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S_schenckii_KU041839

------------------- ACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCLeTCCGLeeeeaeeeacece-
AGGGGCGGCGGGCCTTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
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CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S schenckii_ MH865640
TCATTA-AGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCeeTCLaGLeeeeaeeeacece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S_schenckii_ KP132782
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCCeTCeGLeeeeaeeeaece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S_schenckii_EF127886
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCCLCC LT eeceaeeeacece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLCGCCC
TC-
GCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTTCTC
CCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S_schenckii_AB122039
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCeeTCeaGeeeceaeeeacece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>S_schenckii_KX590842

TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGG-
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCLCCeeTCeaGeeeceaeeeacece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAAACCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>SS010

------------ TTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGG-
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGLCLCLceecTeLGLeeceeaseeecaee-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAAACCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA--CAAGGTT
>88027

----------------- CAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGLCCCLceecTeCGLeecceaseeeacece-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTGTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCACGCAATCTTTAAACGCACATTGGCCCCGCCA
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GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCCCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA-CAAGGTT
>S5022

----------------- CAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCCCCCTCCGCCCCCGCCCGCC-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATTTCTCAAACTTTCAACAACGGATCTGTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCACGCAATCTTTAAACGCACATTGGCCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCCCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA-CAAGGTT
>SS004

----------------- CAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCCCCCTCCGCCCCCGCCCGCC-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTGTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCACGCAATCTTTAAACGCACATTGGCCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCCCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA-CAAGGTT
>SS031
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCCCCCTCCGCCCCCGCCCGCC-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA-CAAGGTT
>SS041
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
AGCGGGGGGGCGCCCGACACGGCCCCCTCCGCCCCCGCCCGCC-
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGG--AAAAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGAAGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCC-A-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTTTTA-CAAGGTT
>SS001

----------------- CAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS007

----------------- CAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS011

- TTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
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TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>8S012

---TTACAGCATTTTGACAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGLCCecTecaece
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS013

------------------ AACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGLCCecTCcGece
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS014

---------------- ACAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGLCcecTeeaece
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLGLCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS031

ACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGLCcecTecaece
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLGLCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS049

--------------------- TCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGLCGLCCCGAGAGGGLeeecTeeaeee
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGLCGLCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>8S005

TTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS038

—————————————————————— CCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCLCCCTCCGLCC
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CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTATGAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS046

CCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS047

CCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG-AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS015

-------------------- CTCCCAACCCTTGCGAA-
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTATGAAA-CCGTCTGAG—-AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S5045

---------------------- CCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTATGAAA-CCGTCTGAG—-AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S5016

TTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGLCCeLTCCGecC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S5S020

TTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGLCCCLcTCCGLCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
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CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>55028

---------------- ACAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS041

----------------------- CCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>55023

---------------- ACAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>5S024

------------------ AACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS002

-------------------- CTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS008

----------- TTTTGACAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>5S018

--------------------- TCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-



82

CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>SS026

----------------- CAACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S brasiliensis_Type NR127565

------------------- ACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S_brasiliensis_ KP890194

----- CAGAGTTTTCACG-ACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S brasiliensis_ KP890191

----- CAGAGTTTTCACG-ACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S brasiliensis_ NR147565

------------------- ACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGLCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S brasiliensis KC113211

TCATTACAGAGTTTTCACGACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT
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>S_brasiliensis_ KF961153

TCATTACAGAGTTTTCACGACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTTGTTCTCTTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S_brasiliensis_ EU126945

----------- TTTTCACGACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGCCCCCCGAAAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S_brasiliensis_ KF961145

TCATTACAGAGTTTTCACGACTCCCAACCCTTGCGA---CCGTACC-
AATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGLCCCCcCGeee
GCCAGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTG

>S brasiliensis_EU126940

----------- TTTTCACGACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGCCCCCCAAAAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S brasiliensis_EU126942

----------- TTTTCACGACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGCCCCCCAAAAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAAACGCAGCGAAATGCGATACGTAAT
GTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAGCATTCTGGCGGGCATGCCTGT
CCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCCTCCGCCTGGCGGGGGGLCCCC
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTTCTCCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCCA-GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S brasiliensis_ KF961125

TCATTACAGAGTTTTCACGACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGGGGGGGGGGGGAGCGGGGGGGCGCCCGAGAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGGGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG--AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCAATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGLCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S brasiliensis KX590832

TCATTACAGAGTTTTCACGACTCCCAACCCTTGCGAA--
CCGTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGGGGAGCGGGGGGCCCCCCGAAAGGGCCCCCTCCGCCC
CCGCCCGCC-AGGGGCGGCGGGCCCTGCGAACCTCTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAG---AAAAAA-
CAAAACAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
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CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC
TCCGCCTGGCGGGGGGCCCCCGAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCATGTT
CTCCCCTCGCTCCGGACGCCCCCCCA-
GGCGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGCGCAGCTCTTCTTATACAAGGTT

>S mexicana_Type NR147564

------------------- ACTCC--ACCCTTGTGA---CCATACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---ACGGGGGGGCC-
--TGAAAACGGCCC-TCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCC-TACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--
CCGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAAC----TTTTTACAAGGTT

>S mexicana_KP017075

------------------- ACTCC--ACCCTTGTGA---CCATACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---ACGGGGGGGCC-
--TGAAAACGGCCC-TCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCC-TACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--
CCGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAAC----TTTTTACAAGGTT

>S_mexicana_KX590841

------------ GTTACACAACTCCAACCCTTGTGAA--CCATACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCC---TGAAAACGGCCC-TCCCGLCCLCGLLLGLLaGGaEeaeEraGaecee-
TACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--CCGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-
TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAAC----TTTTTACAAGGTT

>S_mexicana_KF574457

--------- GAAGTTACACAACTCCAACCCTTGTGAA--CCATACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCC---TGAAAACGGCCC-TCCCGLCCLCGLLLGLraaaaaeaearaaaecee-
TACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--CCGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-
TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAAC----TTTTTACAAGGTT

>S_mexicana_MN166089
TCATTACAG--AGTTACACAACTCCAACCCTTGTGAA--CCATACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCC---TGAAAACGGCCC-TCCCGLCLLGLLLareaaaasreaeaeaeaecee--
ACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--CCGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-
TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCT

>8S025
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGCCCLcLTCCGLeccecaeeeaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>SS030
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGCLCCLeeTeCaGeeceaeeeaee--



85

AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S globosa LC317795
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGLCCcLeLcTeCcGLeLceeaseeeaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S globosa_MH865636
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGCLCCCcLeLTeCcGeLceeaseeeaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S globosa_MH865632
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGLCCceeTeCcGeeceeaseeeaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S_globosa_LC390321
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGLCCceeTCLcGeeceeaseeeaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S _globosa_LC390320
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGCLCCceeTeCGeeceeaseeeaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S _globosa_LC317794
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGCLCCceeTeCcaGeeceeaseeeaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
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GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S _globosa_MH865360
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGGCGCCC-
GAGACGGCCCCCTCCCGCCCCCGCCCGCCAGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-
CCGTCTGAGGAAAACAAA-CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S _globosa_MHB865358
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGCCCCeeTeeaGeeceeaseecaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT----CCCAAGGTT

>Sporothrix_sp_KF769986
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGCLCCeeTeeaGeeceeaseecaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>Sporothrix_sp_KF769985
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGCCCeeTeeaGeeeeaseecaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>Sporothrix_sp_KF769984
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGLcceecTeeaLeeceaeeeaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S globosa MH865361
TCATTACAGAGTTTTCACAACTCCCAACCCTTGCGAACC--GTACCCAATCTCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCGCCC-GAGACGGLcceecTeeaLeeceaeeeaee--
AGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA-CCGTCTGAGGAAAACAAA-
CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCGCC-
TCCGCCTGGCGGAGGCCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCTGTGGATGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAACGTTCTCCCTCGCTCCGGACGCCCC
CCA--GGTGCCCTGCCGTGAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT---ACCCAAGGTT

>S globosa_KY387688

-------------------- CTCC--ACCCTTGTGA-CC--ATACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---ACGGGGGGGCC--
--TGAAAACGGCCCTCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCC-TACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--
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CCGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTTTT----ACAAGGTT

>S_chilensis_Type NR147568
TCATTACAGAGTTTACACAACTCC-AACCCTTGTGAACC--ATACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCC----TGAAAACGGCCCTCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCC-
TACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--CAGTCTGAGCATCAAAA-ACAAA-
TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTTTT----ACAAGGTT

>S_pallida_KP017076

------------------- ACTCC-A-CCCTTGTGAAC--CGTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCC----TGAAAACGGCCCCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCC-
TACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--CAGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-
TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTTT-----ACAAGGTT

>S_pallida_KF574458
TCATTACAGAGTTCACAAATCTCC-AACCCTTGTGAAC--CGTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGGAA-
ACGGGGGGGCC----TGAATACGGTCCCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCLCC--
ACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--CAGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-
TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTTTT----ACAAGGTT

>S_pallida_KP017078

------------------- ACTCC-AACCCTTGTGAAC-CCGTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGGCC----TGAAAACGGCCCCCCCGCCCTGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCC-
TACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--CAGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-
TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTT----ACAAGGTT

>S_pallida_KP017077

------------------- ACTCC-AACCCTTGTGAAC-CcGTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGGCC----TGAAAACGGCCCCCCCGCCCTGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCC-
TACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA--CAGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-
TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TC-GCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTT-----ACAAGGTT

>S_pallida_KJ999906

CGTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--ACGGGGGGGCC----
TGAAAACGGCCCCCCCGCCCTGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA---
CAGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC--
CCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACG
>S_stylites_ EF127882
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——————————— TTACAAAACTCC-AATCCTTGTGAACC---GTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGCGCC---
TGAAAACGGCCCCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA---
CAGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTTTT----ACAAGGTT

>S_stylites_ MF673328
---TTACAGAGTTACAGAACTCC-AACCCTTGTGAACC---GTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGGCC----
TGAAAACGGCCCCCCCGCCCTGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA---
CAGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTT----ACAAGGTT

>S_stylites EF127884
TCATTACAGAGTTACAGAACTTC-AACCCTTGTGAACC---GTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGCGCC---
TGAAAACGGCCCCCCCGCCCTGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA---
CAGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTT----ACAAGGTT

>S_stylites NR137681
TCATTACAGAGTTACAGAACTTC-AACCCTTGTGAACC---GTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCTGGCGGGGGGGG--
ACGGGGGGCGCC---
TGAAAACGGCCCCCCCGCCCTGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA---
CAGTCTGAGGATTAAAAA-CAAA-TAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TC-GCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCAGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTT----ACAAGGTT

>S protea-sedis_holotype NR137560
TCATTACAGAGTTACAGAACTCC-AACCCTTGTGAACC---GTACCCAAA-CCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCC----TGAAAACGGCCCCCCCGCCCCGCLCCGLLCGGGGGLGGLEGaEeecee-
TGAACCTTTGTATCTCAACCACTAGAAAA--CCGTCTGAGGAT-AAAAA-CAAA-
CAGTCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGCTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCGGACGC
CCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAGCTCTTTT---ACAAGGTT

>S _itsvo_Type NR147605
---TTACAGAGTTACACAACTCC-AACCCTTGCGAACC---GTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCC----
TGAAAACGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTCAATCTCAACCACTAGAA----
CCAGTCTGAG-AAACAAA-CAAAATAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
CCCGCCTGGCGGAGGGCCCcC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCGGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTTTACC---CAAGGTT

>Sporothrix_sp_KU595582
---TTACAGAGTTACACAACTCC-AACCCTTGCGAACC---GTACCCAAA-TCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG---
ACGGGGGGGCC----
TGAAAACGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTCAATCTCAACCACTAGAA----
CCAGTCTGAG-AAACAAA-CAAAATAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
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CCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTCGGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTTTACC---CAAGGTT

>S_cabrallii_Type_NR147577
---TTACAGAGTTACACAACTCC--ACCCTTGCGAACC---GTACCCAA-TTGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----
ACGGGGGGGCC----
TGAAAACGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTCAATCTCAACCACTAGAA----
CCTTTCTGAG-AAACAAA-CAAAATAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTTGGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTTTAC----CAAGGTT

>S cabralii TKT362255
-CATTACAGAGTTACACAACTCC-NACCCTTGCGAACC---GTACCCAAATTGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----
ACGGGGGGGCC----
TGAAAACGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTCAATCTCAACCACTAGAA----
CCTTTCTGAG-AAACAAA-CAAAATAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCTTGGACGCC
CCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTTTAC----CAAGGTT
>S_aemulophila_Type_NR132933
TCATTACAGAGTTACACAACTCC-AACCCTTGCGAACC---GTACCCAAATCGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----
ACGGGGGGGCC----
TGAAAACGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTCAATCTCAACCACTAGAA----
CCAGTCTGAG-AAACAAA-CAAAATAATAAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
CCCGCCTGGCGGGGGGLCCe-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACTGGACGCAAGTTCTCTCCCCTCGCCCGGACGC
CCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTTCTACC---CAAGGTT

>S_inflata_KP234558
ACCCTTGCGAACC---GTACCCATTCTGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----ACGGGGGGGCCC--
--GAAA-CGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACCAGAAA---CC-
GTCTGAGGAAACAAA-CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCLTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAAGTTCT--
CCCCTCGCTCAGACGCCCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTTCTT-ACAAGGTT
>S_dimorphospora_KP017082

----------------- ACTCCC-AACCCTTGCGAACC---GTACCCATTCTGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----
ACGGGGGGGGCCC---GAAA-
CGGCCTCCCCGCCCCGCCCGLCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA---CC-
GTCTGAG-AAACAAA-CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAAGTTCT--
CCCCTCGCTCAGACGCCCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTTTT--ACAAGGTT
>S_dimorphospora_KP017080

ACGGGGGGGCCC----GAAA-
CGGCCTCCCCGCCCCGCCCGLCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA---CC-
GTCTGAG-AAACAAA-CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAAGTTCT-
CCCCTCGCTCAGACGCCCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTTTT--ACAAGGTT
>S_inflata_AY495429

----------- TTCACAACTCCC-AACCCTTGCGAACC---GTACCCATTCTGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----
ACGGGGGGGCCC----TAAA-
CGGCCTCCCCGCCCCGCCCGLCCGGGGGLCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA---CC-
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GTCTGAG-AAACAAA-CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCNAGCGCAGTACCGAACGCAAGTTCT--
CCCCTCGCTCAGACGCCCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTTTT--ACAAGGTT
>S_inflata_AY495428

----------- TTCACAACTCCC-AACCCTTGCGAACC---GTACCCATTCTGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----
ACGGGGGGGGTCCCG--AAA-
CGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACTAGAAA---CC-
GTCTGAG-AAACAAA-CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAAGTTCT--
CCCCTCGCTCAGACGCCCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTTTT--ACAAGGTT
>S_inflata_MH283140

----------- TTCACAACTCCC-AACCCTTGCGAACC---GTACCCATTCTGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----
ACGGGGGGG--CCCG--AAA-
CGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACCAGAAA---CC-
GTCTGAGAAAACAAA-CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
GCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCAG
TATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAAGTTCT---
CCCCTCGCCCGGACGCCCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTTTTT-ACAAGGTT
>S_inflata_MH740958

----------- TTCACAACTCCC-AACCCTTGCGAACC---GTACCCATTCTGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----
ACGGGGGGG--CCCG--AAA-
CGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACCAGAAA---CC-
GTCTGAGAAAACAAA-CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCCCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAAGTTCT--
CCCCTCGCCCGGACGCCCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTTTT--ACAAGGTT
>S_inflata_DQ093704

----------- TTCACAACTCCC-AACCCTTGCGAACC---GTACCCATTCTGTTCTCGTTGCTTCCGGCGGGGGGG----
ACGGGGGGG--CCCG--AAA-
CGGCCTCCCCGCCCCGCCCGCCGGGGGCGGCGGGCCCTACGAACCTTTATATCTCAACCACCAGAAA---CC-
GTCTGAGAAAACAAA-CAAAATAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAATGCGATACGTAATGTGAATTGCAGAATTCAGCGAACCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GTATTCTGGCGGGCATGCCTGTCCGAGCGTCATTTCCCCCCTCACGCGCCCCGTTGCGCGCTGGTGTTGGGGCTCC-
TCCGCCTGGCGGAGGGCCCC-
GAAAGCGAGTGGCGGGCCCGGCTGGTTGGCTCCGAGCGCAGTACCGAACGCAAGTTCT--
CCCCTCGCCCGGACGCCCCGCCGGCGCCCTGCCGTCAAAACGCGCATGACGTGCAACTCTTTTTT-ACAAGGTT
>Beauveria_bassiana_AJ560692

----------- TT--CAACTCCCTAACCCTT----------CTGTGAACCTACCTATCGTTGCTTCGGCGGA------------------CTCGCCCC-
AGCCCGGACGCGGGCTGGACCGGCGGCCCGCCGGGGACCTCAAACTCTTGTATTCCAGCATCTTCTGAATACGCC-
GCAAGGCAAAACGAA----TGAATCAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGCTCTGGCATCGATGAAGAA-
CGCAGCGAAACGCGATAAGTAATGTGAATTGCAGAATCCAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACATTGCGCCCGCCA
GCATTCTGGCGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAACCCTCGACCTCCCCTTGGGGAAGTCGGCGTTGGGGACC-
GGCAGCACACCGCCGGCCCT-GAAATGGAGTGGCGGCCCGTCCGCGGCGACCTCTGCGCAGTAATACA--------=-=----
GCTCGCACCGGGACCCCGACGCGGCCACGCCGT-AAAACACCC--------- AACTTCT------ GAACGTT



