..

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM CIENCIAS
FARMACEUTICAS

@

DANIELLE BARRETO DE ALMEIDA

Diagnostico de Esporotricose: Reacgdes de Deteccdo (PCR) e Diferenciacdo (PCR-

RFLP) de Espécies de Sporothrix spp.

MANALUS - AM
2025



©

PPGCF

DANIELLE BARRETO DE ALMEIDA

Diagnostico de Esporotricose: Reacdes de Deteccdo (PCR) e Diferenciacdo (PCR-

RFLP) de Espécies de Sporothrix spp.

Dissertagdo apresentada ao Programa de Pos-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amazonas, para a
obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias

Farmacéuticas.

Orientador: Prof. Dr. Jodo Vicente Braga de
Souza.
Coorientador: Prof? Dre. Flavia da Silva

Fernandes.

MANALUS - AM
2025

“LRDERAL o
G
“ *)"u
& N 3
i #



Ficha Catalogréfica

Elaborada automaticamente de acordo com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).

Ad4rd Almeida, Danielle Barreto de
Diagnéstico de esporotricose: reaces de deteccdo (PCR) e diferenciaco
(PCR-RFLP) de espécies de sporothrix spp. / Danielle Barreto de Almeida.
- 2025.
70f. :il., color. ; 31 cm.

Orientador(a): Jodo Vicente Braga de Souza.

Coorientador(a): Flavia da Silva Fernandes.

Dissertacéo (mestrado) - Universidade Federal do Amazonas, Programa
de P6s-Graduacéo em Ciéncias Farmacéuticas, Manaus - Am, 2025.

1. Sporothrix. 2. Diagnéstico molecular. 3. PCR. 4. Extracdo de DNA. 5.
Amazodnia. |. Souza, Jodo Vicente Braga de. I1. Fernandes, Flaviada Silva.
I11. Universidade Federal do Amazonas. Programa de P6s-Graduagéo em
Ciéncias Farmacéuticas. V. Titulo




“DIAGNOSTICO DE ESPOROTRICOSE: REACOLS DE DETECGAO (PCR) E
DIFERENCIACAQ (PCR-RFLP) DE ESPECIES DE SPOROTHRIX SPP."

DISCENTE: DANIELLE BARRETO DE ALMEIDA

T PARECER:

Esta dissertagéo foi julgada adequada para a obtengéo do titulo de Mestre em

Ciéncias Farmacéuticas em sua forma final e definitiva pelo Programa de P6s-

Graduagao em Ciéncias Farmacéuticas da Universidade Federal do Amazonas.

Manaus, AM, 30/06/2025.

C‘”»-.. -

A mesma foi apresentada perante a banca composta pelos seguintes

professores:

@

=y b A‘/‘ﬁf
# P‘r ’f)r Joa Zéﬁfente%raga d&’Bouza C L

Presidente e Orientador

\N\l.. d’\(,"ul\» ?\E.I\J’L({\ (,/%\,‘,\',\;_ -
Profa. Dra. Waldireny Rocha Gomes

Membro Interno

i’w, ;gdmtua Gy -

Profa. Katla ntana Cruz
Membro Externo

Digitalizado com CamScanner



https://v3.camscanner.com/user/download

AGRADECIMENTOS

Primeiramente, elevo meus sinceros agradecimentos a Deus, o Criador de todas as coisas, minha

rocha e fortaleza constante em cada momento desta jornada.

Ao meu orientador, Prof. Dr. Jodo Vicente, pela sua inestimavel orientagcdo, paciéncia e
dedicagdo, que foram cruciais para a concretizacdo deste trabalho. Estendo meus
agradecimentos a Prof.2 Dra. Erika e a Prof.2 Dra. Ana Cortez, pelo apoio técnico e pelos

conhecimentos compartilhados, que enriqueceram significativamente esta pesquisa.

A minha coorientadora, Prof.2 Dra. Flavia, agradeco pela paciéncia e suporte que tornaram este

percurso da pesquisa mais enriquecedor com suas experiéncias e dedicacéo.

Aos meus colegas Juan, Nayara, Isabela, Vanessa de Sa, e a todos 0s demais colegas que, direta
ou indiretamente, contribuiram com trocas de ideias, apoio e incentivo, tornando esta

experiéncia mais rica e colaborativa.

Um agradecimento especial e cheio de carinho a minha tia e amiga, Maria Selma, cujo apoio
incondicional e palavras de for¢a foram fundamentais para que eu nao desistisse diante das lutas

e provas gue surgiram ao longo deste periodo.

A todos os colaboradores do laboratério, que com sua dedicacdo e profissionalismo, criaram

um ambiente propicio ao desenvolvimento desta pesquisa.

A Universidade Federal do Amazonas (UFAM) e ao Programa de P6s-Graduagao em Ciéncias
Farmacéuticas (PPGCF) pela oportunidade, a todos os professores pelos ensinamentos. E a
Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Amazonas (FAPEAM) pelo auxilio financeiro e

incentivo a pesquisa no Estado do Amazonas.



RESUMO

A esporotricose ¢ uma micose subcutanea emergente de relevancia na regido Amazonica, com
aumento expressivo de casos em humanos e felinos. A identificagdo rapida e precisa dos agentes
etioldgicos ¢ essencial para o manejo clinico e a vigilancia epidemioldgica. Este estudo teve
como objetivo aprimorar o diagndstico molecular da esporotricose, avaliando diferentes
métodos de extracdo de DNA e comparando a sensibilidade de trés regides-alvo do DNA
ribossomal (ITS, ITS/LSU e D1/D2 do 28S) para amplificacdo por PCR. Trés protocolos de
extracdo de DNA (fenol-cloroférmio, colunas de silica e precipitacao por sal) foram aplicados
a isolados de Sporothrix brasiliensis, S. schenckii, um isolado regional de Sporothrix spp., além
de Candida albicans e Aspergillus niger como controles externos. O método de fenol-
cloroféormio apresentou maior rendimento e pureza de DNA. Os primers I[TS1-ITS4 foram os
mais sensiveis, detectando até¢ 0,0002 ng de DNA, seguidos por NL1-NL4 (0,002 ng) e ITS5—
NL4 (0,02 ng). Uma andlise in silico avaliou cinco enzimas de restricao (Haelll, Mspl, Hinfl,
Ddel e Rsal), mas os perfis de fragmentacao gerados pelas diferentes espécies de Sporothrix
apresentaram tamanhos muito semelhantes, com diferengas menores que 20 pb, dificultando a
diferenciagdo pratica por PCR-RFLP. Experimentalmente, a PCR-RFLP permitiu distinguir os
isolados de Sporothrix dos fungos nao relacionados (C. albicans e A. niger), mas nao foi eficaz
para diferenciar entre S. brasiliensis e S. schenckii. A anélise filogenética baseada na regido I'TS
confirmou que todos os isolados clinicos de Manaus pertenciam ao clado de S. brasiliensis.
Conclui-se que a combinagdo da extracao por fenol-cloroformio e PCR com primers ITS1-
ITS4 representa uma alternativa sensivel e acessivel para o diagnostico da esporotricose na

regido Amazdnica.

Palavras-chave: Sporothrix, Diagnéstico molecular, PCR, Extracdo de DNA, Amazonia.



ABSTRACT

Sporotrichosis is an emerging subcutaneous mycosis of significant relevance in the
Amazon region, with a marked increase in cases among humans and felines. Rapid and accurate
identification of the etiological agents is essential for clinical management and epidemiological
surveillance. This study aimed to enhance the molecular diagnosis of sporotrichosis by
evaluating different DNA extraction methods and comparing the sensitivity of three target
regions of ribosomal DNA (ITS, ITS/LSU, and D1/D2 of 28S) for PCR amplification.

Three DNA extraction protocols (phenol-chloroform, silica columns, and salt
precipitation) were applied to isolates of Sporothrix brasiliensis, S. schenckii, a regional isolate
of Sporothrix spp., as well as Candida albicans and Aspergillus niger as external controls. The
phenol-chloroform method yielded the highest DNA yield and purity. The primers ITS1-1TS4
were the most sensitive, detecting as little as 0.0002 ng of DNA, followed by NL1-NL4 (0.002
ng) and ITS5-NL4 (0.02 ng).

An in silico analysis evaluated five restriction enzymes (Haelll, Mspl, Hinfl, Ddel, and
Rsal), but the fragmentation profiles generated by the different Sporothrix species showed very
similar sizes, with differences of less than 20 bp, making practical differentiation by PCR-RFLP
challenging. Experimentally, PCR-RFLP allowed for the distinction of Sporothrix isolates from
unrelated fungi (C. albicans and A. niger), but it was not effective in differentiating between S.
brasiliensis and S. schenckii. Phylogenetic analysis based on the ITS region confirmed that all
clinical isolates from Manaus belonged to the S. brasiliensis clade. It is concluded that the
combination of phenol-chloroform extraction and PCR with ITS1-1TS4 primers represents a

sensitive and accessible alternative for the diagnosis of sporotrichosis in the Amazon region.

Keywords: Sporothrix, Molecular diagnosis, PCR, DNA extraction, Amazon.
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1 INTRODUCAO

A esporotricose é causada por fungos do género Sporothrix, uma micose que acomete
humanos e animais, principalmente os gatos domésticos (Gremiao et al., 2021a). Esse género é
caracterizado como dimdrfico por apresentarem fase em micélio e leveduras (Lopez-Bezerra et
al., 2018). O género Sporothrix posssui classificagdes por clados, e o clado patogénico, que é
de maior importancia, inclui Sporothrix schenckii, S. brasiliensis, S. globosa ¢ S. luriei (Nava-
Pérez et al., 2022). A transmissdo ocorre através de arranhdes, ou contato direto com materiais
organicos contaminados, podendo causar lesfes na pele, tecido subcutaneo, mucosas e 6rgaos
internos (De Lima Barros; De Almeida Paes; Schubach, 2011a; Gremi&o et al., 2021a).

O diagndstico da esporotricose é desafiador, pois os sinais clinicos na pele podem ser
confundidos com outras enfermidades como a criptococose, leishmaniose tegumentar, doengas
bacterianas, neoplasia etc. (Lloret et al., 2013; Maria et al., 2011). E muitos laboratorios ndo
possui um aparato adequado para realizar os exames, e quando tem um método, os resultados
sdo demorados, como a cultura fungica (Etchecopaz et al., 2021).

A distribuicdo geografica da esporotricose envolve diversos paises, incluindo o Brasil.
No pais a esporotricose avanga por quase todo os estados, causando preocupacgéo para a saude
publica e a classe médica veterinaria (Almeida-Paes et al., 2014; Angelo et al., 2023; Goncalves
et al., 2024b; Gremido et al., 2020; Rabello et al., 2022). O Sporothrix brasiliensis, possui
maior prevaléncia e incidéncia no Brasil (Boechat et al., 2022; Etchecopaz et al., 2021; Gomez
et al., 2018; Gremido et al., 2015, 2020; Rachman et al., 2022). No estado do Amazonas, 0s
primeiros casos de esporotricose em animais e humanos surgiram no ano de 2020 e 2021
(Mesquita et al., 2024). Desde entdo, o numero de casos vem crescendo e se disseminando para
diversos municipios do Estado do Amazonas (FVS - RCP/AM, 2023).

A esporotricose é uma doenca silenciosa e que esta se espalhando descontroladamente.
E para realizar o monitoramento dessa epidemia é necessario fazer a identificacdo dos agentes
em nivel de espécies ou intra-espécies. Embora existam técnicas de diagnosticos diferenciados
lelas sdo demoradas e ndo tém uma boa resolutividade na deteccgéo e diferenciacéo das espécies
de forma répida e confidvel. A falta de disponibilidade de profissionais capacitados com
biologia molecular e a complexidade da interpretacdo dos resultados tornam a aplicacdo dessas
técnicas limitada na rotina clinica e epidemioldgica. E Manaus tem enfrentado, atualmente, a

dificuldade de identificar as diferentes espécies de Sporothrix presentes em gatos.
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Este estudo teve como objetivo aprimorar o diagnoéstico molecular da esporotricose por
meio da comparacdo de métodos de extragio de DNA e da avaliagdo da sensibilidade de
diferentes regides do DNA ribossomal para detec¢io de Sporothrix spp. por PCR. Também foi
realizada uma analise in silico com multiplas enzimas de restri¢ao para verificar o potencial de
diferenciagdo de espécies por PCR-RFLP, seguida de validacdo experimental. Além disso, a
identidade molecular dos isolados regionais foi confirmada por andlise filogenética com base
na regido ITS. O trabalho buscou contribuir com o desenvolvimento de um protocolo mais

sensivel, especifico e de facil aplicagdo para o diagnostico da esporotricose na Amazonia.



13

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Sporothrix e Esporotricose

O género Sporothrix é composto por fungos dimérficos, atualmente reconhecidos em
cerca de 53 espécies. Essas espécies sao agrupadas em diferentes clados com base em analises
filogenéticas, ou seja, grupos de organismos com ancestralidade comum. Dentre elas, destacam-
se, do ponto de vista médico, as espécies (Figura 1): Sporothrix schenckii, S. brasiliensis, S.
globosa e S. luriei (Nava-Pérez et al., 2022). A esporotricose € uma micose subcutanea causada
por esses fungos e essa doenga acomete humanos, animais e, principalmente, felinos, sendo
considerada uma importante zoonose emergente na atualidade (Nava-Pérez et al., 2022).

As espécies do género Sporothrix pertencem ao Reino Fungi, divisdo Ascomycota,
Classe Pirenomycetes, Ordem Ophiostimatales e Familia Ophiostomataceae(Corréa-Junior et
al., 2023).

‘_I. Sporothrix schenckii (AM116895.1)

100

0.0202

o mm, Sporothrix brasifiensis (KP101421.1)

0.0080

0087 @ Sporothrix luriei (KT427639.1)

0.0547 @ Sporothrix globosa (KP101459.1)

e —
0.01

Figura 1- Arvore Filogenética gerada pelo método neighbor-joining (NJ) construida para o marcador
molecular Calmudolina (CAL) no software MEGA X (Molecular Evolutionary GeneticsAnalysis). A
arvore foi construida a partir do alinhamento das sequéncias de espécies do género Sporothrix
disponiveis na base de dados do NCBI.

2.1.1 Patogenia
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A infecgdo por Sporothrix ocorre principalmente através do contato direto com material
contaminado como espinhos de plantas, solo, ou atraves de arranhaduras ou mordeduras de
animais infectados, especialmente os gatos (Barros et al., 2023). Apds a inoculacdo do fungo
no tecido subcutaneo, ocorre a formacdo de lesdes nodulares ou ulceradas, que podem se
disseminar pela pele, linfonodos e em casos mais graves atingir érgdos internos (Gremiao et al.,
2021a).

A patogenia da esporotricose estd relacionada a capacidade do fungo crescer a
temperaturas corporais e de atingir a resposta imunolégica dos hospedeiros. Os mecanismos
que o Sporothrix causa a doenca ainda ndo foram descobertos, mas sabe-se que envolvem
fatores de viruléncia, melanizagéo e biofilme (Della Terra et al., 2017).

A esporotricose até poucos anos atras, era atribuido a um unico agente causal, o fungo
termodimérfico, Sporothrix schenckii, a partir de 2006, foi demonstrada variabilidade genética
entre os isolados identificados morfologicamente como S. schenckii, 0 que levou a proposi¢édo
de pelo menos seis espécies, descritas filogeneticamente como Sporothrix schenckii sensu
stricto, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana, Sporothrix pallida,
e Sporothrix luriei (Boechat et al., 2018). A espécie Sporothrix schenckii é reconhecida como
o agente caudador da doenga hd mais de um século e também ¢ a mais estudada do grupo
patogénico Sporothrix (Nava-Pérez et al., 2022).

Os fungos patogénicos deste género sdo organismos heterotroficos, imoveis e sua
capacidade adaptativa pode ser constatada pela transicdo morfolégica disparada pela
temperatura, ou seja, sdo capazes de realizar dimorfismo térmico em duas formas distintas: a
forma multicelular e filamentosa (micélio) e a unicelular (levedura) - que os permite sobreviver
e continuar se propagando mesmo em temperaturas prejudiciais a fisiologia de outros
microrganismos (Corréa-Junior et al., 2023).

A transmissao da esporotricose pode ocorrer tanto de forma zoondtica, através de
contato com animais infectados ou através da manipulagdo de materiais contaminados. Embora
a doenca esteja associada ao gato, ela também pode afetar outros animais e até os seres
humanos, especialmente aqueles que trabalham com jardinagem, agricultura, ou manipulagao
de solo contaminado(Corréa-Junior et al., 2023).

A incidéncia da esporotricose vem aumentando em diversas partes do mundo, o que
ressalta a importancia do estudo da patogenia e da transmissdo do Sporothrix para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de preven¢do e controle da doenca (Gremido et al.,

2021a).
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2.2 Epidemiologia

2.2.1 Mundo

No mundo a esporotricose tem distribuicao global e os agentes etiologicos sdo do clado
patogénico Sporothrix e a maioria dos casos animais ¢ humanos concentram-se em paises
localizados no Japdo, Reino Unido, Australia, Estados Unidos, India, México, Paraguai,
Colombia, Chile, Argentina, Uruguai, Peru e no Brasil (Benedict; Jackson, 2020; Cabeza et al.,
2022; Etchecopaz et al., 2020; Gallo et al., 2022; Miranda et al., 2024; Sakai et al., 2024;
Sharma; Agarwal; Nachiketa, 2024; Silvero et al., 2025). No pais, os estados de Sao Paulo, Rio
de Janeiro, Espirito Santo, Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parand, Santa Catarina, Mato
Grosso, Paraiba, Distrito Federal, Rio Grande do Norte, Pernambuco, Alagoas, Bahia, Acre,
Pard e Amazonas (GOmez-Gaviria; Martinez-Alvarez; Mora-Montes, 2023). Na Tabela 1 é
apresentado o numero de casos de esporotricose no mundo no perido de dez anos.

No Amazonas, houve 950 casos de esporotricose em humanos e 2.823 casos em animais
entre 2020 e 2023. O aumento de casos humanos entre 2021 e 2022 foi de 304% e, entre 2022
e 2023, atingiu 249%. Em comparagdo, o aumento de casos animais foi de 428% e 345%,
respectivamente, nos mesmos periodos (Mesquita et al., 2024).

A primeira evidéncia de esporotricose transmitida por gatos foi documentado nos EUA,
em 1952 e de 1907 a 2007, descobriu-se que a esporotricose pode ser causada por pelo menos

trés espécies génicas, S. schenckii, S. brasiliensis ou S.globosa (Gremiao et al., 2020).

Tabela 1 - Distribuicao da esporotricose no mundo no periodo de 2012 a 2022

Regiao Pais / Localidade Numero de Casos
América do Norte Canada 2

Estados Unidos 27

Meéxico 1431
América Central e Caribe Costa Rica 126

Guatemala 65

Honduras 1

Panama 1

Caribe 2
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Regido Pais / Localidade Numero de Casos

América do Sul Argentina 38
Brasil 5546
Colombia 50
Chile 3
Paraguai 23
Peru 4792
Uruguai 157
Venezuela 452

Amazonas (Brasil) Manaus 240
Presidente Figueiredo 1
Iranduba 3
Careiro 1

Fonte: Hernadez-Castro et al., 2022; Boletim epidemiologico - FVS/AM, 2023 com adaptacdes

As espécies de Sporothrix nao sao igualmente distribuidas em todo o mundo, alguns
regionalismos sdo observados: S. brasiliensis ¢ encontrado no Brasil e na Argentina, o S.
globosa é predominante na Asia, enquanto S. schenckii é distribuido em todo o mundo (Gémez-
Gaviria; Martinez-Alvarez; Mora-Montes, 2023).

Em 1950, na Africa do Sul, houve um surto de esporotricose, causado pelo fungo
Sporothrix de origem ambiental, envolvendo 3.000 trabalhadores de uma mineragdo, nos
Estados Unidos em por volta de 1980 ocorreu também um surto acometendo trabalhadores de
reflorestamento que foram infectados com pinheiros e mudas de musgo (Corréa-Junior et al.,
2023).

2.2.2 América Latina

A América Latina ¢ um dos principais focos de esporotricose humana e felina. Em
humanos, a doencga foi relatada em diversos paises, com transmissdo endémica ocorrendo no
Brasil, Colombia, Costa Rica, Guatemala, México, Paraguai, Chile e Uruguai. Sporothrix
brasiliensis ¢ a espécie mais comum identificada em casos humanos no Brasil,

enquanto Sporothrix schenckii predomina em outros paises. Os gatos domésticos sdo a principal
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fonte de infec¢do no ciclo de transmissdao zoondtica da esporotricose (Etchecopaz et al., 2020;

Santos et al., 2024; Thomson et al., 2023).

2.2.3 Brasil

Em 1907, Adolph Lutz e Affonso Splendore relataram esporotricose em ratos marrons
(Ratus novergicus) coletados na cidade de Sao Paulo. Em 1955 foi reportado o primeiro caso
de esporotricose em ser humano associado a um gato doente, em Séo Paulo, regido sudeste do
Brasil (Gremido et al., 2020).

No Brasil foram registados cerca de 12.000 casos de S. brasiliensis transmitidas por
gatos no Rio de Janeiro no periodo de 2000 a 2017, considerado muito virulento, tem
rapidamente se espalhado pelo Brasil, assim como Argentina e Paraguai sendo transmitida
principalmente por gatos infectados através de arranhdes, mordeduras e até espirros
(Etchecopaz et al., 2021).

O S. brasiliensis tem sido responsavel por surtos infecciosos em todo o territorio
brasileiro acometido, e ¢ considerado a espécie mais virulenta (Gémez-Gaviria; Martinez-
Alvarez; Mora-Montes, 2023). Este fungo, surgiu no pais como uma doenga zoonltica
transmitida de gatos infectados para humanos através de mordidas, arranhdes ou contato com o
exsudato das lesoes cutaneas de gatos doentes. No Rio de Janeiro essa doenca atingiu cerca de
mais de 4.000 casos de esporotricose entre humanos e felinos e nos estados do Sudeste foram
mais de 5.510 casos (Etchecopaz et al., 2021).

No periodo de 1997 a 2011, foram registrados 4.188 casos humanos de esporotricose
associados as transmissoes felinas no Rio de Janeiro, desde entdo, a doenga tornou-se uma
epidemia que atualmente se espalha em diferentes regides do pais (Gremido et al., 2017). Esta
zoonose foi relatada no sul e regides sudeste por quase trés décadas e a expansao geografica da

esporotricose zoonoOtica para a regido nordeste do pais ocorreu nos ultimos anos (Gremido et

al., 2020).

2.2.4 Amazonas

A esporotricose tem preferéncia por regides quentes e Umidas, sendo por esse motivo o
Brasil e a América Latina um dos locais de maior prevaléncia da doenca. Com isso observa-se
um aumento expressivo no numero de casos na regido amazonica (FVS - RCP/AM, 2023;

Mesquita et al., 2024). Devido a falta de politicas publicas e ao seu perfil de transmissao, de
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acordo com Mesquita et al. (2024), o nimero de casos de esporotricose vem crescendo no
Estado do Amazonas, por possuir as caracteristicas favoraveis para o crescimento do fungo.

Segundo informagfes da Fundag¢dao de Vigilancia em Satde do Amazonas - Dra.
Rosemary Costa Pinto (FVS - RCP/AM, 2023), foram notificados no periodo de janeiro a maio
de 2025, 2.105 casos de esporotricose animal, sendo confirmados 1.950 confirmados e 1.071
em tratamento e a maior quantidade de animais é de gatos (97,2%), seguidos de cées (2,8%) e
0s animais envolvidos em maior quantidade sdo os machos (FVS - AM, 2025).

No Amazonas conforme os dados mais recentes disponiveis no Informe Epidemiologico
da Fundagdo de Vigilancia em Satide do Amazonas, Dra. Rosimary Costa Pinto, foram
notificados 603 casos de esporotricose humana no periodo de 1° de janeiro a 27 de maio de
2025, nas cidades de Manaus, Presidente Figueiredo, Barcelos, Manacapuru, Maués, Rio Preto
da Eva, Careiro, Iranduba, Silves e Tabatinga (FVS - RCP/AM, 2025).

2.2.5 Esporotricose em gatos e sua distribuicao geografica

A esporotricose felina se manifesta de uma unica leséo de pele a formas sistémicas e
disseminadas fatais e geralmente as lesdes multiplas ulcerativas sdo observadas na regido da
cabeca, nariz e patas (Gremido et al., 2015, 2020; Silva et al., 2022). A esporotricose foi relatada
em diversos animais como tatu, camelo, céo, vaca, golfinho, camundongos, no entanto o gato
doméstico é o animal mais suscetivel a infeccdo e a sua entrada na cadeia de transmissao da
esporotricose tem um grande significado no quadro epidemioldgico (Angelo et al., 2023; De
Carvalho et al., 2021).

O Brasil ¢ o pais com maior nimero de casos de esporotricose felina ja notificados em
todo o mundo. A esporotricose felina foi a primeira descrita no Brasil na década de 1950 e sua
ocorréncia permaneceu esporadica até a década de 1990 (Gremido et al., 2020).

Nos ultimos anos o agente S. brasiliensis tem atraido aten¢do por causa dos surtos
zoondticos no Brasil, afetando tanto gatos domésticos quanto seres humanos (Nava-Pérez et al.,
2022) A Figura 2 mostra os primeiros relatos da esporotricose no mundo, Brasil e estado do

Amazonas.
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2.3 Métodos de diagnostico de esporotricose

O diagndstico da esporotricose em animais ¢ realizado combinando dados clinicos,
epidemioldgicos e laboratoriais, incluindo teste citologico, exame direto, cultura, testes
histopatologicos e sorologicos (De Carvalho et al., 2022; Orofino-Costa et al., 2017; Rodrigues
et al., 2022b). No passado, um ensaio de aglutinagdo em latex, foi usado para auxiliar no
diagnéstico da esporotricose meningea, hoje nao esta mais disponivel, e os testes sorologicos

tém pouca utilidade em qualquer outra coisa que ndo seja a meningite (Thompson et al., 2021).

2.3.1Exame direto

O exame direto ¢ feito o esfregago utilizando-se coloracdo Gram ou Giemsa, ou com
KOH a 10%. Através desse método as estruturas sdo dificeis de serem visualizadas podendo se
confundir com outros agentes € ndo ¢ conclusivo para esporotricose, porém pode acelerar o
diagnostico em casos de lesdes em gatos devido a elevada carga fingica (Alvarez; Oliveira;

Pires, 2022).

2.3.2 Histopatologico

No exame histopatologico as coloragdes mais utilizadas sao hematoxilina-eosina (HE),
impregnacao pela prata de Grocott (IPG) e acido periddico de Schiff (PAS) (Gremido et al.,
2015; Silva et al., 2022). Na histopatologia hd uma dificuldade de visualizar as formas
leveruriformes, e € muitas vezes negativa, o que se deve em grande parte ao pequeno nimero
de organismos necessarios para causar doencas.As células de levedura ovoéides tém 3—5 um de
diametro, formato oval a formato de charuto, e projecdes eosinofilicas da levedura podem estar

presentes, representando o corpo asteroide (Thompson et al., 2021).

2.3.3 Exame citolédgico

O exame citologico ¢ recomendado na impossibilidade de realizacdo da cultura
micolodgica, e a coleta pode ser realizada por meio de swab com esfregaco na lamina ou
imprint/decalque sem limpeza prévia de lesdo, corados pelas coloragdes do tipo Romanowsky,
de baixo custo, rapido quando comparado com os demais métodos (Figura 3) (Gremido et al.,

2020; Rodrigues et al., 2022b).
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Figura 3 - Citologia de uma amostra coletada de um gato pelo método imprint da lesdo de um gato e
corado pelo método de Romanovsky. Imagem apresentando células ovaladas dando as caracteristicas
leveduriformes sugestivo de Sporothrix sp.

Autor: Arquivo pessoal

2.3.4 Cultura

O padrao-ouro para o diagnostico baseia-se na cultura de secrecdes e amostras de tecido,
pus e a sua sensibilidade ¢ baixa (Alvarez; Oliveira; Pires, 2022; Orofino-Costa et al., 2017).
As amostras sdo normalmente semeadas no agar dextrose Sabouraud (SDA) e no 4gar mycosel
por 7 a 21 dias a temperatura ambiente (Lacaz, 2002). O exame macroscopico de culturas a
temperatura ambiente (fase micelial) pode inicialmente observar culturas pequenas que podem
ficar pardas ou quase pretas (Orofino-Costa et al., 2017; Rodrigues et al., 2020).
Microscopicamente, a forma micelial ¢ observada como hifas septadas, finas, ramificadas e
hialinas, com células conidiogénicas surgindo de hifas indiferenciadas, formando conidios de
paredes espessas (hialinas ou marrons), pequenos (2-3 x 3—6 um), com um arranjo diferente,
como a forma simpodial, aparecendo em pequenos grupos de denticulos em uma ligeira
dilatacdo apical do conidiéforo ou como sésseis (Figura 4) (De Lima Barros; De Almeida Paes;
Schubach, 2011a; Rodrigues et al., 2022b). O crescimento no hospedeiro (fase de levedura),
pode ser cultivada em meio de infusdo cérebro-coracdo (BHI) com sangue (5%), agar
Sabouraud dextrose com 2% de glicose suplementado com sangue, 4gar Mycosel modificado
com 37 °C por até 7 dias (Mahajan, 2014; Rodrigues et al., 2022b). As colonias sdo de cor

castanha ou creme e lisas. Micromorfologicamente, ¢ possivel observar células fusiformes e
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ovais medindo 2,5-5 um de didmetro, como botdes em forma de charuto em uma base estreita

(Figura 5) (Da Cruz Bahiense Rocha et al., 2021; Rodrigues et al., 2022b).

Figura 4 - Cultura de Sporothrix spp. Cultura em agar Sabouraud acrescido de clorafenicol com

crescimento em cinco dias (A). Microscopia com presenga de hifas e microconidios agrupados em
formato de uma margarida (B).

Fonte: Arquivo pessoal.

Figura 5 - Cultura leveduriforme de Sporothrix spp. Cultura em BHI agar acrescido de clorafenicol,
incubado a 37°C com crescimento em cinco dias (A). Microscopia com presenca de células ovais e em
forma de charuto agrupados em formato de uma margarida (B).

Fonte: Arquivo pessoal.
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2.4 Diagnostico com a reacio de PCR

Os ensaios moleculares tém complementado e gradualmente substituido os testes
micologicos classicos para detectar e/ou diferenciar com rapidez e precisdo moleculares em
Sporothrix e o padrao ouro para o diagnodstico da esporotricose tem sido o isolamento do fungo
in vitro (De Carvalho et al., 2021). O diagndstico de esporotricose através de métodos
fenotipicos, embora apresentem custo reduzido, sdo trabalhosos, consomem muito tempo entre
a coleta e o diagnostico final e ndo permitem identificar a nivel de espécie, pois apresentam
caracteristicas morfoldgicas e fisioldgicas semelhantes (Rodrigues et al., 2020).

Para amplificar o material genético, a reacdo em cadeia de polimerase (PCR) foi
utilizada em 1985, pela primeira vez, por Mullis et al. Essa técnica fornece uma grande
quantidade de DNA do material utilizado. E a reagdo em cadeia de polimerase se baseia em trés
etapas: desnaturacdo de DNA em temperaturas elevadas, recozimento de primer e extensdao da
polimerase. Para a utiliza¢dao dessa técnica € necessario termociclador, um equipamento capaz
de alterar as temperaturas de acordo com o ciclo, e os resultados sdo analisados por meio do gel
de agarose (Ghannam; Varacallo, 2023; Kadri; Kadri, 2019; Khehra; Padda; Swift, 2023).

O diagnéstico de esporotricose com reagao de PCR foi descrito em 2001, por Kano et
al., eles identificaram o S. schenckii utilizando como alvo molecular na amplificacio do DNA
a quitina sintase I com a coloracao de brometo de etidio onde foi possivel detectar a partir de
10pg de DNA genomico (Kano et al., 2001).

HU et al. (2003), fizeram o primeiro relatorio de um ensaio de PCR aninhado, para
detectar o DNA de S. schenckii em amostras de tecido de camundongos servindo como modelo
de esporotricose € em amostras clinicas de pacientes com a mesma doenga micotica.

Estudos realizados por Rodriguez-Brito et al., com base no gene do rDNA 18S da
espécie de Sporothrix, utilizando a PCR convencional, foi possivel utilizar 20pg para detec¢ao

de esporotricose (Rodriguez-Brito et al., 2015).

2.4.1Extracdo do DNA de Sporothrix

A extracdo do DNA de Sporothrix é um procedimento essencial para diversos estudos e
esse processo permite obter o material genético, possibilitando a identificacdo de genes
especificos, estudos genéticos e epidemioldgicos e € de suma importancia para a compreensao
da sua estrutura genética e identificacdo de fatores de viruléncia (Della Terra et al., 2017; Luiz
etal., 2022).
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Com a extragdo do DNA é possivel o desenvolvimento de métodos de diagndsticos mais
precisos, identificagdo de marcadores moleculares para diferenciacdo das espécies, analisar a
diversidade genética entre cepas de Sporothrix, e desenvolvimento de técnicas de deteccdo e
identificagdo rapida desse fungo em amostras clinicas, permitindo um diagnostico mais preciso
e eficiente (Luiz et al., 2022; Zhang et al., 2022).

Os métodos que ja foram utilizados para extracdo de DNA de Sporothrix encontrado na
literatura foram kits comerciais para extracdo de DNA (De Carvalho et al., 2022), protocolo
Fast DNA (MP Biomedicals, Vista, CA, EUA) (Rodrigues et al., 2013; De Carvalho et al.,
2020), DNeasyPowerSoil Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha) (Almeida-Silva et al., 2022; Rabello
et al., 2022) e extracdo pelo método fenol-cloroformio-alcool isoamilico (Xu et al., 2010), Kit
Invitrogen (USA)(Fernandes et al., 2023b).

A obtencdo de DNA de alta qualidade é essencial para uma variedade de aplicac0es,
desde analises filogenéticas até estudos de patogenicidade e resisténcia a medicamentos (Koser;
Ellington; Peacock, 2014).

2.4.2 Alvos moleculares para deteccao de Sporothrix por PCR

Os métodos padréo ouro para reconhecimento de espécies sao baseados em sequéncias
de DNA abrigadas em loci gendmicos que codificam proteinas, como calmodulina, beta-
tubulina e fator de alongamento de translacdo (Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2015a). Por
volta dos anos de 1990 houve uma revolugdo da reagao em cadeia de polimerase (PCR), com a
sua caracteristica de realizar varias copias do DNA, e devido a amplificagdo o DNA ribossomal
(rDNA) operon foi o foco principal para a realizagdo dos estudos filogenéticos de fungos
(Kauserud, 2023; Martin; Rygiewicz, 2005)

O espacador transcrito interno (ITS) ¢ um marcador de c6digo de barras universal usado
para identificagdo de fungos, o qual é recomendado para diagndstico molecular das espécies de
Sporothrix. As regides ITS sdo biologicamente importantes no processamento dos RNA
ribossomais, uma vez que formam estruturas secundarias especificas, imprescindiveis para o
correto reconhecimento de locais de clivagem e para a ligacdo de proteinas e RNAs nucleolares
durante a maturacao dos ribossomas (Zhou et al., 2014).

As regides ITS permitiram o desenvolvimento de primers altamente conservados para
amplificar a maioria dos fungos e regides varidveis permitiram o desenvolvimento de
marcadores especificos de espécies e essas caracteristicas contribuiram para que o ITS se

tornasse o cddigo de barra de DNA fingico (Cheng et al., 2020a; Vu et al., 2019; Xu, 2016). A
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identificacdo dos fungos de forma precisa ¢ fundamental para registrar adequadamente esses
organismos tanto em nivel de género quanto de espécie (Bhunjun et al., 2021; Raja et al., 2017).

Em algumas situacOes as sequéncias de ITS néo sdo suficientes para a identificacdo de
espécies e revelar as relagdes filogenéticas e € comum combinar sequéncias ITS com outros
fragmentos de genes que também codificam como por exemplo a calmodulina (CAL), a -
tubulina (BT2) e o fator de alongamento da traducdo (EF-1a) (Liu et al., 2007). Para determinar
as espécies de Sporothrix os loci-codificagdo de proteinas mais utilizados sdo os marcadores
Calmodulina (CAL), betatubulina (BT2) e o fator de elongacdo de tradugdo (EF-1a)(De
Carvalho et al., 2022; Kidd et al., 2025). A calmodulina é um marcador de identificacdo mais
utilizado nos estudos para a identificacdo devido a facilidade de amplificacéo e de deteccao das
espécies patogénicas de Sporothrix, como as espécies S.pallida, S. mexicana e S. chilensis
(Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2015a)

No fluxo de trabalho de metabarcodificacdo do DNA est4 a anotagdao taxondmica das
Unidades Taxondmicas Operacioais (OTU) e onde ¢ utilizado bases de dados como UNITE ou
INSD, as anotagdes taxondmicas podem ser feitas por diversas maneiras utilizando sequencias
de referéncia taxindmica conhecida e a abordagem mais simples ¢ a BLAST(Kauserud, 2023).
Para detec¢ao de patogenos fungicos pode-se utilizar cluster de gene RNA ribossémico em
fragmentos de DNA, esse cluster ¢ composto por centenas de unidades onde cada unidade
contém genes que codificam a subunidade de RNA ribossémico (18S), ITS 1 e 2 que sao
separadas pela subunidade rRNA 5.8S a subunidade rRNA (28S) e toda a regido do fragmento
¢ de 500 a 750pb (Cheng et al., 2020D).

A amplificacdo de RFLP-PCR com os primers (CDMb5e CDM6) amplificados com o
gene calmodulina com um fragmento de 800pb e digerido com a enzima Hha I (5’-GCGC-3’)
pode ser empregado para produzir perfis especificos para as espécies S. brasiliensis, S.
schenckii, S. globosa e S. luriei (Lopes-Bezerra et al., 2018).

Nos estudos filogenéticos de grupos fangicos divergentes 0 EF-1a ¢ o segundo gene
alvo mais comum utilizado no diagnostico molecular de fungos, ou seja, € o codigo de barra de
DNA secundario, e € de codificacdo nuclear Unica com sequéncias conservadas entre as

espécies (Raja et al., 2017).

2.5 Técnica de RFLP-PCR
O polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo (RFLP) foi desenvolvido

por Alec Jeffreys em 1984 (Mcdonald; Lehman, 2012).
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A esporotricose no Japao era comum nas décadas de 1940 a 1980 e a epidemiologia
molecular foi influenciada por RFLP E PCR-RFLPs analise do mtDNA o qual revelou os dois
clados principais (Rodrigues, 2022).

O Polimorfismo de comprimento de fragmentos de restri¢ao (RFLP), ¢ uma técnica onde
amostra de DNA sdo digeridas com enzimas endonucleases especificas para cada fragmento
utilizando diferentes combinagdes de nucleotideos nos primers seletivos resultando
comprimentos caracteristicos de cada espécie (Santos et al., 2010a). Essa técnica ¢ simples de
realizar, requer equipamento de biologia molecular, fornece resultados reconheciveis e ¢
facilmente reprodutivel para a maioria dos laboratérios de diagndsticos (Jiang; Jiang, 2013).0
método pode ser combinado com PCR (RFLP-PCR), que consiste na amplificacdo seletiva dos
fragmentos utilizando diferentes combinacdes de nucleotideos nos primers seletivos (De
Carvalho et al., 2022).

O ensaio de triagem RFLP-PCR por ser barato, rapido, facil e simples de interpretar ¢
uma alternativa para a identificacao de fungos, e do ponto de vista clinico e epidemioldgico ¢é
importante ter um método confiavel para a identificagdo rapida e precisa das espécies de

Sporothrix (Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2014b). A Figura 5 mostra as etapas de um
RFLP.
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Figura 6 - Polimorfismo de comprimento de fragmento de restricio — RFLP

Uma grande vantagem do RFLP e do RFLP-PCR ¢ seu baixo custo, que facilita sua

utilizagdo em laboratdrios de rotina (Rohit et al., 2016)

2.5.1 Analise in silico
As ferramentas biomolecular e de bioinnformatica sdo ferramentas que facilitam a
criagdo de biomarcadores espécificos para cada microorganismo. A tecnologia da

bioinformatica (NEBcutter V3.0) ¢ uma ferramenta online desenvolvida pela New England
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Biolabs (NEB) est4 disponivel gratuitamente na web para analises de sequéncia de DNA com
enzimas de restricdode maneira conveniente ¢ de facil uso (Vincze, 2003).

A reagdo em cadeia da polimerase (PCR), tem ajudado os diversos laboratorios a
acelerar o processo de diagnostico, por ser confidvel e eficiente, e esse procedimento ¢ de
grande importancia juntamente com o padrao-ouro mesmo este sendo demorado (Valones et al.,
2009). E durante a espera do resultado do padrio-ouro o estudo in silico facilita realizar
simulacdes e testes para ganhar tempo e economia de material durante os experiementos in vitro
(Garre et al., 2019). Os estudos in silico sao realizados utilizando sequéncias de rDNA do
género Sporothrix, depositadas no GenBank, uma base de dados gendmica que ficam

disponiveis para acesso.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral:

>

Investigar o aprimoramento da detecgdo molecular de espécies do género
Sporothrix por meio da comparacao de diferentes métodos de extracdo de DNA
e da avaliagdo da sensibilidade de distintos marcadores moleculares

amplificados por PCR.

3.2 Objetivos Especificos:

>

Avaliar a eficiacia de trés diferentes métodos de extracdo de DNA (fenol-
cloroférmio, kit comercial e precipitagdo por sal);

Avaliar a eficiéncia da amplificagao de DNA de Sporothrix brasiliensis por PCR
utilizando trés pares de primers direcionados a diferentes regides do DNA
ribossomal;

Realizar analise in silico de RFLP-PCR com diferentes enzimas de restri¢ao
(Haelll, Mspl, Hinfl, Ddel e Rsal) aplicadas a regiao ITS;

Confirmar a identidade molecular dos isolados aleatérios de Sporothrix
regionais, através da arvore filogenética, baseada na regido ITS com 5 isolados
da referéncia (S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa) ¢ 4 isolados provenientes

da AmazoOnia.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1Tipo de Estudo

O estudo proposto € uma pesquisa laboratorial experimental, de natureza descritiva e
analitica. A abordagem envolve técnicas moleculares, incluindo extracdo de DNA, PCR
(Reag@o em Cadeia da Polimerase), RFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de
Restri¢ao) e analises filogenéticas. O foco principal foi desenvolver e validar uma abordagem

RFLP-PCR para identificar espécies patogénicas de Sporothrix em gatos na cidade de Manaus.

PCR -AMPLIFICACAO
—> e DO DNA (avaliar 3
regioes alvo)
-%

Figura 7 - Fluxograma da metodologia e dos procedimentos

4.2 Cepas padrao

Foram utilizadas cepas padrdo de Sporothrix para fins de comparagdo e identificagao
das espécies. As cepas que serdo utilizadas sao S. schenckii (ATCC CFP 00746), e S. brasiliensis
(ATCC MYA-46006), obtidas do American Type Culture Collection (ATCC), Candida albicans
ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404. E Sporothrix amostra regional do acervo do

INPA que foram coletados de felinos em uma clinica veterinaria na Cidade de Manaus.

4.3 Procedimentos

4.3.1 Avaliagdo a eficacia de trés diferentes métodos de extracdo de DNA (fenol-

cloroférmio, colunas de silica e precipitagdo por sal)
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Com o objetivo de avaliar o desempenho de diferentes métodos de extragdo de DNA
para aplicagdes moleculares em Sporothrix spp., foram comparadas trés abordagens distintas:
extragdo por colunas de silica, por precipitagdo por sal e por fenol-cloroférmio. Todas as
extracdes foram realizadas com amostras de culturas fungicas (~200 mg), previamente
cultivadas em agar Sabouraud.

a) Extracdo com colunas de silica (DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, Hilden,

Alemanha):

A extracdo com membrana de silica foi realizada utilizando o kit (DNeasy Blood &
Tissue, 2023), conforme o protocolo do fabricante. As amostras foram tratadas com 20 pL de
proteinase K e 180 pL de tampéo AL, incubadas a 56 °C por 30 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 200 pL de etanol absoluto, e a solucdo foi transferida para colunas contendo
membranas de silica. Apds centrifugacédo, foram realizadas lavagens com 500 pL dos tampdes
AW1 e AW?2. A eluicdo final foi realizada com 100 pL de tampéo ATE (Tris-EDTA, pH 9,0),
coletando o DNA genémico na fase aquosa. Essa metodologia € baseada na afinidade do DNA
com superficies de silica sob alta forca idnica, permitindo eficiente purificacdo mesmo na
presenca de contaminantes celulares.

b) ExtracGes baseadas em precipitacdo por sal (MasterPure DNA Purification Kit for

BloodVersion 1, Epicentre, Madison, WI, EUA):

O meétodo de salinizacdo incluiu a lise celular com SDS e proteinase K, seguida da
adicdo de acetato de sddio 3M para precipitacdo de proteinas e outros contaminantes. Apds
centrifugacdo, o DNA na fase superior foi precipitado com etanol absoluto e lavado com etanol
70%.

c) Extracdes de DNA fenol-cloroférmio, com uma adaptagédo para o uso de esferas de

vidro (0,45 mm) na desagregacdo celular, visando as fracdes de polaridade.

A extracdo por fenol-cloroformio foi realizada com base no método classico de
fenol:cloroformio:Alcool isoamilico (25:24:1), Ferrer et al. (2001) com adaptacBes, com
adaptacdo para utilizacdo de esferas de vidro de 0,45mm para lise mecanica celular. As amostras
fangicas foram transferidas para tubos contendo as esferas e misturadas com 500 ul tampéo de
lise, passaram por choque térmico em termobloco e as amostras passaram por choque térmico
em termobloco a 85 °C por 15 minutos. Para maior eficiéncia na ruptura da parede celular de
Sporothrix, as amostras foram submetidas a congelamento a -80 °C por 30 minutos, seguido de
aquecimento em banho-maria a 100 °C por mais 60 minutos. Em seguida, foi realizada

maceracao vigorosa da biomassa utilizando palitos de swab (sem algoddo), e adicionados mais
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500 pL de tampdo de lise, totalizando 1000 pL. A mistura foi agitada em vortex por 30
segundos. Foi entdo adicionado 20 pL de proteinase K, e as amostras incubadas a 56 °C por 1
hora em termobloco para digestdo de proteinas.

As amostras foram agitadas por 30 segundos em vértex e em seguida, adicionou-se 500
puL da solugdo orgénica fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), sendo a mistura
homogeneizada por inversdo (100x) — o uso de vortex foi evitado nesta etapa para prevenir a
fragmentacdo do DNA. A separacao das fases foi realizada por centrifugacao a 13.500 rpm por
15 minutos. O sobrenadante (fase aquosa) foi cuidadosamente transferido para novo microtubo
de 2 mL contendo 500 pL de isopropanol. A homogeneizacao para precipitacdo do DNA foi
feita por inversdo (50x).

Ap0s o periodo de precipitacdo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 13.500
rpm. O sobrenadante foi descartado, mantendo o pellet de DNA. A purificacdo foi realizada
com duas lavagens em etanol 70%: em cada uma, adicionou-se 500 pL de etanol, seguido de
homogeneizacdo por inverséo e centrifugacdo a 13.500 rpm por 15 minutos. O etanol residual
foi completamente eliminado utilizando pipeta de 200 pL. Para remocao de vestigios de alcool,
0s microtubos permaneceram semiabertos em termobloco a 65 °C por 10 minutos. O DNA foi
ressuspendido em 100 pL de tampdo de eluicdo TE, sendo os microtubos devidamente
identificados com informacGes sobre a amostra, data e concentracdo. As amostras foram
mantidas a temperatura ambiente até completa eluicdo e, posteriormente, armazenadas em
geladeira especifica para DNA extraido.

As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria (Gene Quant pro
RNA/DNA Calculator, GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) a 260 nm, onde uma unidade de
absorbancia sera equivalente a 50 pg/ml. A pureza do DNA foi avaliada pela relacdo entre as
absorbancias a 260 nm e 280 nm. Uma diluicdo 1:50 foi preparada utilizando 4 uL do DNA
bruto e 196 pL de dgua MilliQ. A leitura foi realizada na fun¢ao “DNA”, com ajuste prévio do
fator de diluicdo. Os pardmetros de concentracdo (ng/pL) e razdo de pureza (A260/280 e
A260/230) foram anotados. Apos a quantificacdo, o DNA foi diluido para a concentracdo
desejada para uso em PCR, de acordo com a formula: Ci x Vi=Cz x V2

As amostras diluidas foram armazenadas em tampdo TE, em microtubos de 500 pL,

devidamente rotulados e mantidos na geladeira de DNA extraido.

4.3.2 Comparacao da eficiéncia da amplificagdo de DNA de Sporothrix brasiliensis por

PCR
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Foram avaliados trés métodos baseados em PCR para a detec¢do de S. brasiliensis e S.
schenckii, utilizando amostras com diferentes concentracdes de DNA de S. brasiliensis (20, 2,
0,2, 0,02 e 0,002ng) para amplificagdo, com o objetivo de determinar o limite de deteccéo de
cada protocolo. As andlises foram realizadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
conforme especificado.

Este estudo visou comparar trés marcadores moleculares especificos conforme
descricdo no quadro 1 — ITS (White et al., 1990), ITS/LSU (Santos et al., 2010) e D1/D2 do
28S (LSU r RNA nuclear) (Kurtzman et al., 2006) — no contexto da amplificacdo de S.
brasiliensis (CFP 00551) através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional.

Quadro 1 - Referéncias de primers para cada regido alvo

REGIAO | PRIMER SEQUENCIA DO PRIMER | SEQUENCIA DO PRIMER | REFERENCIA
FORWARD | PRIMER FORWARD | REVERSE REVERSE
5 5.
TCCTCCGCTTATTGATAT
ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACC ITS4 GC-3' White et al., 1990
TGCGG-3'
5- 5.
GGTCCGTGTTTCAAGAC
ITS/LSU ITS5 GGAAGTAAAAGTC NL4 GG-3' Santos et al., 2010
GTAACAAG-3'
D1/D2 do 5- 5.
28r§N(L§U LI GCATATCAATAAGC NL4 ggg(;CGTGTTTCAAGAC Kurtzzn(l)%n6 etal.,
nuclear) GGAGGAAAAG-3'

Fonte:White et al., 1990;Hong et al., 2005; Santos et al., 2010; Kurtzman et al., 2006.

Para cada marcador, o limite de deteccdo foi meticulosamente avaliado, empregando
uma série de diluicdes de DNA em dez concentragdes distintas, variando de 100 ng/uL a 1
pg/uL. As amostras foram submetidas a PCR em um termociclador padrdo, sob condiges
rigorosamente otimizadas para cada marcador, como esta descrito no quadro 2, consistindo em

um protocolo de 35 ciclos de amplificacéo.

Quadro 2 - Procedimentos de Reacdo de PCR para Cada Marcador Molecular

Marcador Primers Composic¢ao da mistura de reacdo | Condi¢oes de PCR Referéncia
Forward (ITS1): 5'- | VOL. P/ 1 REACAO (30uL) Desnaturagdo: 94 °C
ITS White et al., 1990
TCCGTAGGTGAA | H20 Milli-Q = 14,5 pL. por 5 minutos
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CCTGCGG-3' Tampao 1x =3 pL 35 ciclos:
Reverse (ITS4): 5'- | MgCIl2=1,2 uL * Desnaturacgdo:
TCCTCCGCTTAT | dNTPs=3 puL 94 °C por 1 minuto
TGATATGC-3' Primer F = 1,5 pL * Anelamento: 58 °C
Primer R =1,5 uL por 1 minuto
Taq polimerase = 0,3 pL * Extensdo: 72 °C
Em cada tubo: por 2 minutos
Mix =25 pL Extensao Final:
Amostra=5 puL 72 °C por 10
minutos
Inicial
VOL. P/ 1 REACAO (30uL) Desnaturagdo: 94 °C
H20 Milli-Q = 14,5 uL por 3 minutos
Tampéo 1x =3 puL 35 ciclos:
ITSS: 5'- MgCI2 =1,2 uL * Desnaturacgdo:
GGAAGTAAAAG | dNTPs=3 uL 94 °C por 1 minuto
TCGTAACAAG-3' | Primer F=1,5 pL * Anelamento:
ITS/LSU Santos et al., 2010
NLA4: 5'- Primer R =1,5 uL 56,5 °C por 1
GGTCCGTGTTTC | Taq polimerase = 0,3 pL minuto
AAGACGG-3' * Extensdo: 72 °C
Em cada tubo: por 2 minutos
Mix =25 uL Extensdo Final:
Amostra=5 puL 72 °C por 10
minutos
VOL. P/ 1 REACAO (30uL) Inicial
H20 Milli-Q = 14,5 uL Desnaturagéo: 94 °C
Tampio 1x =3 pL por 3 minutos
Forward (NL1): 5'- )
MgCI2 =1,2 uL 35 ciclos:
GCATATCAATAA
dNTPs =3 uL * Desnaturagao:
GCGGAGGAAAA ) )
D1/D2 Primer F=1,5 uL 94 °C por 1 minuto
G-3' Kurtzman et al., 2006
LSU Rrna Primer R = 1,5 uL * Anelamento: 50 °C
Reverse (NL4): 5'- ) )
Taq polimerase = 0,3 uL. por 1 minuto
GGTCCGTGTTTC
* Extensdo: 72 °C
AAGACGG-3'

Em cada tubo:
Mix =25 uL
Amostra=5 pL

por 2 minutos
Extensdo Final:

72 °C por 7 minutos

4.3.3 Analise in silico de RFLP-PCR

Utilizando software de analise genética (NEBcutter VV3.0), foram avaliadas as enzimas

de restricdo (Haelll, Mspl, Hinfl, Ddel e Rsal) na regido de amplificacdo (ITS) com as 3
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espécies de fungo Sporothrix. Esta analise visou identificar padrfes unicos de fragmentos que
permitam a diferenciagdo clara entre S. brasiliensise, S. globosa e S. schenkii, mas também as
demais espécies causadoras da esporotricose.

O NEBcutter V3.0 ¢ um a ferramenta online desenvolvida pela New England Biolabs
(NEB) para andlises de sequéncias de DNA com enzimas de restricdo. Suas principais
funcionalidades incluem: 1) Mapeamento de restricdo: onde pode-se inserir uma sequéncia de
DNA no formato FASTA ou texto simples e a ferramenta poderéa identificar e marcar todos os
sitios de reconhecimento para uma vasta gama de enzimas de restricdo. 2) Sele¢do de Enzima:
A ferramenta permite selecionar enzimas especificas ou grupos de enzimas. 3) Analise de
Fragmentos Gerados: Apds a digestdo in silico, O NEBcutter V3.0 exibe o tamanho dos
fragmentos de DNA gerados. 4) Visualizagdo Grafica: A ferramenta oferece uma representagao
gréfica dos sitios de restricdo ao longo da sequéncia, facilitando a visualizacdo. 5) Opcoes de
Busca Avancada: A ferramenta oferece op¢Oes de refinar a busca por enzimas com
caracteristicas especificas, como enzimas ndo metil-sensiveis ou aquelas que requerem
cofatores especificos. 6) Comparacdo de Sequéncias: A ferramenta consegue comparar
multiplas sequéncias lado a lado na mesma analise de digest&o e facilita a comparar os padrées

de cortes gerados.

4.3.4 Confirmacdo da identidade molecular dos isolados aleatérios de Sporothrix

regionais

A identidade molecular dos isolados regionais de Sporothrix spp. foi confirmada por
meio de analise filogenética baseada na regido ITS. Para a construgdo da arvore filogenética,
foram utilizadas sequéncias de cinco isolados de referéncia disponiveis no GenBank,
representando as espécies Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii e Sporothrix globosa.
Como controles externos, foram incluidos isolados de Aspergillus niger e Candida albicans.
Além disso, foram analisados quatro isolados clinicos provenientes da regido Amazonica,
obtidos da colecao fungica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazdnia (INPA). A arvore
filogenética foi construida com base no alinhamento das sequéncias pelo método Neighbor-
Joining, utilizando suporte de bootstrap para avaliar a confiabilidade dos agrupamentos, por

meio do software MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis).

4.3.5 Analise estatistica
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Os experimentos foram feitos em triplicata, cada experimento de PCR foi feito trés
vezes para cada concentracao de DNA e para cada marcador molecular (ITS, ITS/LSU, D1/D2
do 28S). Foram registrados os valores obtidos das amplificagdes, como a intensidade das bandas
de PCR ou a quantidade de produto amplificado.

No célculo da Média (M), foram somados os valores e dividido por 3 para cada conjunto
de trés medidas. Da mesma forma foi feito para realizar o célculo do Desvio Padrao.

Para a anélise de variancia foi utilizado (ANOVA), para determinar se houve diferencas
estatisticas significativa entre as médias dos diferentes grupos utilizando a ferramenta estatistica

do Excel.
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5 RESULTADOS

Os resultados e discussdes da presente dissertacdo serdao apresentados na forma de artigo
cientifico para a Revista Eletronica de Comunicacdo, Informag¢do & Inova¢ao em Saude —

RECIIS.
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Resumo

A esporotricose, causada por espécies do género Sporothrix, ¢ uma zoonose emergente
na Amazonia. Este estudo avaliou trés métodos de extracdo de DNA (fenol-cloroférmio,
colunas de silica e sal) e trés regidoes-alvo (ITS, ITS/LSU e D1/D2 do 28S) para diagnéstico
molecular por PCR. O método de fenol-cloroféormio apresentou melhor rendimento e pureza. O
par de primers ITS1-ITS4 foi o mais sensivel, detectando até 0,0002 ng de DNA. A analise in
silico com cinco enzimas de restricdo (Haelll, Mspl, Hinfl, Ddel e Rsal) indicou alta
similaridade nos perfis de fragmentacdo entre as espécies de Sporothrix, com diferencas
inferiores a 20 pb, limitando a diferenciacdo por PCR-RFLP. No entanto, a PCR-RFLP foi
eficiente para distinguir Sporothrix spp. de fungos ndo relacionados (Candida albicans e
Aspergillus niger). Analises filogenéticas com a regido ITS confirmaram que todos os isolados
regionais pertencem ao clado de S. brasiliensis. O estudo contribui para o aprimoramento do

diagnostico molecular da esporotricose na Amazdnia.

Palavras-chave: Sporothrix, Diagnéstico molecular, PCR, Extracdo de DNA,

Amazobnia
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Introducao

A esporotricose ¢ uma micose subcutinea causada por espécies do género Sporothrix,
caracterizada por uma ampla distribui¢do geografica e impacto crescente em humanos e animais
(Morgado et al., 2022). Na regido Amazonica, a esporotricose tem emergido como um
problema de saude publica devido a alta prevaléncia em gatos e sua transmissdo zoonoOtica
(Mesquita et al., 2024c¢). Este cendrio é agravado pela auséncia de métodos diagnosticos rapidos
€ precisos, que sao essenciais para o manejo clinico e controle epidemiologico (Rodrigues,
2022). Métodos moleculares, como a PCR, tém potencial para superar as limitagdes das
abordagens convencionais, como cultura e coloracdo direta, que frequentemente apresentam
baixa sensibilidade e especificidade (Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2015b). Apesar de
avangos em estudos moleculares, a padronizacdo de métodos que otimizem a detecgdo de
Sporothrix permanece limitada, especialmente em areas endémicas com recursos tecnologicos
restritos (Rodrigues et al., 2022a).

Estudos prévios demonstraram a eficacia da PCR na detec¢do de Sporothrix utilizando
marcadores como ITS, calmodulina (CAL) e regido D1/D2 do RNA ribossomal (rRNA)
(Ezeonuegbu et al., 2022; Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2015c). Esses marcadores tém
sido amplamente utilizados para a diferenciagdo de espécies e avaliagao da diversidade genética
em contextos epidemioldgicos (Ezeonuegbu et al., 2022; Tekpinar; Kalmer, 2019b). Na
Amazonia, investigagdes envolvendo cepas de Sporothrix ainda sdo incipientes, com poucos
estudos explorando amostras clinicas e ambientais dessa regido (Gongalves et al., 2024a).
Pesquisas conduzidas em outras areas tropicais indicam que a variabilidade genética das
espécies pode influenciar sua viruléncia e resisténcia antifungica, o que torna urgente a
realizacdo de estudos regionais (Machado et al., 2025; Rodrigues; De Hoog; De Camargo,
2015¢). Referéncias relevantes incluem trabalhos de White et al. (1990), Hong et al. (2005) e
O’Donnell (1993), que estabeleceram a base para o uso dos marcadores ITS, CAL e rDNA em
analises moleculares de fungos.

Embora métodos moleculares tenham sido validados em outros contextos, a falta de
estudos direcionados as populagdes locais de Sporothrix dificulta a aplicagdo pratica desses
métodos na Amazonia (Machado et al., 2025). Questdes como o desempenho de diferentes
métodos de extragdo de DNA, sensibilidade e especificidade dos marcadores moleculares e a
reprodutibilidade dos resultados permanecem sem respostas claras (Rodrigues; De Hoog; De
Camargo, 2014a). Além disso, a auséncia de validagdo experimental e in silico para

combinagdes de marcadores e enzimas de restri¢ao limita a implementagdo de técnicas como a
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RFLP-PCR, que poderia oferecer solucdes rapidas e acessiveis para identificagdo de espécies
em cenarios clinicos e ambientais (Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2015b).

Este estudo avaliou estratégias para aprimorar o diagnéstico molecular da esporotricose
na Amazonia, com foco em populacdes felinas. Foram comparados diferentes métodos de
extracdo de DNA e regides-alvo do DNA ribossomal para amplificagdo por PCR. Também foi
realizada uma andlise de potencial para diferenciagdo de espécies por PCR-RFLP, cujos
resultados mostraram limitagdes na distingdo entre espécies do complexo Sporothrix. A analise
filogenética confirmou a predominancia de S. brasiliensis nos isolados regionais. Os achados
contribuem para o desenvolvimento de protocolos diagnosticos mais sensiveis e adequados a

realidade laboratorial da regido, fortalecendo a vigilancia de micoses na Amazonia.
Material e Métodos

Tipo de Estudo

O estudo proposto ¢ uma pesquisa laboratorial experimental, de natureza descritiva e
analitica. A abordagem envolve técnicas moleculares, incluindo extracio de DNA, PCR
(Reagdo em Cadeia da Polimerase), RFLP (Polimorfismo de Comprimento de Fragmentos de
Restricdo) e analises filogenéticas. O foco principal foi desenvolver e validar uma abordagem

RFLP-PCR para identificar espécies patogénicas de Sporothrix em gatos na cidade de Manaus.

PCR -AMPLIFICACAO
—> ~ DO DNA (avaliar 3
regioes alvo)
-

Figure 1 - Fluxograma da metodologia e dos procedimentos
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Cepas Padrao

Foram utilizadas cepas padrao de Sporothrix para fins de comparagdo e identificagdo
das espécies. As cepas que serdo utilizadas sdo S. schenckii (ATCC CFP 00746), e S. brasiliensis
(ATCC MYA-4606), obtidas do American Type Culture Collection (ATCC), Candida albicans
ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404. E Sporothrix amostra regional do acervo do

INPA que foram coletados de felinos em uma clinica veterinaria na Cidade de Manaus.

Procedimentos

Avaliagdo da eficécia de trés diferentes métodos de estracdo de DNA (fenol-cloroférmio,
kit comercial e precipitagao por sal)

Com o objetivo de avaliar o desempenho de diferentes métodos de extragcdo de DNA
para aplicagdes moleculares em Sporothrix spp., foram comparadas trés abordagens distintas:
extracao por colunas de silica, por precipitacdo por sal e por fenol-cloroformio. Todas as
extracdes foram realizadas com amostras de culturas fingicas (~200 mg), previamente
cultivadas em agar Sabouraud.

a) Extracdo com colunas de silica (DNeasy Blood & Tissue Kit, Qiagen, Hilden,
Alemanha):

A extracdo com membrana de silica foi realizada utilizando o kit (DNeasy Blood &
Tissue, 2023), conforme o protocolo do fabricante. As amostras foram tratadas com 20 pL de
proteinase K e 180 pL de tampdo AL, incubadas a 56 °C por 30 minutos. Posteriormente, foi
adicionado 200 pL de etanol absoluto, e a solucdo foi transferida para colunas contendo
membranas de silica. Apds centrifugacdo, foram realizadas lavagens com 500 pL dos tampdes
AW1 e AW2. A eluicdo final foi realizada com 100 pL de tampdo ATE (Tris-EDTA, pH 9,0),
coletando o DNA genémico na fase aquosa. Essa metodologia é baseada na afinidade do DNA
com superficies de silica sob alta forca i6nica, permitindo eficiente purificagio mesmo na
presenca de contaminantes celulares.

b) ExtracGes baseadas em precipitacdo por sal (MasterPure DNA Purification Kit
for BloodVersion I, Epicentre, Madison, WI, EUA):

O método de salinizacdo incluiu a lise celular com SDS e proteinase K, seguida da
adicdo de acetato de sddio 3M para precipitacdo de proteinas e outros contaminantes. Apos
centrifugacdo, o DNA na fase superior foi precipitado com etanol absoluto e lavado com etanol
70%.
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c) Extragdes de DNA fenol-cloroférmio, com uma adaptacdo para o uso de esferas
de vidro (0,45 mm) na desagregacao celular, visando as fracOes de polaridade.

A extragdo por fenol-cloroférmio foi realizada com base no método cléassico de
fenol:cloroférmio:Alcool isoamilico (25:24:1), Ferrer et al. (2001) com adaptacBes, com
adaptacéo para utilizacéo de esferas de vidro de 0,45mm para lise mecanica celular. As amostras
fangicas foram transferidas para tubos contendo as esferas e misturadas com 500 ul tampéo de
lise, passaram por choque térmico em termobloco e as amostras passaram por choque térmico
em termobloco a 85 °C por 15 minutos. Para maior eficiéncia na ruptura da parede celular de
Sporothrix, as amostras foram submetidas a congelamento a -80 °C por 30 minutos, seguido de
aquecimento em banho-maria a 100 °C por mais 60 minutos. Em seguida, foi realizada
maceracao vigorosa da biomassa utilizando palitos de swab (sem algodao), e adicionados mais
500 pL de tampéo de lise, totalizando 1000 pL. A mistura foi agitada em vortex por 30
segundos. Foi entdo adicionado 20 pL de proteinase K, e as amostras incubadas a 56 °C por 1
hora em termobloco para digestao de proteinas.

As amostras foram agitadas por 30 segundos em virtex e em seguida, adicionou-se 500
ML da solucdo organica fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), sendo a mistura
homogeneizada por inversdo (100x) — o uso de vortex foi evitado nesta etapa para prevenir a
fragmentacdo do DNA. A separacéo das fases foi realizada por centrifugacdo a 13.500 rpm por
15 minutos. O sobrenadante (fase aquosa) foi cuidadosamente transferido para novo microtubo
de 2 mL contendo 500 pL de isopropanol. A homogeneizacao para precipitacdo do DNA foi
feita por inversédo (50x).

Ap0s o periodo de precipitacdo, os tubos foram centrifugados por 15 minutos a 13.500
rpm. O sobrenadante foi descartado, mantendo o pellet de DNA. A purificacdo foi realizada
com duas lavagens em etanol 70%: em cada uma, adicionou-se 500 pL de etanol, seguido de
homogeneizacdo por inversdo e centrifugacdo a 13.500 rpm por 15 minutos. O etanol residual
foi completamente eliminado utilizando pipeta de 200 pL. Para remocao de vestigios de alcool,
0s microtubos permaneceram semiabertos em termobloco a 65 °C por 10 minutos. O DNA foi
ressuspendido em 100 pL de tampdo de eluicdo TE, sendo os microtubos devidamente
identificados com informacbes sobre a amostra, data e concentracdo. As amostras foram
mantidas a temperatura ambiente até completa eluicdo e, posteriormente, armazenadas em
geladeira especifica para DNA extraido.

As amostras de DNA foram quantificadas por espectrofotometria (Gene Quant pro
RNA/DNA Calculator, GE Healthcare, Piscataway, NJ, EUA) a 260 nm, onde uma unidade de
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absorbancia sera equivalente a 50 pg/ml. A pureza do DNA foi avaliada pela relagdo entre as
absorbancias a 260 nm e 280 nm.. Uma diluigdo 1:50 foi preparada utilizando 4 uL do DNA
bruto e 196 pL de dgua MilliQ. A leitura foi realizada na fungao “DNA”, com ajuste prévio do
fator de diluicdo. Os parametros de concentracdo (ng/uL) e razdo de pureza (A260/280 e
A260/230) foram anotados. Apés a quantificacdo, o DNA foi diluido para a concentracdo
desejada para uso em PCR, de acordo com a formula: Ci x Vi =Cz x V.

As amostras diluidas foram armazenadas em tampdo TE, em microtubos de 500 pL,

devidamente rotulados e mantidos na geladeira de DNA extraido.

Comparacéo da eficiéncia da amplificagdo de DNA de Sporothrix brasiliensis por PCR

Foram avaliados trés métodos baseados em PCR para a deteccdo de S. brasiliensis,
utilizando amostras com diferentes concentragdes de DNA de S. brasiliensis e S. schenkii (20,
2, 0,2 0,002, 0,0002 ng) para amplificacdo, com o objetivo de determinar o limite de deteccao
de cada protocolo. As analises foram realizadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5%,
conforme especificado.

Este estudo visou comparar trés marcadores moleculares especificos conforme
descricdo no quadro 1— ITS: (White et al., 1990), ITS/LSU (Santos et al., 2010) e D1/D2 do
28S (LSU r RNA nuclear) (Kurtzman et al., 2006.) — no contexto da amplificacdo de S.

brasiliensis (CFP 00551) através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) convencional.

Quadro 1 - Referéncias de primers para cada regido alvo

REGIAO | PRIMER SEQUENCIA DO PRIMER | SEQUENCIA DO PRIMER | REFERENCIA
FORWARD | PRIMER FORWARD | REVERSE REVERSE
5- 5-
TCCTCCGCTTATTGATAT
ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACC ITS4 GC-3' White et al., 1990
TGCGG-3'
5- 5-
GGTCCGTGTTTCAAGAC
ITS/LSU ITS5 GGAAGTAAAAGTC NL4 GG-3' Santos et al., 2010
GTAACAAG-3'
D1/D2 do 5- 5-
28S (LSU GGTCCGTGTTTCAAGAC
rR& " NLI GCATATCAATAAGC NL4 GG.3 Kurtzg(l)a:)n6 etal,
nuclear) GGAGGAAAAG-3'

Fonte:White et al., 1990;Hong et al., 2005; Santos et al., 2010; Kurtzman et al., 2006.
Para cada marcador, o limite de deteccdo foi meticulosamente avaliado, empregando
uma série de dilui¢des de DNA em dez concentracdes distintas, variando de 100 ng/puL a 1

pg/uL. As amostras foram submetidas a PCR em um termociclador padrdo, sob condi¢des
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rigorosamente otimizadas para cada marcador, como esta descrito na Quadro 2, consistindo em

um protocolo de 35 ciclos de amplificacao.

Quadro 2 - Procedimentos de Reacdao de PCR para Cada Marcador Molecular

Marcador Primers Composic¢do da mistura de reagdo | Condigdes de PCR Referéncia
N Desnaturagdo: 94 °C
VOL. P/ 1 REACAO (30uL)
por 5 minutos
H20 Milli-Q = 14,5 pL.
35 ciclos:
Tampdo 1x =3 puL
Forward (ITS1): 5'- * Desnaturagao:
MgCI2 =1,2 uL
TCCGTAGGTGAA 94 °C por 1 minuto
dNTPs =3 puL
CCTGCGG-3' * Anelamento: 58 °C
ITS Primer F = 1,5 uL ) White et al., 1990
Reverse (ITS4): 5'- ) por 1 minuto
Primer R = 1,5 pLL
TCCTCCGCTTAT . * Extensdo: 72 °C
Taq polimerase = 0,3 pL
TGATATGC-3' por 2 minutos
Em cada tubo:
Extensao Final:
Mix =25 pL
72 °Cpor 10
Amostra= 5 pL )
minutos
Inicial
VOL. P/ 1 REACAO (30uL) Desnaturagdo: 94 °C
H20 Milli-Q = 14,5 uL por 3 minutos
Tampéo 1x =3 pL 35 ciclos:
ITSS: 5'- MgCI2 =1,2 uL * Desnaturacao:
GGAAGTAAAAG | dNTPs=3 puL 94 °C por 1 minuto
TCGTAACAAG-3" | Primer F=1,5uL * Anelamento:
ITS/LSU ) Santos et al., 2010
NL4: 5'- Primer R=1,5 uL 56,5°Cpor 1
GGTCCGTGTTTC | Taq polimerase = 0,3 pL minuto
AAGACGG-3' * Extensdo: 72 °C
Em cada tubo: por 2 minutos
Mix =25 pL Extensao Final:
Amostra=5 pL 72 °C por 10
minutos
VOL. P/ 1 REACAO (30uL) Inicial
H20 Milli-Q = 14,5 uL Desnaturagdo: 94 °C
Tampao 1x =3 puL por 3 minutos
Forward (NL1): 5'- )
MgCI2 = 1,2 uL 35 ciclos:
GCATATCAATAA
dNTPs =3 uL * Desnaturagao:
D1/D2 GCGGAGGAAAA ) )
Primer F =1,5 uL 94 °C por 1 minuto
LSU G-3' Kurtzman et al., 2006
Primer R =1,5 uL * Anelamento: 50 °C
rRNA Reverse (NL4): 5'- ) )
Taq polimerase = 0,3 uL. por 1 minuto
GGTCCGTGTTTC
* Extensdo: 72 °C
AAGACGG-3'

Em cada tubo:
Mix =25 uL
Amostra=5 pL

por 2 minutos
Extensao Final:

72 °C por 7 minutos
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Analise in silico de RFLP-PCR

Utilizando software de analise genética (NEBcutter VV3.0), foram avaliadas as enzimas
de restricdo (Haelll, Mspl, Hinfl, Ddel e Rsal) na regido de amplificagdo (ITS) com as 3
espécies de fungo Sporothrix. Esta analise visou identificar padrdes unicos de fragmentos que
permitam a diferenciacdo clara entre S. brasiliensis, S. globosa e S. schenkii, mas também as
demais espécies causadoras da esporotricose.

O NEBcutter V3.0 é um a ferramenta online desenvolvida pela New England Biolabs
(NEB) para andlises de sequéncias de DNA com enzimas de restricdo. Suas principais
funcionalidades incluem: 1) Mapeamento de restricdo: onde pode-se inserir uma sequéncia de
DNA no formato FASTA ou texto simples e a ferramenta podera identificar e marcar todos 0s
sitios de reconhecimento para uma vasta gama de enzimas de restrigdo. 2) Sele¢do de Enzima:
A ferramenta permite selecionar enzimas especificas ou grupos de enzimas. 3) Analise de
Fragmentos Gerados: Apos a digestdo in silico, O NEBcutter V3.0 exibe o tamanho dos
fragmentos de DNA gerados. 4) Visualizacdo Grafica: A ferramenta oferece uma representacédo
gréfica dos sitios de restricdo ao longo da sequéncia, facilitando a visualizacdo. 5) Op¢des de
Busca Avancada: A ferramenta oferece opcbes de refinar a busca por enzimas com
caracteristicas especificas, como enzimas ndo metil-sensiveis ou aquelas que requerem
cofatores especificos. 6) Comparacdo de Sequéncias: A ferramenta consegue comparar
multiplas sequéncias lado a lado na mesma analise de digest&o e facilita a comparar os padrdes

de cortes gerados.

Confirmagao da identidade molecular dos isolados aleatorios de Sporothrix regionais

A identidade molecular dos isolados regionais de Sporothrix spp. foi confirmada por
meio de analise filogenética baseada na regido ITS. Para a construcdo da arvore filogenética,
foram utilizadas sequéncias de cinco isolados de referéncia disponiveis no GenBank,
representando as espécies Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii e Sporothrix globosa.
Como controles externos, foram incluidos isolados de Aspergillus niger e Candida albicans.
Além disso, foram analisados quatro isolados clinicos provenientes da regido Amazonica,
obtidos da colecao fungica do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA). A arvore
filogenética foi construida com base no alinhamento das sequéncias pelo método Neighbor-
Joining, utilizando suporte de bootstrap para avaliar a confiabilidade dos agrupamentos, por

meio do software MEGA X (Molecular Evolutionary Genetics Analysis).
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Analise estatistica

Os experimentos foram feitos em triplicata, cada experimento de PCR foi feito trés
vezes para cada concentracdo de DNA e para cada marcador molecular (ITS, ITS/LSU, D1/D2
do 28S). Foram registrados os valores obtidos das amplifica¢cdes, como a intensidade das bandas
de PCR ou a quantidade de produto amplificado.

No calculo da Média (M), foram somados os valores e dividido por 3 para cada conjunto
de trés medidas. Da mesma forma foi feito para realizar o célculo do Desvio Padrao.

Para a analise de variancia foi utilizado (ANOVA), para determinar se houve diferengas
estatisticas significativa entre as médias dos diferentes grupos utilizando a ferramenta estatistica

do Excel.

RESULTADOS
Eficiéncia dos métodos de extracao de DNA

Com o objetivo de avaliar a eficacia de trés métodos distintos de extragao de DNA,
foram analisadas as concentra¢des e purezas obtidas dos fungos Sporothrix schenckii ATCC
CFP-00746, Sporothrix brasiliensis ATCC MYA-4606, Sporothrix amostra regional, Candida
albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404. Na Figura 2 apresentada estao descritas
as concentragdes médias e purezas obtidas utilizando os métodos Fenol-Cloroférmio, Método
de Coluna e Precipitacdo por Acetato. O método Fenol-Cloroférmio resultou nas maiores
concentracdes médias, destacando-se S. schenckii (86,81 = 81,61 ng/uL) e C. albicans (44,55
+ 21,35 ng/uL). O Método de Coluna apresentou menores concentragdes médias em todas as
espécies, sendo o valor mais elevado para Sporothrix amostra regional (7,69 + 8,34 ng/uL). No
método de Precipitacdio por Acetato, as concentragdes médias foram intermediarias,
destacando-se C. albicans (15,91 £ 10,29 ng/uL). Quanto a pureza do DNA, as razdes de
absorbancia (260/280 nm) obtidas pelos trés métodos ficaram entre 1,6 e 2,25, indicando

purezas satisfatorias em todos os casos.
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Figura 2 — Avalia¢do comparativa dos métodos de extragdo de DNA aplicados aos isolados fliingicos
Sporothrix schenckii ATCC CFP-00746, Sporothrix brasiliensis ATCC MYA-4606, Sporothrix amostra
regional, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404. (a) Concentragdo média de
DNA (ng/uL) obtida pelos métodos Fenol-Cloroformio, Coluna de Silica e Precipitagao por Acetato. (b)
Pureza média do DNA extraido, expressa pela razdo das absorbancias a 260/280 nm. As barras de erro

representam o desvio padrao das medidas realizadas em triplicata.

Amplificagdo com diferentes marcadores moleculares

A eficiéncia da amplificacdo de DNA de Sporothrix brasiliensis foi avaliada utilizando
trés pares de primers direcionados a diferentes regides do DNA ribossomal (Figura 3). Os
primers ITS1-ITS4 amplificaram consistentemente a regido alvo em todas as concentragdes
testadas, desde 20 ng até 0,0002 ng, demonstrando alta sensibilidade do marcador. A
amplificagdo com os primers NL1-NL4 também apresentou boa eficiéncia, com bandas visiveis
e de intensidade satisfatoria até a concentragao de 0,002 ng. Ja os primers ITS5-NL4 geraram
produtos de amplificacdo com boa intensidade de banda até 0,02 ng, apresentando uma
sensibilidade menor em relacdo aos demais marcadores. Esses resultados indicam que todos os

pares de primers foram capazes de amplificar o DNA de S. brasiliensis em diferentes faixas de
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concentragdo, sendo os primers ITS1-ITS4 e NL1-NL4 foram os mais sensiveis dentre os
testados.
3000 20 2 2x107 2x102 2x1032x104| M| 3060 20 2 2x107 2x102 2x1032x10+ 2 2x107 2x107 2x1022x10

- .-
1000

500

250

Figura 3 - Amplificagdo por PCR de regides do DNA ribossomal de Sporothrix brasiliensis (ATCC
MYA-4606) utilizando os pares de primers ITS1-ITS4 (a), NL1-NL4 (b) e ITS5-NL4 (c), em uma
curva de diluicdo seriada do DNA genomico (20 ng a 2 x 107 ng).

Analise de RFLP-PCR experimental e in silico

Com o objetivo de avaliar o potencial discriminatorio de diferentes enzimas de restrigao
aplicadas a regido ITS de espécies fingicas, foi realizada uma andlise in silico utilizando o
software NEBcutter V3.0, com sequéncias tipo TYPE depositadas no GenBank. A Tabela 1
apresenta os fragmentos gerados pelas enzimas Haelll, Mspl, Hinfl, Ddel e Rsal para
Sporothrix brasiliensis NR 147565.1, Sporothrix schenckii NR 14566.1, Sporothrix globosa
NR 189348.1, Aspergillus niger NR 111348.1 e Candida albicans NR 125332.1. Entre as
espécies do género Sporothrix, observou-se que os perfis gerados por cada enzima foram
altamente semelhantes, com variagdes de até 2 pb em fragmentos maiores. Por exemplo, a
enzima Haelll produziu cinco fragmentos principais em S. brasiliensis (82, 33, 276, 21 e 116
pb), S. schenckii (81, 33, 276, 21 e 114 pb) e S. globosa (97, 33, 277, 21 e 113 pb). A enzima
Mspl gerou pares de fragmentos 463—65 pb, 462—63 pb ¢ 479-62 pb para essas mesmas
espécies, respectivamente. De forma similar, a enzima Hinfl produziu perfis compostos por
cinco fragmentos com variagdes entre 253 e 258 pb no fragmento maior. Embora tais diferencas
possam ser observadas in silico, os fragmentos obtidos apresentam pesos moleculares muito
proximos, com diferencgas inferiores a 20 pb em sua maioria, o que pode limitar a diferenciagao
pratica dessas espécies por PCR-RFLP. Por outro lado, A. niger e C. albicans apresentaram
padrdes de fragmentagdo distintos em todas as enzimas testadas, como observado com Haelll
(seis fragmentos para A. niger, dois fragmentos de 69 e 426 pb para C. albicans) e com Ddel
(187-389 pb para A. niger e 397-98 pb para C. albicans), permitindo sua distin¢do em relagao

ao grupo Sporothrix.
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Tabela 1. Fragmentos previstos (pb) por digestdo in silico da regido ITS com enzimas de
restri¢do comerciais (Haelll, Mspl, Hinfl e Ddel) em cinco espécies fungicas de importancia
médica: Sporothrix brasiliensis NR 147565.1, Sporothrix schenckii NR 147566.1, Sporothrix
globosa NR 189348.1, Aspergillus niger NR 111348.1 e Candida albicans NR 125332.1. As
analises foram realizadas com a ferramenta NEBcutter V3.0 a partir das sequéncias ITS
amplificadas, e os fragmentos estdo expressos em pares de bases (pb), visando a diferenciagao

de espécies por PCR-RFLP.

Sporothrix Sporothrix Sporothrix ) ) Candida
) o 3 Aspergillus niger .
Enzima brasiliensis schenckii globosa albicans
NR 111348.1
NR 147565.1 NR 147566.1 NR 189348.1 NR 125332.1
Haelll 82, 33, 276, 81, 33, 276, 97, 33, 277, 47, 45, 15, 69. 426
(GGJ|CC) 21,116 21,114 21,113 29,291, 73,76 ’
111, 21, 15,
Mspl
463, 65 462, 63 479, 62 93, 101, 42, 276, 219
(CICGG)
32,86, 75
Hinfl 130, 60, 16, 129, 61, 16, 145, 63, 16, 19, 208, 16, 162, 16, 56,
(GIANTC) 64, 258 64, 255 64, 253 56, 248, 29 8,137,116
Ddel
154, 374 153, 372 169, 372 187, 389 397, 98
(CITNAG)
Rsal
22,415, 91 22,414, 89 41,412, 88 73, 503 495
(GT|IAC)

Com o objetivo de confirmar a identidade molecular dos isolados regionais de
Sporothrix, foi realizada uma anélise filogenética baseada na regido ITS com cinco isolados
aleatérios de cada espécie de referéncia (S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa) e quatro
isolados regionais provenientes da Amazonia. Na figura 4 — Andlise filogenética com base na
regido ITS utilizando o método neighbor-joining com suporte de bootstrap, observou-se que
todos os isolados regionais se agruparam de forma consistente no mesmo clado de Sporothrix

brasiliensis, junto as cepas tipo NR 147565.1 e demais isolados depositados no GenBank.



49

Sporothrix globosa (LC636193.1)
Sporothrix globosa (ON092639.1 )
Sporothrix globosa (LC636189.1)
- Sporothrix globosa (LC636186.1)

Sporothrix globosa (LC636183.1)

Sporothrix globosa from TYPE material (NR 189348.1)
Sporothrix schenckii (OW987329.1)
Sporothrix schenckii (AB089139.1)

2 Sporothrix schenckii from TYPE material (NR 147566.1 )

200 , Sporothrix schenckii (OW985330.1 )
Sporothrix schenckii (OW987315.1)

Sporothrix brasiliensis (KX274443.1)

p 1” @ Sporothrix brasiliensis (Sample 02)
ss| @ Sporothrix brasiliensis (Sample 03)

Sporothrix brasiliensis (OX416765.1)

Sporothrix brasiliensis (OX416764.1)
Sporothrix brasiliensis (OW986466.1 )
Sporothrix brasiliensis from TYPE material (NR 147565.1)

- @ Sporothrix brasiliensis (Sample 34)

® Sporothrix brasiliensis (Sample 36)

@ Aspergillus niger from TYPE material (NR 111348.1)

® Candida albicans from TYPE material (NR 125332.1)

—_

005
Figura 4 - Analise filogenética com base na regido ITS utilizando o método neighbor-joining com
suporte de bootstrap no software MEGA X (Molecular Evolutionary GeneticsAnalysis), construida para
o marcador molecular espagador transcrito interno (ITS). A arvore foi construida a partir do alinhamento
das sequencias de espécies do género Sporothrix disponiveis na base de dados NCBI e sequéncias de
amostras de isolados regionais da Amazonia utilizadas no estudo estdo em verde. Os isolados Aspergillus
niger e Candida albicans foram utilizados como grupo externo estdo em vermelho, as sequéncias estdo

disponiveis no banco de dados NCBI.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, foram identificados avangos significativos na metodologia de diagnostico
molecular da esporotricose. Os principais achados incluem: (1) a superioridade do método
Fenol-Cloroféormio na extragdo de DNA, que apresentou as maiores concentracdes e pureza
para diferentes espécies fingicas; (2) a alta sensibilidade dos primers ITS1-ITS4 e NL1-NL4
na PCR, permitindo amplificacdo mesmo em concentracdes extremamente baixas de DNA; (3)
a limitacao da técnica de PCR-RFLP na diferenciacdo de espécies de Sporothrix, devido as
semelhangas nos padroes de restricdo gerados pelas enzimas; e (4) a identidade molecular dos
isolados regionais do Amazonas, que foram agrupados com Sporothrix brasiliensis, reforgcando
a predominancia desta espécie na regido. Esses resultados contribuem diretamente para
aprimorar a identificacdo molecular e a vigilancia epidemiolédgica da esporotricose.

O método Fenol-Cloroférmio foi identificado como a técnica mais eficaz para extracao
de DNA, apresentando as maiores concentracdes médias, como observado para S. schenckii
(86,81 £ 81,61 ng/uL) e C. albicans (44,55 + 21,35 ng/uL). A pureza do DNA obtido foi
consistente, com valores entre 1,6 € 2,25 na razdo de absorbancia 260/280 nm, indicando
qualidade satisfatoria. Comparado ao método de Coluna, que gerou menores concentracoes, €
ao método de Precipitagdo por Acetato, cujas concentragdes foram intermediarias, o Fenol-
Cloroférmio demonstrou ser a escolha mais adequada para trabalhos com Sporothrix. Estudos
anteriores corroboram esse achado. Kumar e Mugunthan (2018) destacam que a extracao por
Fenol-Cloroformio ¢ altamente eficiente devido a sua capacidade de remover contaminantes e
proteinas. Fernandes et al. (2023) também observaram que este método produz DNA de melhor
qualidade para analises moleculares, sendo preferivel para PCR. No entanto, a manipulacao de
reagentes toxicos pode ser uma limitacao pratica. Em comparacdo, o estudo de Fernandes et al.
(2023) sugere que o uso de colunas de silica pode ser mais seguro, ainda que gere menor
rendimento. A elevada eficacia do Fenol-Cloroférmio pode ser atribuida a sua habilidade de
fracionar proteinas e polissacarideos, garantindo recuperacdo seletiva do DNA. Futuras
adaptagdes poderiam mitigar a toxicidade sem comprometer a eficiéncia.

Os primers ITS1-ITS4 foram os mais sensiveis, amplificando DNA desde
concentragdes de 20 ng até 0,0002 ng, seguido pelos primers NL1-NL4, que foram eficientes
até 0,002 ng. Ja os primers ITS5-NL4 amplificaram bem até 0,02 ng, demonstrando menor
sensibilidade em relacdo aos outros. Estes resultados sugerem que ITS1-ITS4 e NL1-NL4 sao

os melhores candidatos para diagnostico molecular de Sporothrix brasiliensis em amostras
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clinicas. Esses achados sdo consistentes com White et al. (1990) que indicaram ITS como o
marcador de referéncia para identificagdo de fungos. Tekpinar e Kalmer, (2019) confirmaram
que ITS ¢ biologicamente relevante e altamente especifico, tornando-se um marcador universal
em estudos genéticos de fungos. Cheng et al. (2020) também demonstraram que regioes ITS
sdo essenciais na amplificagdo por PCR devido a sua conservagdo estrutural. A elevada
sensibilidade encontrada aqui reforca o papel de ITS no diagnoéstico clinico. A vantagem desses
primers sobre outros pode ser explicada pelo alto grau de conservacao das regides ITS
combinada com sua variabilidade especifica para Sporothrix brasiliensis. Em contrapartida,
marcadores como Calmodulina e mtDNA requerem maiores concentracdes para amplificagao,
o que pode dificultar a detec¢do precoce de DNA fingico em amostras clinicas.

A andlise in silico da digestdao de produtos de PCR revelou que as enzimas de restrigao
Haelll, Mspl, Hinfl, Ddel e Rsal produziram padrdes de fragmentagdo semelhantes entre
espécies do género Sporothrix, com variagdes inferiores a 20 pb. Isso sugere que a diferenciagao
molecular entre S. brasiliensis, S. schenckii e outras espécies pode ser desafiadora utilizando
PCR-RFLP. Por outro lado, 4. niger e C. albicans apresentaram perfis distintos, permitindo sua
clara diferenciag¢do. Estudos de Rodrigues et al. (2015) ja haviam relatado que a técnica de
PCR-RFLP enfrenta dificuldades na diferenciacao de Sporothrix devido a similaridade genética
entre as espécies. Estudos como os de Etchecopaz et al. (2021) também indicam que o
polimorfismo de restricdo pode ser pouco informativo para espécies do clado patogénico de
Sporothrix. Além disso, Nava-Pérez et al. (2022) apontam que variagdes menores que 20 pb
podem nao ser suficientes para caracterizar uma espécie em analises laboratoriais praticas. A
dificuldade na diferenciagcao por PCR-RFLP pode estar relacionada a alta conservagao genética
entre as espécies de Sporothrix, especialmente S. brasiliensis e S. schenckii. Isso indica que,
para aplicacdes clinicas, métodos alternativos como sequenciamento completo ou PCR com
primers especificos podem ser mais eficazes para a identificagdo de espécies. No entanto, a
PCR-RFLP continua sendo uma opg¢ao viavel para estudos epidemiologicos devido ao seu custo
reduzido e facilidade de implementacdo em laboratorios de rotina.

Os isolados regionais do Amazonas foram agrupados filogeneticamente com Sporothrix
brasiliensis, sugerindo que essa ¢ a principal espécie presente na regido. A analise filogenética
mostrou que os isolados amazonicos compartilham alta identidade com cepas do GenBank,
incluindo a referéncia NR 147565.1. Essa descoberta reforca a hipotese de que surtos de
esporotricose na Amazonia sdo predominantemente causados por S. brasiliensis. Esses achados

se alinham com estudos anteriores, como os de Gremido et al. (2021), que identificaram S.
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brasiliensis como a principal espécie responsavel por surtos zoondticos no Brasil. Além disso,
Lima Barros et al. (2011) demonstraram que S. brasiliensis possui maior capacidade de
transmissao em gatos, o que pode explicar sua prevaléncia na Amazonia, dada a alta incidéncia
da doenga em felinos na regido. A identificagdo molecular precisa dos isolados regionais pode
facilitar o monitoramento epidemioldgico e auxiliar na formulagdo de estratégias de controle
da doenca. A predominancia de S. brasiliensis na Amazonia pode estar associada a sua elevada
viruléncia e adaptabilidade ao clima quente e imido da regido. Esses fatores favorecem sua
disseminacdo, especialmente em populacdes de gatos € humanos em areas urbanas com
condigdes sanitarias precarias. Estudos futuros podem explorar variagdes genéticas dentro das
populagdes de S. brasiliensis, buscando identificar fatores de resisténcia antifingica ou
mutacdes relacionadas a sua viruléncia.

Apesar dos avangos apresentados, algumas limitagdes devem ser consideradas.
Primeiramente, o tamanho da amostra de isolados foi relativamente pequeno, o que pode
restringir a generalizacdo dos resultados. Para fortalecer a validade estatistica, estudos futuros
devem incluir uma amostragem mais ampla e diversificada, abrangendo diferentes regioes do
Brasil. Outra limitacgao refere-se ao método de extragdo de DNA por Fenol-Cloroférmio, que,
apesar de altamente eficiente, envolve reagentes toxicos e exige cuidados na manipulagao. Para
aplicacdes clinicas de rotina, alternativas mais seguras, como kits comerciais de purificacao de
DNA, devem ser avaliadas. Além disso, a validacao em amostras clinicas humanas ainda nao
foi realizada, sendo essencial expandir o estudo para amostras de pacientes diagnosticados com
esporotricose. Isso permitiria uma avaliagdo mais precisa da aplicabilidade dos métodos de PCR
e RFLP-PCR em contextos reais de diagndstico. Por fim, embora a PCR-RFLP tenha sido
investigada como ferramenta de diferenciagdo molecular, seu poder discriminatorio entre
espécies do género Sporothrix mostrou-se limitado, indicando a necessidade de metodologias
complementares, como sequenciamento de nova geragao.

Este estudo apresenta avancgos significativos no diagndstico molecular da esporotricose,
propondo uma metodologia mais rapida e acessivel para identificagdo de espécies de
Sporothrix. A validacdo do marcador ITS e da técnica de PCR-RFLP fornece uma alternativa
confiavel para diagnosticos laboratoriais, reduzindo a dependéncia de métodos convencionais
como cultura micoldgica, que demandam semanas para resultados conclusivos. Além disso, a
confirmagdo da predominancia de S. brasiliensis na Amazonia contribui para o entendimento
epidemioldgico da esporotricose na regido, auxiliando no desenvolvimento de politicas de

controle e prevengdo. A identificacdo precisa dos isolados pode impactar estratégias de
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tratamento e manejo clinico, permitindo intervengdes mais eficazes no combate a doenga. No
futuro, a integragdo de sequenciamento molecular e PCR quantitativa pode proporcionar
diagnosticos ainda mais sensiveis e especificos. A aplicagdo dessa metodologia em programas
de vigilancia epidemioldgica pode acelerar o reconhecimento de surtos e facilitar o

monitoramento da propagacao da doenga.

CONCLUSAO

Este estudo apresentou avangos significativos na otimizagao da PCR para o diagndstico
de esporotricose, permitindo uma deteccao mais rdpida e precisa das espécies Sporothrix spp..
Os principais achados incluem a superioridade do método Fenol-Cloroformio na extracao de
DNA, garantindo maior rendimento e pureza para analises moleculares. Além disso, os primers
ITS1-ITS4 e NL1-NL4 demonstraram alta sensibilidade, sendo eficazes na amplificacao de
Sporothrix brasiliensis mesmo em concentragoes extremamente baixas, tornando-se excelentes
ferramentas para diagnostico molecular.

A analise in silico da PCR-RFLP evidenciou desafios na diferenciagdo molecular das
espécies patogénicas do género Sporothrix, devido as semelhancas nos padrdoes de
fragmentacao gerados pelas enzimas de restrigdo. No entanto, a técnica permitiu uma distingao
clara de 4. niger e C. albicans, demonstrando sua aplicabilidade para certos géneros fingicos.
Além disso, os isolados amazdnicos foram identificados como pertencentes ao clado de S.
brasiliensis, reforcando sua predominancia na regido e contribuindo para o entendimento

epidemiologico da esporotricose no Brasil.
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7 CONCLUSAO

Este estudo testou metodologias e verificou-se qual obteve o melhor desempenho na
otimizagdo da PCR para o diagndstico de esporotricose, permitindo uma detec¢do mais rapida
e precisa das espécies Sporothrix spp. Os principais achados incluem a superioridade do método
Fenol-Cloroféormio na extragdo de DNA, garantindo maior rendimento e pureza para analises
moleculares. Além disso, os primers ITS1-ITS4 e NL1-NL4 demonstraram alta sensibilidade,
sendo eficazes na amplificacio de Sporothrix brasiliensis mesmo em concentragdes
extremamente baixas, tornando-se excelentes ferramentas para diagndstico molecular.

A analise in silico da PCR-RFLP evidenciou desafios na diferenciacdo molecular das
espécies patogénicas do género Sporothrix, devido as semelhancas nos padrdes de
fragmentacao gerados pelas enzimas de restrigdo. No entanto, a técnica permitiu uma distingao
clara de A. niger e C. albicans, demonstrando sua aplicabilidade para certos géneros fingicos.
Além disso, os isolados amazdnicos foram identificados como pertencentes ao clado de S.
brasiliensis, ¢ essas sequéncias das amostras regionais serdo depositados na base de dados
NCBI, refor¢ando sua predominancia na regido e contribuindo para o entendimento

epidemiologico da esporotricose no Brasil.
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