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1. INTRODUGAO

A esporotricose € uma micose de inoculagao subcutanea que afeta humanos
e animais, e € caracterizada como uma zoonose (Bonifaz e Tirado-Sanchez,
2017). E uma doenga negligenciada e emergente entre seres humanos e animais.
Segundo Rabelo et. al 2020 a esporotricose atualmente é considerada a mais
frequente micose subcutanea na América Latina. No Brasil € um grave problema
de saude publica e a maior epidemia zoondtica ja registrada (GREMIAO et al.,
2017).

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

Destes, S. brasilensis, e S. schenckii sdo considerados altamente virulentos,
provavelmente pela maior expressdo de melanina, urease e proteases
(Almeida-Paes et al., 2015). As espécies de Sporothrix diferem no seu potencial
patogénico, na sua distribuicdo geografica, na sua suscetibilidade a farmacos e
outros compostos de bioprospeccdo e principalmente € de conhecimento que
todas as espécies sao 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 € uma das regides com grande casuistica
de esporotricose, tragando assim um perfil epidemiolégico na regido.

2. METODOLOGIA

O trabalho foi desenvolvido no Centro de Diagnéstico e Pesquisa em
Micologia Veterinaria (Micvet), e no Laboratério de Biologia Molecular Veterinaria
(LabMol-Vet), ambos laboratorios da Faculdade de Veterinaria 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 municipios da regiao sudeste
do estado do Rio Grande do Sul. As células fungicas foram isoladas diretamente
de lesdes de pele, mucosas e 6rgdos e cultivadas em duplicata em Agar



92 SEMANA

INTEGRADA XXV ENPOS — ENCONTRO DE POS-GRADUAGAO
UFPEL 2023

Mycosel® (DifcoLaboratorios, Detroit, Michigan) e Agar Sabouraud dextrose
(DifcoLaboratorios, Detroit, Michigan) incubadas em temperaturas de 25°C e
37°C. Posteriormente a identificagao fenotipica 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
extragdo do DNA para identificagdo molecular das espécies.

O DNA gendmico dos isolados de Sporothrix spp. foi extraido diretamente de
colénias miceliais por meio da técnica de extragdo de RNA/DNA por Brazol,
técnica otimizada do popular método passo-unico, 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 Apos foi adicionado 250ul de cloroférmio 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 |
de etanol absoluto gelado, agitado gentilmente por inversédo por 2 minutos e
centrifugado a 10.000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi desprezado por
aspiracdo com cuidado deixando o pellet, este foi lavado com etanol 70%,
homogeneizado por inversdo e novamente centrifugado a 10.000 rpm por 10
minutos. O conteudo do sobrenadante é desprezado mais uma vez, o excesso de
alcool restante no microtubo foi seco e o pellet foi dissolvido em tamp&o TE 1x
estéril. A amostra foi quantificada quanto a sua concentracido final de acidos
nucléicos através de leitura em espectrofotbmetro estando apds pronta para a
amplificacao.

O DNA obtido a partir das amostras foi amplificado pela reagcdo de
polimerizagdo em cadeia (PCR) usando primers espécie-especifico para de
acordo com a regiao-alvo a ser amplificada (Saiki et al., 1988). As reagdes foram
preparadas em volume final de 100 pL (0,2 mM de dNTPs, 1 U de Tag DNA
Polimerase, 3,5 mM MgCI2, tampé&o 1X, 0,2 pmol de cada primer). Realizadas em
termociclador sob as seguintes condigbes: desnaturagao 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 extensdo de 72 °C por 1 minuto; com extensao final de 72 °C por 10
minutos. Os produtos da amplificacdo (10 yL) acrescidos de 1uL de tampao de
corrida 5X foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 2%, em TBE 1X
(45 mM Tris, 4.5 mM acido bérico, 1 mM EDTA dissddico, pH 8,3) e corados com
brometo de etidio, 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 diferenciacao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi realizada a analise 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 cées. Em relagao
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 patogénicas serao testadas.

Os resultados vém de encontro com outros estudos, demonstrando que S.
brasiliensis € a espécie predominante em epizootias no pais (BOECHAT et al.,
2018; MACEDO-SALES et al., 2018; DE CARVALHO et al., 2021a). Sporothrix
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brasiliensis tem sido descrita como uma espécie emergente, altamente
patogénica para o ser humano e animais, apresentando uma distribuicao
geografica predominante no Brasil (BOECHAT et al., 2018). Embora a espécie S.
brasiliensis seja a principal encontrada em animais, a grande maioria dos isolados
ainda ndo foi caracterizada molecularmente, sendo assim a quantidade de
isolados caracterizados ainda néo é representativa da casuistica.

Segundo Arrillaga-Moncrieff et al. (2009) S. schenckii pode ser considerada
a segunda espécie com maior distribuigdo mundial, tendo sido relatados casos em
seres humanos e animais no continente Americano, Europa, Africa do Sul e Asia
(MOUSSA et al., 2017; OLIVEIRA, M. et al., 2011). Em relagdo ao S. globosa em
animais, apenas um isolado de felino originario do Japao foi caracterizado
(MOUSSA et al., 2017) e tal espécie ainda nao foi descrita em caes. O Sporothrix
luriei € uma espécie rara, tendo sido isolada em casos humanos na Africa do Sul
(MARIMON et al.,2008a) e india (PADHYE et al., 1992), e em um canino no Brasil
(OLIVEIRA, D. et al., 2011).

4. CONCLUSOES

Conclui-se entdo que a maioria dos isolados foram de S. brasiliensis, indo de
acordo com estudos prévios ja realizados, demonstrando assim que estudos de
epidemiologia molecular, apesar de ainda escassos, sdo importantes para melhor
compreensao do perfil das espécies que circulam por cada regiao.
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