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1. INTRODUÇÃO

A esporotricose é uma micose de inoculação subcutânea que afeta humanos
e animais, e é caracterizada como uma zoonose (Bonifaz e Tirado-Sánchez,
2017). É uma doença negligenciada e emergente entre seres humanos e animais.
Segundo Rabelo et. al 2020 a esporotricose atualmente é considerada a mais
frequente micose subcutânea na América Latina. No Brasil é um grave problema
de saúde pública e a maior epidemia zoonótica já registrada (GREMIÃO et al.,
2017).

É causada por fungos do complexo Sporothrix, que compreende diversas
espécies, as que causam doença pertencem ao clado patogênico que inclui S.
brasiliensis, S. mexicana, S. globosa, S. schenckiie S. luriei., sendo S. brasiliensis
e S. schenckii as de maior interesse clínico para cães e gatos (THOMSON et al.,
2019; VIANA et al., 2018). No Brasil a espécie mais importante e prevalente é o S.
brasiliensis (GREMIÃO et al., 2017).

Destes, S. brasilensis, e S. schenckii são considerados altamente virulentos,
provavelmente pela maior expressão de melanina, urease e proteases
(Almeida-Paes et al., 2015). As espécies de Sporothrix diferem no seu potencial
patogênico, na sua distribuição geográfica, na sua suscetibilidade à fármacos e
outros compostos de bioprospecção e principalmente é de conhecimento que
todas as espécies são reportadas no Brasil (Rodrigues et al., 2014b; Rodrigues et
al., 2013b).

Assim, o presente trabalho tem como objetivo identificar molecularmente, por
meio da técnica da PCR, as principais espécies de Sporothrix circulantes no Sul
do Rio Grande do Sul, visto que essa é uma das regiões com grande casuística
de esporotricose, traçando assim um perfil epidemiológico na região.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido no Centro de Diagnóstico e Pesquisa em
Micologia Veterinária (Micvet), e no Laboratório de Biologia Molecular Veterinária
(LabMol-Vet), ambos laboratórios da Faculdade de Veterinária da Universidade
Federal de Pelotas. Foram utilizadas cepas de Sporothrix spp. armazenadas na
micoteca do Micvet, isoladas de casos de esporotricose em felinos e canino
naturalmente infectados e provenientes de diversos municípios da região sudeste
do estado do Rio Grande do Sul. As células fúngicas foram isoladas diretamente
de lesões de pele, mucosas e órgãos e cultivadas em duplicata em Ágar



Mycosel® (DifcoLaboratorios, Detroit, Michigan) e Agar Sabouraud dextrose
(DifcoLaboratorios, Detroit, Michigan) incubadas em temperaturas de 25ºC e
37ºC. Posteriormente à identificação fenotípica como Sporothrix spp. os isolados
foram repicados em PDA (Agar potato dextrose - DifcoLaboratorios, Detroit,
Michigan) e mantidos na micoteca. Esses isolados estocados na micoteca foram
repicados em meio Agar Sabouraud dextrose e posteriormente realizada a
extração do DNA para identificação molecular das espécies.

O DNA genômico dos isolados de Sporothrix spp. foi extraído diretamente de
colônias miceliais por meio da técnica de extração de RNA/DNA por Brazol,
técnica otimizada do popular método passo-único, baseado na metodologia
desenvolvida por Chomczynski & Sacchi. Foi utilizado 100 ul de amostra para 333
ul de Brazol, agitado em vortex por 30 segundos e deixado em temperatura
ambiente por 5 minutos Após foi adicionado 250ul de clorofórmio gelado, agitado
novamente por aproximadamente 2 minutos e centrifugado a 10.000 rpm por 20
minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo microtubo contendo 500 l
de etanol absoluto gelado, agitado gentilmente por inversão por 2 minutos e
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado por
aspiração com cuidado deixando o pellet, este foi lavado com etanol 70%,
homogeneizado por inversão e novamente centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos. O conteúdo do sobrenadante é desprezado mais uma vez, o excesso de
álcool restante no microtubo foi seco e o pellet foi dissolvido em tampão TE 1x
estéril. A amostra foi quantificada quanto a sua concentração final de ácidos
nucléicos através de leitura em espectrofotômetro estando após pronta para a
amplificação.

O DNA obtido a partir das amostras foi amplificado pela reação de
polimerização em cadeia (PCR) usando primers espécie-específico para de
acordo com a região-alvo a ser amplificada (Saiki et al., 1988). As reações foram
preparadas em volume final de 100 µL (0,2 mM de dNTPs, 1 U de Taq DNA
Polimerase, 3,5 mM MgCl2, tampão 1X, 0,2 pmol de cada primer). Realizadas em
termociclador sob as seguintes condições: desnaturação inicial de 94 °C por 5
minutos, seguida de 30 ciclos de 94 °C por 1 minuto; anelamento a 55 °C por 1
minuto e extensão de 72 °C por 1 minuto; com extensão final de 72 °C por 10
minutos. Os produtos da amplificação (10 µL) acrescidos de 1µL de tampão de
corrida 5X foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 2%, em TBE 1X
(45 mM Tris, 4.5 mM ácido bórico, 1 mM EDTA dissódico, pH 8,3) e corados com
brometo de etídio, durante 40 min a 100 v e visualizado em luz ultravioleta
gerando bandas distintas para as espécies S. brasiliensis, S. schenckii, S.
mexicana, S. luriei e S. globosa permitindo assim a diferenciação.

3. RESULTADOS E DISCUSSÃO

Foi realizada a análise de 36 amostras, destas 30/36 (83,3%) foram
caracterizadas molecularmente como S. brasiliensis e 6/36 (16,6%) se
apresentaram negativas para a espécie. Destes isolados caracterizados
molecularmente 21/30 (70%) pertenciam a gatos e 9/30 (30%) a cães. Em relação
aos negativos para a espécie 5/6 (83,3%) eram provenientes de felinos e 1/6
(16,6%) de caninos. Para os isolados negativos para S. brasiliensis, as demais
espécies patogênicas serão testadas.

Os resultados vêm de encontro com outros estudos, demonstrando que S.
brasiliensis é a espécie predominante em epizootias no país (BOECHAT et al.,
2018; MACÊDO-SALES et al., 2018; DE CARVALHO et al., 2021a). Sporothrix



brasiliensis tem sido descrita como uma espécie emergente, altamente
patogênica para o ser humano e animais, apresentando uma distribuição
geográfica predominante no Brasil (BOECHAT et al., 2018). Embora a espécie S.
brasiliensis seja a principal encontrada em animais, a grande maioria dos isolados
ainda não foi caracterizada molecularmente, sendo assim a quantidade de
isolados caracterizados ainda não é representativa da casuística.

Segundo Arrillaga-Moncrieff et al. (2009) S. schenckii pode ser considerada
a segunda espécie com maior distribuição mundial, tendo sido relatados casos em
seres humanos e animais no continente Americano, Europa, África do Sul e Ásia
(MOUSSA et al., 2017; OLIVEIRA, M. et al., 2011). Em relação ao S. globosa em
animais, apenas um isolado de felino originário do Japão foi caracterizado
(MOUSSA et al., 2017) e tal espécie ainda não foi descrita em cães. O Sporothrix
luriei é uma espécie rara, tendo sido isolada em casos humanos na África do Sul
(MARIMON et al.,2008a) e Índia (PADHYE et al., 1992), e em um canino no Brasil
(OLIVEIRA, D. et al., 2011).

4. CONCLUSÕES

Conclui-se então que a maioria dos isolados foram de S. brasiliensis, indo de
acordo com estudos prévios já realizados, demonstrando assim que estudos de
epidemiologia molecular, apesar de ainda escassos, são importantes para melhor
compreensão do perfil das espécies que circulam por cada região.
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