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RESUMO 

A esporotricose é uma micose subcutânea zoonótica de distribuição mundial, causada 

por espécies fúngicas do complexo Sporothrix schenckii. Os protozoários do gênero 

Acanthamoeba constituem um grupo amplamente distribuído no ambiente (solo, água e 

ar) e algumas espécies podem ser patogênicas e/ou oportunistas. Estes organismos 

coexistem no mesmo ambiente, podendo resultar em algumas alterações 

interespecíficas. O objetivo do estudo foi verificar o perfil da interação entre S. 

schenckii sensu stricto e S. brasiliensis e A. castellanii, através de um modelo in vitro 

de cocultivo como fator modulador de características intrínsecas de ambos 

microrganismos. Para isso, foram avaliados o índice de fagocitose de S. schenckii sensu 

stricto e S. brasiliensis por A. castellanii; a viabilidade de S. schenckii sensu stricto e S. 

brasiliensis após contato com A. castellanii; a viabilidade das amebas após contato com 

os fungos; e a influência de S. schenckii sensu stricto e S. brasiliensis no processo de 

encistamento de A. castellanii. As análises indicaram que S. schenckii e S. brasiliensis 

sofreram eventos fagocíticos por A. castellanii. Os resultados não demonstraram 

aumento significativo da replicação fúngica na presença da ameba e nem diminuição da 

viabilidade amebiana em cocultura com os fungos. Porém, os resultados foram obtidos 

através de testes in vitro, sendo necessários estudos com a coinfecção in vivo para 

confirmação desta hipótese. 

Palavra-chave: Acanthamoeba castellanii, Sporothrix schenckii sensu stricto e 

Sporothrix brasiliensis, cocultura, interação. 
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ABSTRACT 

Sporotrichosis is a worldwide zoonotic subcutaneous mycoses, caused by species of the 

fungal Sporothrix schenckii complex. The protozoa from genus Acanthamoeba are 

widely distributed in the environment (soil, water and air), and some species may be 

pathogenic and/or opportunistic. These organisms coexist in the same environment, 

which may result in some interspecific changes. The aim of our study was to verify the 

profile of interaction between S. schenckii sensu stricto and S. brasiliensis and A. 

castellanii, by an in vitro model of co-culture as a modulator factor of both 

microorganisms intrinsic characteristics. In order to do so, we evaluated the 

phagocytosis index of S. schenckii sensu stricto and S. brasiliensis by A. castellanii; S. 

schenckii sensu stricto and S. brasiliensis viability after contact with A. castellanii; 

amoeba viability after contact with the fungus; and the influence of S. schenckii sensu 

stricto and S. brasiliensis in encystment process of A. castellanii. Our analyses 

indicated that S. schenkki and S. brasiliensis have suffered phagocytic events by A. 

castellanii. Results also showed that there was no significant increase in fungal 

replication in the presence of amoebae and there was no change in the viability of 

amoebas in co-culture with fungi. Our results were obtained through in vitro assays, 

which make possible the absence of these results in vivo, so there is a need for studies 

with co-infection in vivo in order to have a thorough understanding of this relationship. 

Our results were obtained through in vitro assays, which make possible the absence of 

these results in vivo, so there is a need for studies with co-infection in vivo in order to 

have a thorough understanding of this relationship. 

Keyword: Acanthamoeba castellanii, Sporothrix schenckii sensu stricto and Sporothrix 

brasiliensis, co-culture, interaction. 
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1.  INTRODUÇÃO  

A esporotricose é uma micose subcutânea ou crônica causada por infecção 

traumática pelos fungos dimórficos (Guarro et al., 1999; Barros et al., 2001; Barros et 

al, Schubach et al., 2004, Marimon et al., 2008) do complexo Sporothrix schenckii 

(Bonifaz, 2010) com ampla distribuição mundial, principalmente em regiões de clima 

tropical. A maioria dos casos descritos é proveniente da América Central e América do 

Sul, principalmente do México, Colômbia, Brasil e Peru, além do continente Africano 

(Pappas et al., 2000; Kovarik et al., 2008). Na América do Sul, a maioria dos casos 

ocorrem no Brasil (Lopes et al., 1999), sendo a micose subcutânea de maior incidência 

no estado do Rio Grande do Sul (Da Rosa et al., 2005).  

Amebas de vida livre são protozoários oportunistas/patogênicos encontrados na 

natureza. Apresentam quatro gêneros que são capazes de causar infecção no ser 

humano: Acanthamoeba, Naegleria, Balamuthia e Sappinia (Riveira et al., 1987; 

Schuster; Visvesvara, 2004; Visvevara et al., 2007), sendo Acanthamoeba o gênero de 

maior prevalência (Nunes et al., 2014). O protista apresenta no seu ciclo de vida dois 

estágios: o trofozoíto vegetativo e o cisto resistente (Khan, 2006; Visvesvara et al., 

2007). Acanthamoeba spp. alimenta-se de bactérias, leveduras e algas. Alguns 

microrganismos são resistentes e sobrevivem à fagocitose, podendo sobreviver após a 

internalização e outros conseguem se replicar dentro dos trofozoítos (Sandstrom et al., 

2011; Van Waeyeenberghe et al., 2014; Guimaraes et al., 2016). 

Referente a relações interespecíficas entre amebas e fungos, tem-se sugerido que 

A. castellanii poderia provocar o surgimento de novas características fúngicas, podendo 

auxiliar a sobrevivência do fungo em hospedeiros (Steenbergen et al., 2001; Van 

Waeyeenberghe et al., 20013). Steenbergen et al, (2001) demonstrou que amebas, como 

a A. castellanii, podem ser uma alternativa complementar aos estudos de macrófagos. 

Estudos relatam interações da ação entre mamíferos e macrófagos, através do 

Aspergillus fumigatus e a sua internalização pela ameba, promovendo a exocitose do 

fungo ou o desenvolvimento intracelular do fungo (Van Waeyenberghe et al.,2013). 

Nesse sentido, estudos avaliando a interação entre fungos e amebas de vida livre são 

relevantes, pois geram maior conhecimento das estratégias utilizadas pelos fungos no 

seu desenvolvimento parasítico.  
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Considerando a coexistência de amebas e de Sporothrix spp. no mesmo 

ambiente, este estudo teve o objetivo de analisar a interação entre S. schenckii e S. 

brasiliensis com A. castellanii. 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 ESTRATÉGIA DE BUSCA DA INFORMAÇÃO 

A estratégia de busca da informação foi direcionada à coexistência entre os 

fungos S. schenckii sensu stricto e S. brasiliensis e o protozoário A. castellanii, 

envolvendoas bases de dados da web PubMed, LILACS, SciELO, bem como livros-

texto, dissertações, teses e artigos contidos em suas referências no período de 2008 a 

2017, apresentadas na figura 1. Realizaram-se buscas através dos descritores 

“Sporothrix and parasite”, “Sporothrix and Acanthamoeba” utilizando filtros para 

língua portuguesa, inglesa e espanhola. Os artigos foram analisados pelo conteúdo do 

resumo e incluídos para esta revisão. Os estudos que envolviam Sporothrix e outros 

protozoários foram excluídos. Foi encontrado apenas um estudo com S. schenkii e A. 

castellanii.

Figura 1. Estratégias para localizar e selecionar as informações 

Fonte: autora 
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2.2 COMPLEXO Sporothrix schenckii 

 2.2.1 ASPECTOS HISTÓRICOS  

Em 1898, no Hospital John Hopkins nos Estados Unidos, foi diagnosticado o 

primeiro caso de esporotricose humana identificada por um fitopatologista, como 

pertencente ao gênero Sporotrichum (Schenk, 1898). Pesquisadores nos Estados 

Unidos, em 1900, comunicaram um segundo caso e o denominaram Sporotrichum 

schenckii (Hektoen: Perkins, 1900). Na França, em 1903, o fungo foi isolado e recebeu 

a denominação de Sporotrichum beurmanni, por diferenças daqueles isolados em 1898. 

Só em 1910, o fungo foi definido como Sporotrichum schenckii. Em 1921, os fungos 

isolados nos Estados Unidos e na França, foram considerados idênticos, sendo 

denominado como Sporothrix schenckii em 1963 (Antunes, 2004).  

Ao complexo Sporothrix schenkii, pertencem as espécies S. albicans, S. 

brasiliensis, S. globosa, S. schenckii stricto sensu, S. mexicana, S. luriei, S. 

brunneoviolacea, S. dimorphospora e S. pallida (Antunes, 2004; De Meyer et al., 2008). 

Os primeiros relatos de esporotricose no Brasil foram em 1907 na cidade de São Paulo, 

acometendo seres humanos e ratos, sendo a fase parasitária cultivada in vitro (Lutz: 

Splendore, 1907). No Rio Grande do Sul, dois casos de esporotricose em cães foram 

descritos em 1964 (Londero et al., 1964). 

2.2.2 EPIDEMIOLOGIA 

O complexo S. schenckii tem sido isolado do solo, água, insetos, matéria 

orgânica e em animais domésticos. A infecção ocorre através do contato com ferimentos 

com algum material contaminado com o fungo. Assim, algumas ocupações são 

predispostas para a infecção, tais como, o manejo rural, jardinagem, construção civil e 

médicos veterinários (Campbell, 1988; Lopes-Bezerra et al., 2006). Em algumas 

regiões, a caça a tatus, que culminam em arranhaduras e mordeduras sofridas pelo 

caçador também tem sido associadas à esporotricose (Alves et al., 2010). Na zona 

urbana, a zoonose ocorre, principalmente, pela transmissão dos felinos infectados aos 

seus donos, através de arranhaduras ou mordeduras (Schiappacasse et al., 1985; Fleury 

et al., 2001). 
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A esporotricose tem sido identificada nos cinco continentes, a maioria dos casos 

existentes na literatura são provenientes da América Central e América do Sul 

principalmente no México, Colômbia, Brasil e Peru, além do continente Africano 

(Pappas et al., 2000; Kovarik et al., 2008; Lopes-Bezerra et al., 2018). A esporotricose 

não é uma doença de notificação compulsória, desta forma na maioria dos países, os 

dados de incidência são gerados pelas publicações de casos clínicos (Barros et al., 

2011). No Brasil possuímos vários casos clínicos descritos na literatura (Da Rosa et al., 

2005). 

No Brasil o perfil epidemiológico de casos da esporotricose tem se modificado 

ao passar dos anos e a emergência de uma epidemia na zona urbana do estado do Rio de 

Janeiro comprova essa dinâmica (Silva et al., 2012). No Rio de janeiro os primeiros 

relatos da zoonose ocorreram em 1982 (Sperling, 1982).  No Rio Grande do sul, ROSA 

et al., 2005 realizaram uma análise em casos provenientes do hospital Santa Casa de 

Misericórdia de Porto Alegre de 1967 a 2002 mencionando 304 casos. A esporotricose 

no Rio Grande do Sul continua sendo a micose subcutânea mais prevalente no ser 

humano (Madrid et al., 2012). Atualmente ocorre uma epidemia de transmissão de casos 

de esporotricose sendo transmitidas de felinos para humanos no Rio de Janeiro (Boechat 

et al., 2018). 

2.2.3 MORFOLOGIA  

As espécies pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii apresentam-se em 

duas fases, a fase saprofítica, quando cultivada a 25ºC, apresenta-se em forma 

filamentosa, com hifas hialinas septadas, ramificadas e com conídios unicelulares 

(hialinos a demáceos) e a fase leveduriforme (parasitária) quando o fungo é cultivado a 

37ºC. Os conídios hialinos são ovoides e pequenos, já os conídios demáceos são 

ovoides e grandes com parede celular espessa (Chandler et al., 1980; Lacaz et al., 2002; 

Ramos-e-Silva et al., 2007). Figura 2 ilustra a morfologia de Sporotrix schenkii. 

Macroscopicamente as colônias da fase saprofítica apresentam-se na fase inicial 

com a coloração branca e progressivamente após a formação de conídios, a coloração 

muda, indo de marrom a negra. As colônias da fase parasitária são beges amareladas e 

com aspecto cremoso (Chandler et al.,1980; Lopez-bezerra et al., 2006; Madrid et al., 

2010). Vale ressaltar que Sporothrix schenckii possui grânulos de melanina que 
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auxiliam em sua sobrevivência no hospedeiro e no meio ambiente, além de fatores que 

aumentam sua patogenicidade como amostras resistentes à temperatura, enzimas 

extracelulares e diferentes constituintes da parede celular (Resende et al., 2001; Barros 

et al., 2010). 

 

Figura 2. Morfologia do complexo Sporotrix schenckii.  

Fonte: autora 

 

2.2.4 ESPOROTRICOSE  

A esporotricose é uma infecção benigna na pele e/ou no tecido subcutâneo, com 

a possibilidade de se espalhar para ossos e órgãos. As formas das manifestações clínicas 

em humanos associam-se com a via de infecção e estado imunológico do paciente 

(Torres-Rodriguez et al., 1993). Em alguns casos, a patologia inicia-se de forma 

sistêmica, originando-se no sistema pulmonar. A forma cutânea disseminada e 

extracutânea é a menos frequente na população, mas tem acometido pacientes 

imunocomprometidos (Howell: Toohey, 1998; Carvalho et al., 2002; Zaitz et. al., 
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2010). A esporotricose é uma doença curável na dependência da extensão da lesão e do 

tempo decorrido desde sua aquisição.  As formas mais raras são as viscerais com uma 

evolução rápida e que podem levar a óbito (Esteves et al.,1990).  

A figura 3 ilustra um caso de esporotricose linfocutânea, ocasionada pelo S. 

shenkii sctricto sensu, sendo a forma clínica mais comum da doença, acometendo cerca 

de 90% dos casos de esporotricose (Madrid et al., 2012; Lopes-Bezerra et al., 2018). 

 

Figura 3. Lesões de esporotricose, contendo nódulo seguindo o trajeto linfático 

ascendente (A) com placa verrucosa na mão direita, local inicial da infecção (B) 

(Vettorato et al., 2018). 

Atualmente o tratamento para esporotricose é limitado. Alguns medicamentos 

são utilizados para o tratamento da esporotricose, incluindo iodeto de potássio, 

itraconazol, terbinafina, fluconazol e anfotericina B. A escolha do fármaco é baseada na 

condição clínica do paciente, nas lesões cutâneas, nas interações medicamentosas, nos 

eventos adversos, e se há a presença de envolvimento sistêmico (Kohler et al., 2004). 
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2.3 Acanthamoeba castellanii 

Acanthamoeba castellanii é um protozoário pertencente ao grupo das amebas de 

vida livre. É um organismo cosmopolita encontrados no meio ambiente (solo, ar e água) 

e como comensal na orofaringe de humanos. Possuem comportamento anfizóico devido 

sua sobrevivência tanto como parasita em humanos e animais domésticos, quanto em 

vida livre (Larkin et al., 1990; Walochnik et al., 2002; Khan, 2003; Schuster e 

Visvesvara, 2004). Este gênero amebiano tem despertado interesse devido à 

possibilidade de causar infecções graves (Chan et al., 2011). Acanthamoeba spp. causa 

duas importantes patologias, sendo a de maior prevalência a ceratite amebiana (CA), 

infectando indivíduos imunocompetentes e a encefalite amebiana granulomatosa 

(EAG), acometendo principalmente indivíduos imunossupressos (Trabelsi et al., 2012). 

Acanthamoeba spp. consomem preferencialmente microrganismos ambientais 

(Aksozek, et al., 2002) dependente de expressão de enzimas hidrolíticas amebianas, tais 

como proteases, fosfolipases, lipases e DNases (Casadevall, 2008). Além disso, alguns 

microrganismos evoluíram para resistir à destruição por amebas de vida livre utilizando 

a capacidade de escapar da fagocitose e desenvolver-se no ambiente, ou sobreviver e 

multiplicar-se após a fagocitose no interior da ameba, mesmo após o encistamento da 

forma trofozoítica (Thomas et al., 2010). Assim, há a proliferação de microrganismos 

no meio ambiente devido a essa interação, ocasionando uma possível resistência do 

patógeno, podendo aumentar infecções em hospedeiros que estejam expostos.  

 

2.3.1 ASPECTOS HISTÓRICOS 

Os primeiros relatos sobre Acanthamoeba de que se tem conhecimento datam de 

1913 quando uma ameba nomeada Amoebae polyphagus foi isolada da poeira. Esta 

ameba foi renomeada em 1930 por Castellani através de um contaminante de leveduras, 

Acanthamoeba Castellanii. Em 1958, durante estudos para produção da vacina de 

poliomielite, houve o surgimento de um contaminante nas placas de cultivo celular, 

posteriormente identificados como cistos e trofozoítos de Acanthamoeba (Culbertson et 

al., 1958). Em 1971 ratos e macacos foram inoculados com esta ameba tendo sido 

constatada sua patogenicidade uma vez que os animais morreram de encefalite 

(Culbertson et al., 1958).  

No ano de 1972, foi registrado o primeiro caso humano de EAG por 

Acanthamoeba, caracterizado como infecção oportunista devido a saúde debilitada do 
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paciente. Em 1974, foi diagnosticado o primeiro caso de ceratite humana por 

Acanthamoeba no Reino Unido (Naginton et al., 1974). Diversos casos têm sido 

descritos no mundo, com estimativa de 200 casos de encefalite e 3000 de ceratite por 

Acanthamoeba (Yoder et al., 2012). 

 

2.3.2 MORFOLOGIA 

Os protozoários do gênero Acanthamoeba spp., durante seu ciclo de vida, podem 

apresentar-se sob duas formas: a trofozoítica e a cística (Riveira et al., 1987; Walochnik 

et al., 2002).  

 A forma trofozoítica é a de locomoção, reprodução e alimentação da ameba que 

no meio ambiente alimentam-se de algas, bactérias, fungos filamentosos e leveduras 

através da fagocitose. A ameba durante a fase cística resiste a condições ambientais, 

como mudanças extremas de temperatura e alguns agentes físicos, químicos e 

antimicrobianos (Aksozec et al., 2002; Khan, 2006). A forma cística da ameba pode 

apresentar-se viável e com sua patogenicidade conservada no ambiente por um longo 

período de tempo (Mazur et al, 1995; Khan, 2006). Os cistos de Acanthamoeba spp. 

apresentam formas distintas: estrelado, poligonal e arredondado (Pussard e Pons 1977).  

 

2.4 INTERAÇÃO ENTRE OS MICRORGANISMOS 

Amebas de vida livre não necessitam obrigatoriamente de um hospedeiro 

específico para sobrevivência (Casadevall, 2006). A falta de exigência de hospedeiro 

levanta questões fundamentais quanto à origem da virulência e da patogenicidade das 

FLA (Mylonakis et al., 2007; Casadevall e Pirofski, 2007) devido à grande diversidade 

de inter-relações entre amebas e microrganismos do solo, como fungos, bactérias ou 

vírus, sugerindo a existência de mecanismos distintos onde a virulência pode selecionar 

a interação entre os associados (Casadevall e Pirofski, 2001, Marciano-Cabral e Cabral, 

2003, Casadevall, 2006, Casadevall, 2008). 

Relações interespecíficas entre as AVL e fungos, demonstram o surgimento de 

características fúngicas, que poderiam promover a sua sobrevivência em mamíferos. 

Estudos com fungos sugerem que a virulência fúngica sofreu alterações por pressões 

seletivas do meio amebiano e do meio ambiente (Steenbergen, et al, 2001, Greub: 

Raoult, 2004; Schmitz-Esser et al., 2008). 
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A transição de leveduras a hifas em fungos dimórficos pode ser estimulada pela 

ameba em temperaturas anormais. A transição de hifas para levedura está associada à 

virulência em diversos fungos dimórficos e ocorre de forma normal quando a 

temperatura é alterada do ambiente (25ºC) ao hospedeiro mamífero (37ºC). Dessa 

forma, a indução pelas AVL à formação de hifas em temperatura ambiente, implica que 

essa nova característica pode ser consequência da seleção ambiental, como um 

mecanismo anti predação, como observado em estudo com Cryptococcus neoformans 

(Steenbergen et al. 2004). 

Van Waeyenbergheet al. (2013) descreveram que A. castellanii internaliza 

conídios de Aspergillus fumigatus, resultando na germinação intracelular do fungo ou 

na exocitose de conídios, sendo essa interação muito semelhante com a que ocorre entre 

A. fumigatus e macrófagos de mamíferos e de aves. Assim, as AVL comportam-se 

como intermediários do mundo microbiano, por abrigar e transportar microrganismos 

para dentro do animal protegendo-os do sistema imune do hospedeiro. Além disso, 

diversos estudos têm demonstrado a capacidade das AVL na seleção de características 

de virulência, além de contribuir na adaptação dos microrganismos aos macrófagos 

(Greub: Raoult, 2004; Siddiqui: Khan, 2012). 

 

. 
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3.  MARCO CONCEITUAL 

 Acanthamoeba castellanii, Sporothrix schenckii sensu stricto e Sporothrix 

brasiliensis podem coexistir no meio ambiente, acarretando relações interespecíficas 

entre os mesmos, que poderão influenciar na fagocitose e encistamento amebianos e na 

viabilidade dos microrganismos participantes da relação após o cocultivo in vitro.   

 

Figura 4. Marco conceitual sobre a interação entre Acanthamoeba castellanii, 

Sporothrix schenckii sensu stricto e Sporothrix brasiliensis. 

Fonte: autora 
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4. JUSTIFICATIVA  

 O desenvolvimento do projeto justifica-se pelo fato da interação entre S. 

schenckii sensu stricto, S. brasiliensis e A. castellanii não ter sido ainda elucidada. 

Sabe-se que este protozoário interage com outros microrganismos de modo a interferir 

em sua sobrevivência, como já verificado para outros fungos permitindo a sua 

transmissão para hospedeiros suscetíveis, além de serem capazes de aumentar sua 

virulência.  
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5.  OBJETIVOS  

5.1.  Objetivo primário 

Investigar as relações interespecíficas entre S. schenckii sensu stricto, S. 

brasiliensis e A. castellanii utilizando um modelo de cocultura.  

5.2.  Objetivos secundários 

- Avaliar a internalização de S. schenckii sensu stricto e S. brasiliensis por A. castellanii 

- Observar a viabilidade S. schenckii sensu stricto e S. brasiliensis após o contato com 

A. castellanii;  

- Determinar a viabilidade de A. castellanii após contato com células de S. schenckii 

sensu stricto e S. brasiliensis vivas ou inativadas e sobrenadantes da cultura de S. 

schenckii sensu stricto e S. brasiliensis. 

- Avaliar a influência de S. schenckii sensu stricto e S. brasiliensis no processo de 

encistamento de A castellanii. 
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6. MATERIAL E MÉTODO 

 

6.1.  Microorganismos  

A cepa de A. castellanii Neef (ATCC 30010) foi mantida em meio PYG (2% de 

protease peptona, 0,2% de extrato de levedo e 1,8% de glicose) em garrafas de cultivo 

(25cm²), à temperatura de 30°C. A contagem de células (1x10
5
 células/mL) foi realizada 

usando câmara de contagem de Fuchs-Rosenthal e a viabilidade avaliada por meio do 

corante de exclusão azul de tripan (0,3%).  Amostras clínicas de S. schenckii (ATCC 

201679) e de S. brasiliensis (ATCC 201681), foram cultivadas em meio Ágar batata, 

para a indução da formação de conídios, por 7 dias a 25°C, após, foi realizada uma 

suspensão de esporos (1x10
5
 células/mL) da amostra, quantificada em câmara de 

Neubauer. 

 

6.2.  Índice de Fagocitose 

A avaliação da internalizarão dos conídios pela ameba foram determinadas 

através do índice de fagocitose em quatro intervalos de tempo (2, 4, 6 e 8h). Os 

trofozoítos foram semeados em microplacas de 96 poços em PBS e incubados por 2h a 

30°C, para aclimatação e a aderência de A. castellanii na placa. Os conídios de S. 

schenckii e S. brasiliensis foram adicionados aos poços, na proporção de 1:1 (1x10
5
 

células/mL). Após 2, 4, 6 e 8h de incubação, a cocultura foi ressuspendida, e o número 

amebas contado em câmara de Fuchs-Rosenthal. Três poços do cocultivo de 

Acanthamoeba com as diferentes espécies de Sporothrix foram usados para determinar 

o índice de fagocitose, definido como o número de amebas com conídios internalizados 

em razão do total de amebas. Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidas 

três vezes. 

 

6.3. Viabilidade de Sporothrix schenckii e Sporothrix brasiliensis  

100μL de uma suspensão (1x10
5
 células/mL) de amebas em PBS foi colocada 

em microplaca de 96 poços e incubada a 30°C por 2h. Foram adicionados 100μL de 

suspensões 1x10
5
 de conídios (S. schenckii e S. brasiliensis) aos poços com as amebas e 

o cocultivo foi analisado por 24, 48, 72 e 96h. Como controle, os conídios foram 

incubados em PBS. A cada intervalo de tempo, a contagem fúngica foi realizada 
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diluindo-se cada uma das amostras e inoculando-se em placas de ágar saboraud dextrose 

por 48h à 30ºC para contagem das unidades formadoras de colônias (UFCs). 

 

6.4. Determinação de viabilidade de Acanthamoeba castellanii 

100 μL da suspensão amebiana em PYG (1x10
5
 células/mL) foram semeados em 

microplaca de 96 poços e as amebas foram mantidas a 30°C por 2h. Após foram lavadas 

2x com PBS. Foram adicionados separadamente aos poços: 100 μL de PBS como 

controle, 100 μL conídios de S. schenckii (vivos e inativados), 100 μL de S. brasiliensis 

(vivos e inativados), 100 μL do sobrenadante da cultura do fungo e incubados à 30°C 

por 24, 48, 72, 96h. Todos os testes foram realizados em triplicata e repetidos três 

vezes.  Os conídios utilizados foram inativados por aquecimento (60°C por 3h) e o  

sobrenadante da cultura fúngica foram obtido a partir de uma suspensão dos fungos em 

PBS (1x10
5
 células/mL) incubados por 72h a 30°C, em seguida a suspensão foi 

centrifugada à 600 x g por 10 min e filtrada em membrana de 0,22μm. A viabilidade 

amebiana foi determinada em câmara de Fuchs-Rosenthal utilizando-se o corante vital 

azul de tripan 0,3%. 

 

6.5. Influência de S. schenckii e S. brasiliensis no processo de 

encistamento de A. castellanii 

Em uma placa de 96 poços foram colocados 100 μL de uma suspensão 10
5
 

células mL-1    de trofozoítos de A. castellanii. Após 30 min foram adicionados, em 

poços separados, 100 μL de suspensões de conídios (1x10
5
 células/mL) de S. Schenckii 

e S. brasiliensis e incubados a 30°C por 96h. Como controle, foram usadas amebas em 

tampão PBS. Após a incubação, o número de trofozoítos e cistos foram determinados 

em câmara de contagem de Fuchs-Rosenthal. Os dados foram expressos como 

percentagem de encistamento, isto é, o número de cistos em razão do número total de 

amebas. 

 

6.6.  Análise estatística 

 Os dados foram analisados usando-se o programa PAST (verson 3.21) usando a 

significância estatística definida de p < 0,05. Na determinação do índice de fagocitose 

foram utilizados o teste ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey. A diferença 

entre as medidas de viabilidade amebiana e fúngica foram analisadas pela análise da 
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variância (ANOVA) de duas vias, seguido pelo pós-teste de Bonferroni. A análise do 

processo de encistamento das amebas foi realizada através do teste t de Student. 
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ABSTRACT 

Sporotrichosis is a worldwide zoonotic subcutaneous mycoses, caused by species of the 

fungal Sporothrix schenckii complex. The protozoa from genus Acanthamoeba are 

widely distributed in the environment (soil, water and air), and some species may be 

pathogenic and/or opportunistic. These organisms coexist in the same environment, 

which may result in some interspecific changes. The aim of our study was to verify the 

profile of interaction between S. schenckii sensu stricto and S. brasiliensis and A. 

castellanii by an in vitro model of co-culture as a modulator factor of both 

microorganisms intrinsic characteristics. In order to do so, the phagocytosis index of S. 

schenckii sensu stricto and S. brasiliensis by A. castellanii; the S. schenckii sensu stricto 

and S. brasiliensis viability after contact with A. castellanii; the amoeba viability after 

contact with the fungus; and the influence of S. schenckii sensu stricto and S. 

brasiliensis in encystment process of A. castellanii were performed. The analyses 

indicated that S. schenckii and S. brasiliensis have suffered phagocytic events by A. 

castellanii. Results also showed that there was no significant increase in fungal 

replication in the presence of amoebae and there was no change in the viability of 

amoebas in co-culture with fungi.Our results were obtained through in vitro assays, 

which make possible the absence of these results in vivo, so there is a need for studies 

with co-infection in vivo in order to have a thorough understanding of this relationship. 

Keyword: Acanthamoeba castellanii, Sporothrix schenckii sensu stricto and Sporothrix 

brasiliensis, co-culture, interaction. 
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Introduction  

Sporotrichosis is a subcutaneous or chronic mycoses caused by traumatic 

infection by dimorphic fungi of Sporothrix schenckii complex (Guarro et al., 1999; 

Barros et al., 2001; Barros et al, Schubach et al., 2004, Marimon et al., 2008) with 

worldwide distribution, mainly in tropical regions. The majority of described cases is 

from Central America and South America, mainly Mexico, Colombia, Brazil and Peru, 

in addition to the African continent (Pappas et al., 2000; Kovarik et al., 2008). In South 

America, the majority of described cases are from Brazil (Lopes et al., 1999), being the 

subcutaneous mycoses the form of higher incidence in Rio Grande do Sul State (Da 

Rosa et al., 2010; Vettorato et al., 2017) 

Free-living amoebae are opportunistic/pathogenic protozoan found in nature. 

They present four genera able to causing human infection: Acanthamoeba, Naegleria, 

Balamuthia and Sappinia (Riveira et al., 1987; Schuster; Visvesvara, 2004; Visvevara et 

al., 2007), the Acanthamoeba is the one of a higher prevalence. This protist presents two 

stages on its life cycle: the vegetative trophozoite and the resistant cyst (Nunes et al., 

2014) and it feeds on bacteria, yeasts, and algae. Although some microorganisms are 

resistant and can survive after internalization and others are able to replicate inside 

trophozoites (Khan, 2006; Visvesvara et al., 2007). Thus, interactions between amoebae 

and micro-organisms are reported and depend on its features, which can bring benefits 

or detriments (Sandstrom et al., 2011; Van Waeyeenberghe et al., 2014; Guimaraes et 

al., 2016) that can occur naturally, as well as in vitro. Therefore this study aimed to 

investigate the interspecific relationships between A. castellanii and S. schenckii and S. 

brasiliensis using a co-culture model in addition to evaluating the changes related to 

factors inherent to the organisms. 

 

Material and Method 

Microorganisms 

A. castellanii Neef strain (ATCC 30010) was maintained in PYG medium (2% protease 

peptone, 0.2% of yeast extract and 1.8% glucose) supplemented with streptomycin and 

penicillin in culture flasks (25cm
2
), at a temperature of 30°C. Cells counting (1x10

5
 

cells/mL) were performed using a Fuchs-Rosenthal counting chamber and the viability 

assessed by trypan blue exclusion dye method (0.3%).  Clinical samples of S. schenckii 
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(ATCC 201679) and S. brasiliensis (ATCC 201681), identified by molecular methods 

were grown in tubes containing potato agar, for conidia formation induction, for 7 days 

at 25°C, following, a spore suspension was performed (1x10
5
 cells/mL), measured in 

Neubauer chamber. 

 

The phagocytosis index 

Conidia internalization by amoebae were determined through the phagocytosis index in 

four time points (2, 4, 6 and 8 h). Trophozoites were seeded in 96 wells microplates 

with PBS and incubated for 2h at 30°C, for acclimation and adhesion of A. castellanii 

on the plate. Conidia of S. schenckii and S. brasiliensis were added to the wells at a ratio 

of 1:1 (1x10
5
 cells/mL). After 2, 4, 6 and 8 h of incubation, the co-culture was 

resuspended and the number of amoebae was counted in Fuchs-Rosenthal chamber. 

Three wells of Acanthamoeba co-culture with different Sporothrix species were used to 

determine the phagocytosis index, defined as the number of amoebae with internalized 

conidia by the reason of the total number of amoebae. Images of trophozoites 

phagocyting conidia were taken using a Olympus BX41 microscope (Olympus 

America). The assays were carried out in triplicate and repeated three times. 

 

Viability of Sporothrix schenckii and Sporothrix brasiliensis  

A volume of 100 μl of amoebae suspension in PBS (1x10
5
 cells/mL) was placed in a 96-

well microplate and incubated at 30°C for 2h. Then, 100 μl of conidia suspension 

(1x10
5
 - S. schenckii and S. brasiliensis) were added to the wells with amoebae and the 

co-culture was analyzed for 24, 48, 72 and 96 h. As control, the conidia were incubated 

in PBS. In each time point, fungal count was performed by diluting each of the samples 

and inoculating it into Saboraud dextrose agar Petri plates for 48 hours at 30° C to count 

colony forming units (CFU). 
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Acanthamoeba castellanii viability determination 

It was seeded 100 μl of the amoeba-PYG suspension (1x10
5
 cells/mL) in 96-well 

microplate and the amoebae were kept at 30°C for 2h. After, it was washed 2 times with 

PBS. It were added separately to the wells: 100 μl of PBS as a control, 100 μl of S. 

schenckii conidia (alive and inactivated), 100 μl of S. brasiliensis (alive and 

inactivated), 100 μl of fungal supernatant culture and incubated at 30°C for 24, 48, 72, 

96 h. All assays were performed in triplicate and repeated three times.  The conidia 

were inactivated by heating (60°C for 3h) and the supernatant of the yeast culture was 

obtained from a suspension of fungi in PBS (1x10
5
 cells/mL) incubated for 72h at 30°C, 

then the suspension was centrifuged at 600 x g for 10 min and filtered through a 0.22 

µm membrane. Amoeba viability was determined with a Fuchs-Rosenthal chamber 

using the dye vital trypan blue stain at 0.3%. 

 

The influence of S. schenckii and S. brasiliensis in A. castellanii 

 encystment process. 

In a 96-well plate were placed 100 µL of A. castellanii trophozoites suspension of 10
5
 

cells/mL. After 30 min were added, in separated wells, 100 μl of S. schenckii and S. 

brasiliensis conidia suspension (1x10
5
 cells/mL) and incubated at 30°C for 96 h. As a 

control, amoeba in PBS buffer was used. After incubation, the number of trophozoites 

and cysts were determined in Fuchs-Rosenthal chamber. The data were expressed as 

encystment percentage, that is, the number of cysts in the ratio of the total number of 

amoebae. 

 

Statistical analysis 

Data were analyzed using the software PAST (version 3.21) with the statistical 

significance of p < 0.05. For the phagocytosis index determination, one way ANOVA 

was performed, followed by the Tukey test. The difference between amoeba and fungal 

viability was analyzed by two-way ANOVA followed by Bonferroni post-test. The 

analysis of amoeba encystment process was performed by Student's t-test. 

 

Results 

The phagocytosis index 
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The phagocytosis index for A. castellanii in co-culture with S. schenckii and S. 

brasiliensis was determined in optical microscope. The co-culture was examined at 2, 4, 

6 and 8 h, evidencing the occurrence of a higher phagocytosis index in 2h of interaction 

between the microorganisms, as demonstrated in Figure 1. Amoebae lysis events and 

fungal conidia release were observed over time (data not shown) (Fig 2). 

 

  

Figure 2. Representation of A. castellanii with internalized conidia of S. brasiliensis and 

the trophozoite lysis. (A) The A. castellanii with internalized conidia of S. brasiliensis, 

(B) and (C) the trophozoite lysis per conidia of S. brasiliensis. 

 

 

 

A              6 µm B                        6 µm C                       6 µm 
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Figure 1. Phagocytosis of S. schenckii and S. brasiliensis by the strain Neff. The index 

was calculated by counting the number of amoebae with internalized conidia in ratio of 

the total number of amoebae. Different letters (a) and (b) represent significant 

differences  (p<0.05). 

 

Viability of S. schenckii and S. brasiliensis after co-culture with A. castellanii 

The viability of S. schenckii and S. brasiliensis after co-culture with A. 

castellanii verified by counting of the CFU remained the same for the control and the 

tests at different time points, except for 72 h where the viability was significantly higher 

for S. brasiliensis in contact with amoebae in relation to the control (figure 3). 

 

 

Figure 3. S. schenckii sensu sctricto and S. brasiliensis viability after co-culture with A. 

castellanii. (*p<0.05). 

 

Amobae viability after co-culture with S. schenckii sensu sctricto and S. brasiliensis 

The viability of A. castellanii in co-culture with S. schenckii and S. brasiliensis 

was measured using trypan blue dye. The co-culture was quantified in 24, 48, 72 and 96 

hours showing no significant decrease in amoeba viability through time as seen in figure 

4A and 4B, which was also observed in the control. 

 



 
37 

 

 

Figure 4A. Viability of A. castellanii in the presence of S. schenckii, with fungal 

culture supernatant and inactivated S. schenkii. p<0.05  

 

 

Figure 4B. Viability of A. castellanii in the presence of S. brasiliensis, with 

fungal culture supernatant and inactivated S. brasiliensis. p<0.05  

 

Encystment of A. castellanii in co-culture with S. schenckii and S. brasiliensis 
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The encystment was determined by counting cysts after 96 h of co-culture, it did 

not show significant difference, as shown in figure 5.  

 

Figure 5. Encystment process of A. castellanii in the presence of S. schenckii and S. 

brasiliensis and compared with control p<0.05. 

 

Discussion  

There are few studies about interactions between A. castellanii and Sporothrix 

schenckii complex species. The coexistence of these organisms in the environment 

stimulates research with interspecific relationships. In this study, we investigated the 

interaction between A. castellanii and two Sporothrix species (S. schenckii and S. 

brasiliensis). 

To perform the assays it was used a saline buffer following the methodology 

developed by Steenbergen et al. (2004), this solution does not promote any of the 

microorganisms because it does not contain nutrients, indicating that the occurrences 

would be due to the interaction between the microorganisms. Studies about interactions 

between amoebae and microorganisms made by several authors suggest the ability of 

organisms are benefiting from amoebae nutrients to survival (Greub and Ranoult. 2004; 

Khan, 2006; Salah et al., 2009; Siddiqui; Khan, 2012). Investigating the phagocytosis 

index, we found that S. schenckii and S. brasiliensis are phagocytized by A. castellanii 

and this index is significantly higher for S. schenckii in the first two hours compared to 

S. brasiliensis. This behavior can probably be due to higher virulence of that species, 

what was proven by Stopiglia et al. (2014). S. brasiliensis has reached a similar 

phagocytosis index of after 4 hours of co-culture. In a study by Steenbergen et al. 
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(2004), phagocytosis was observed for S. schenkii sensu stricto, however the index 

found by the authors was approximately 80% at a temperature of 37°C after 2h of 

observation, while in our assays the phagocytic event ranged between 6 to 8% in the 

analyzed period, but the temperature used was 30°C.  According to some authors 

(Hogan et al., 1996; Lacerda, 2010), the thermotolerance is an important factor related 

to virulence, showing a correlation with the clinical forms of the mycoses, whereas 

isolates unable to grow at temperatures above 37°C would be associated with the 

cutaneous mycoses, thermotolerant isolated would be able to develop in internal organs. 

Our result meets this idea by pointing out that high virulence showed by fungus would 

have a direct influence on amoeba phagocytic ability. 

 Contradicting previous studies describing that fungi are used as nutrients to 

amoebae (Lin et al., 2009), our study showed that there was a significant increase in 

conidia and hyphae count after 72h of co-culture of S. brasiliensis and that occurred 

amoeba lysis after fungal internalization, indicating that fungi probably used amoebae 

as nutritional source. In this way, it is possible to say that nutrients from protozoan 

growth or cell lysis have been used for fungal replication, what was also observed by 

other authors (Yli-Pirilä et al., 2006; Rizzo et al., 2017). Our results corroborate with 

those of Nunes et al. (2016) which has been conducted with another fungus species, 

Fusarium solani, demonstrating that A. castellanii strains induced an increase of conidia 

and hyphae, suggesting that amoeba may have served as a nutritional source and 

secreted nutrients aiding in fungi growth. 

In our study, similarly to what was observed by Nunes et al. (2016), no significant 

difference was found in encystment process of A. castellanii in the presence of 

Sporothrix species. This possibly occurred due to the lack of nutrients in the medium 

used in the experiment (PBS), corroborating with other studies that describe that free-

living amoebae encyst in unfavourable conditions, such as lack of nutrients (Panjwani, 

2010; Bowers and Korn, 1969). According to Panjwani (2010) “a cyst” is formed when 

a trophozoite is in adverse conditions, such as exposure to biocides agents, nutrients 

scarcity, high temperature and hyperosmolarity. 

 Unlike previous studies, in which amoeba of the genus Acanthamoeba have 

suffered significant decrease in cell viability in co-culture with other microorganisms 

(Yli-Pirilä et al., 2006; Van Waeyenberg et al., 2013), in our study the presence of 

fungal elements (alive and inactivated fungi and fungal culture supernatant) did not 
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affect it viability. Similar results were obtained by Nunes et al. (2010), who did not 

found a significant increase in amoeba growth in presence of alive or inactivated fungal.  

Our analyses indicated that S. schenckii and S. brasiliensis have suffered 

phagocytic events by A. castellanii. Our results showed that there was no significant 

increase in fungal replication in the presence of amoeba and there was no change in the 

viability of amoebas in co-culture with fungi. Our results were obtained in vitro and 

may not demonstrate the same behavior in vivo, being required in vivo studies with co-

infection in order to have a thorough understanding of this interaction. 
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9.  CONSIDERAÇÕES FINAIS 

Em síntese, nossas análises indicaram que S. schencki e S. brasiliensis sofreram eventos 

fagocíticos por A. castellanii. Os resultados não demonstraram aumento significativo da 

replicação fúngica na presença da ameba e nem diminuição da viabilidade amebiana em 

cocultura com ambos os fungos. Porém, os resultados foram obtidos através de testes in 

vitro, sendo necessários estudos com a coinfecção in vivo para confirmação desta 

hipótese. É importante ressaltar que nossos resultados foram obtidos através de testes in 

vitro, comportamento que pode não se refletir in vivo. Portanto, estudos relativos a esta 

coinfecção in vivo são necessários para entendermos completamente esta relação. 
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10. ANEXOS E/OU APÊNDICES 

 

ANEXO: STROBE checklist  - 

STROBE Statement—checklist of items that should be included in reports of observational studies 

  Item  No   Recommendation 

Titleand abstract  1 

(a) Indicate the study’s design with a 

commonly used term in the title or the 

abstract (pág.4 e 5)  

  

(b) Provide in the abstract an informative 

and balanced summary of what was done 

and what was found (pág.4 e 5)  

Introduction                                                                       pág. 9 

Background/rationale   

Explain the scientific background and 

rationale for the investigation being 

reported (pág. 9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 

17, 18, 19 and 20)  

Objectives 3 
State specific objectives, including any 

prespecified hypotheses (pág . 21)  

Methods                              6                                            (pág. 22, 23 and 24) 

Article 8 
(pág. 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 

42, 43, 44) 
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