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Introducéo

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por espécies do género Sporothrix,
caracterizada por uma ampla distribuicdo 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 zoondtica
(Mesquita et al., 2024c). Este cenario é agravado pela auséncia de métodos diagnosticos rapidos
e precisos, que sdo essenciais para 0 manejo clinico e controle epidemiolégico (Rodrigues,
2022). Métodos moleculares, como a PCR, tém potencial para superar as limitacdes das
abordagens convencionais, como cultura e coloracdo direta, que frequentemente apresentam
baixa sensibilidade e especificidade (Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2015b). Apesar de
avancos em estudos moleculares, a padronizacdo de métodos que otimizem a deteccdo de
Sporothrix permanece limitada, especialmente em areas endémicas com recursos tecnoldgicos
restritos (Rodrigues et al., 2022a).

Estudos prévios demonstraram a eficacia da PCR na deteccdo 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 diferenciacao de espécies e avaliacdo da diversidade genética
em contextos epidemioldgicos (Ezeonuegbu et al., 2022; Tekpinar; Kalmer, 2019b). Na
Amazonia, investigacdes 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 antifingica, o que torna urgente a
realizacdo de estudos regionais (Machado et al., 2025; Rodrigues; De Hoog; De Camargo,

2015c¢). Referéncias relevantes incluem trabalhos de White et al. (1990), Hong et al. (2005) e
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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 populacdes locais de Sporothrix dificulta a aplicacdo pratica desses
métodos na Amazonia (Machado et al., 2025). Questfes como o desempenho de diferentes
métodos de extracdo 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 validacdo experimental e in silico para
combinag6es de marcadores e enzimas de restricao limita a implementacao de técnicas como a
RFLP-PCR, que poderia oferecer solucGes rapidas e acessiveis para identificagdo de espécies
em cendrios clinicos e ambientais (Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2015b).

Este estudo avaliou estratégias para aprimorar o diagnostico 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 amplificacdo por PCR. Também foi
realizada uma anélise de potencial para diferenciacdo de espécies por PCR-RFLP, cujos
resultados mostraram limitacGes na distincdo entre espécies do complexo Sporothrix. A anélise
filogenética confirmou a predominancia de S. brasiliensis nos isolados regionais. Os achados
contribuem para o desenvolvimento de protocolos diagndsticos mais sensiveis e adequados a

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

Tipo de Estudo

O presente trabalho caracteriza-se como uma pesquisa laboratorial experimental, de
natureza descritiva e analitica. Foram empregadas técnicas de biologia molecular que incluiram
a extracdo de acidos nucleicos, PCR convencional, digestdo enzimatica (in silico) e analises
filogenéticas, com o objetivo central de validar uma abordagem molecular vidvel para a

identificacdo de espécies patogénicas de Sporothrix em Manaus, Amazonas.
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Figura 1 - Fluxograma da metodologia e dos procedimentos

Cepas Padrao
Foram utilizadas cepas padrdo de Sporothrix para fins de comparacéo e identificacdo
das espécies. As cepas que foram utilizadas sdo Sporothrix schenckii (ATCC CFP 00746), e
Sporothrix brasiliensis (ATCC MYA-4606), obtidas do American Type Culture Collection
(ATCC), além de Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404 como
controles. Também foram incluidos isolados regionais de Sporothrix pertencentes ao acervo do
Laboratorio de Micologia do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA),
provenientes de felinas atendidos em clinica veterinaria da cidade de Manaus, Amazonas.
Procedimentos de Extracdo de DNA
Avaliacdo da eficacia de trés diferentes métodos de extracdo de DNA
Com o objetivo de avaliar o desempenho de diferentes métodos de extracdo de DNA
para aplicacbes moleculares em Sporothrix spp., foram comparadas trés abordagens distintas:
extracdo por colunas de silica, por precipitacdo por sal e por fenol-cloroférmio. Todas as
extracOes foram realizadas com amostras de culturas fangicas (~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 tamp&o 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 centrifugacéo, foram realizadas lavagens com 500 uL dos tampdes
AW1 e AW2. A eluicéo final foi realizada com 100 pL de tampdo ATE (Tris-EDTA, pH 9,0),

coletando o DNA gendémico na fase aquosa. Essa metodologia é baseada na afinidade do DNA
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com superficies de silica sob alta forca ionica, peritindo eficieh;fé' purvifica(;éo smo !na

presenca de contaminantes celulares.

b) Extracbes baseadas em precipitagdo por sal (MasterPure DNA Purification Kit for
BloodVersion Il, Epicentre, Madison, WI, EUA):

O método de salinizacdo incluiu a lise celular com SDS e proteinase K, seguida da
adicdo de acetato de sédio 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%.

c) Extracdes de DNA fenol-cloroférmio, com uma adaptacdo para o uso de esferas de vidro
(0,45 mm) na desagregacao celular, visando as frac6es de polaridade.

A extragdo por fenol-cloroférmio foi realizada com base no método classico de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico (25:24:1), Ferrer et al. (2001), com adaptacdo para
utilizacdo de esferas de vidro de 0,45mm para lise mecénica celular. As amostras fungicas
foram transferidas para tubos contendo as esferas e misturadas com 500 pL tampdo de lise, 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
60 minutos. Em seguida, foi realizada maceracao vigorosa da biomassa utilizando palitos de
swab (sem algod&o), e adicionados mais 500 pL de tampé&o 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 vértex e em seguida, adicionou-se 500
puL 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 separacdo das fases foi realizada por centrifugagéo 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 homogeneizagéo para precipitacdo do DNA foi
feita por inverséo (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
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homogeneizacdo por inversao e centrifugacdo a 1.5 rpm por 15 r-;ﬁ:i"nuto' ' etal residaal
foi completamente eliminado utilizando pipeta de 200 pL. Para remog&o de vestigios de alcool,
0s microtubos permaneceram semiabertos em termobloco a 65 °C por 10 minutos. O DNA foi
ressuspendido em 100 pL de tampédo de eluicdo TE, sendo os microtubos devidamente
identificados com informacgdes 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 é equivalente a 50 pg/ml. A pureza do DNA foi avaliada pela relagdo entre as
absorbancias a 260 nm e 280 nm. Uma dilui¢do 1:50 foi preparada utilizando 4 pL do DNA
bruto e 196 pL de agua MilliQ. A leitura foi realizada na fun¢do “DNA”, com ajuste prévio do
fator de diluicdo. Os parametros de concentracdo (ng/pL) e razdo de pureza (A260/280 e
A260/230) foram anotados. Apds a quantificacdo, o DNA foi diluido para a concentracdo
desejada para uso em PCR, de acordo com a formula: C: x Vi = C2 x V2. As amostras diluidas
foram armazenadas em tampdo TE, em microtubos de 500 uL, devidamente rotulados e
mantidos na geladeira de DNA extraido.

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

Foram avaliados trés métodos baseados em PCR para a deteccdo de S. brasiliensis,
utilizando amostras com diferentes concentracGes 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 deteccédo
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'-
ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCT ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATG | Whiteetal., 1990
GCGG-3' C-3
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5'- 5'-
ITS/LSU ITS5 GGAAGTAAAAGTCGT NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG | Santos etal., 2010
AACAAG-3' -3
D1/D2 do 5'- 5'-
28S (LSU NL1 GCATATCAATAAGCG NL4 GGTCCGTGTTTCAAGACGG | Kurtzman et al.,
rRNA GAGGAAAAG-3' -3' 2006
nuclear)

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 concentragdes distintas, variando de 100 ng/uL a 1
pg/uL. As amostras foram submetidas 8 PCR em um termociclador padrdo, sob condi¢des
rigorosamente otimizadas para cada marcador, como esta descrito na Quadro 2, consistindo em

um protocolo de 35 ciclos de amplificacdo.

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

Marcador | Primers Com~posigéo da mistura de | Condicdes de Referéncia
reacio PCR
Desnaturacdo:
. 94°C por 5
.| VOL. P/ 1 REAGCAO (30pL) | minutos
Forward (ITS1): | o5 Mmilli-Q ¢ 145 L | 35 ciclos:
> Tampdo 1x = 3 uL |+ Desnaturagdo:
TCCGTAGGT Z o ‘
GAACCTGCG MgCI2 = 1,2 pL 94_ C por 1
Go3/ dl\_lTPs = 3 ML | minuto _
ITS Reverse (ITS4): Pr!mer F = 15 L |- Anelamento: | White et al., 1990
50 “|Primer R = 15 pL |58°C por 1
Taq polimerase = 0,3 pL | minuto
TCCTCCGCTT Em cada tubo: | » Extensdo: 72 °C
ATTGATATG . _ .
C-3' Mix = 25 ML | por 2~ mln_utos
Amostra =5 L Extensdo  Final:
72°C  por 10
minutos
Inicial
Desnaturacéo:
VOL. P/ 1 REACAO (30uL) | 94°C  por 3
H20 Milli-Q = 14,5 puL | minutos
ITSS: 5- | Tampdo 1x = 3 pL |35 ciclos:
GGAAGTAAA | MgCI2 = 1,2 ML | ¢ Desnaturacdo:
AGTCGTAAC dNTPs = 3 ML | 94°C  por 1
AAG-3' Primer F = 15 puL | minuto
ITSILSU- | \iL4: s.|Primer R = 15 uL |+  Anclamento: | S2ntosetal, 2010
GGTCCGTGTT | Taq polimerase = 0,3 pL | 56,5°C por 1
TCAAGACGG- minuto
3’ Em cada tubo: |  Extensdo: 72 °C
Mix = 25 pL | por 2 minutos
Amostra=5 pL Extensdo  Final:
72°C  por 10
minutos
D1/D2 Forward (NL1): | VOL. P/ 1 REACAO (30pL) | Inicial
LSU rRNA | 5'- (N H20 Milli-Q S 14,(5 ‘LL) Desnaturagéo: Kurtzman et al., 2006
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GCATATCAA | Tampdo 1x = 3 pL|94°C por 3
TAAGCGGAG | MgCI2 1,2 pL | minutos

GAAAAG-3’ dNTPs 3 pL | 35 ciclos:
Reverse (NL4): | Primer F 15 ML |+ Desnaturagdo:

5'- Primer R 15 pL | 94°C por 1
GGTCCGTGTT | Tag polimerase = 0,3 uL | minuto
TCAAGACGG- . Anelamento:
3’ Em cada tubo: | 50°C  por 1
Mix = 25 pL | minuto
Amostra =5 pL » Extensdo: 72 °C

por 2 minutos
Extensdo  Final:
72°C  por 7
minutos

Analise in silico de RFLP-PCR

A triagem de polimorfismos na regido ITS foi realizada digitalmente no software
NEBcutter V3.0 (New England Biolabs). Foram inseridas sequencias do tipo TYPE obtidas no
GenBank para as espécies S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, A. niger e C. albicans.
Avaliaram-se as seguintes endonucleases de restricdo: Haelll, Mspl, Hinfl, Ddel e Rsal,
mapeando os tamanhos teéricos dos fragmentos em pares de bases (pb) e comparando os perfis
de restricdo gerados para validar o potencial de discriminagdo taxonémica.
Confirmacéo Filogenética

A validacdo taxonémica final dos isolados foi efetuada pelo alinhamento de sequéncias
ITS de quatro clinicas locais com sequéncias de referéncia do NCBI. A reconstrucao
filogenética foi conduzida no software MEGA X utilizando o método Neighbor-Joining e
suporte bootstrap com 1.000 réplicas, adotando A. niger e C. albicans como grupos externos.
Anélise Estatistica

Os experimentos foram executados em triplicata biolégica e técnica. Os dados
numeéricos de rendimento de extracdo foram computados para média e desvio padrdo. As
diferencas de eficiéncia e intensidade de bandas foram submetidas a analise de variancia
(ANOVA) por meio do Microsoft Excel, fixando o critério de significancia estatistica em p <
0,05.

Resultados e Discussao

Eficiéncia Comparativa dos Métodos de Extracdo
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A avaliacdo espectrofotométrica revelou que o protoco]a ad'ptado por fenol-
cloroférmio superou significativamente os demais em termos de rendimento quantitativo,
fornecendo as concentragdes mais elevadas de DNA gendmico. Na Figura 2 apresenta as
concentra¢fes médias e os indices de pureza obtidos pelos métodos fenol-cloroférmio, coluna
de silica e precipitacdo por acetato. As médias de maior destaque ocorreram em S. schenckii
(86,81 + 81,61 ng/uL) e C. albicans (44,55 + 21,35 ng/pL). O método de precipitacdo por
acetato demonstrou rendimento intermediario C. albicans (15,91 + 10,29 ng/uL), enquanto o
método de colunas de silica resultou nos menores valores quantitativos em todas as amostras
estudadas, registrando seu apice em isolados regionais de Sporothrix (7,69 + 8,34 ng/uL).

Apesar das disparidades em massa recuperada, todas as trés técnicas preservaram
indices de pureza satisfatorios, operando em intervalos de razdo (260/280 nm) de 1,6 e 2,25.
Estudos anteriores corroboram esse achado. Kumar e Mugunthan (2018) destacam que a
extracdo por fenol-cloroformio é 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
manipulacdo de reagentes toxicos pode ser uma limitacéo pratica. Em comparacao, 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 recuperacgdo seletiva do DNA.
Futuras adaptacOes poderiam mitigar a toxicidade sem comprometer a eficiéncia.

a) 175

150

Concentragao de DNA (ng/uL)

] Ay

Fenol-Cloroférmio Método de Coluna Precipitacao por Acetato
Método de Extracao

2.0
15
10
. S. schenckil ATCC
O3 mmm s. brasiliensis ATCC
=== S. amostra
C. albican: SAT(.L
A. niger ATCC
0.0

Fenol-Cloroformio Método de Coluna Precipitacao por Acetato
Método de Extracdo

=

Pureza do DNA (Abs 260/280)

Figura 2 — Avaliacdo comparativa dos métodos de extragdo de DNA aplicados aos isolados fungicos
Sporothrix schenckii ATCC CFP-00746, Sporothrix brasiliensis ATCC MY A-4606, Sporothrix amostra
regional, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus niger ATCC 16404. (a) Concentragdo média de
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DNA (ng/uL) obtida pelos métodos FenoI—CIoroférmio, Coluna de Sl’lica—é*‘Prec'ipitagéo 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.

Amplificacdo 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
ensaios de PCR convencional demonstram comportamentos distintos de sensibilidade conforme
o0 par de iniciadores selecionados. O marcador ITS1-1TS4 mostrou-se 0 mais sensivel do estudo,
sustentando amplificacBes inequivocas e bandas perfeitamente visiveis ao longo de toda a curva
de diluicdo, operando desde 20 ng até o limite minimo analitico de 0,0002 ng.

O par direcionado a regido D1/D2 (NL1- NL4) revelou eficiéncia satisfatdria, exibindo
sinal robusto até a concentracao limiar de 0,0002ng. Em contrapartida, a combinacédo expandida
ITS5-NL4 mostrou o menor desempenho analitico, apresentando bandas discerniveis somente
até a diluicdo de 0,02ng. Tais achados consagram os marcadores ITS1-ITS4 e NL1-NL4 como
as principais escolhas para o desenho de diagndsticos moleculares sensiveis direcionados a S.
brasiliensis em amostras de baixa carga biologica.

Esses achados sdo consistentes com White et al. (1990) que indicaram ITS como o
marcador de referéncia para identificacdo de fungos. Tekpinar e Kalmer, (2019) confirmaram
que ITS é biologicamente relevante e altamente especifico, tornando-se um marcador universal
em estudos genéticos de fungos. Cheng et al. (2020) também demonstraram que regies ITS
sdo essenciais na amplificacdo por PCR devido a sua conservacdo estrutural. A elevada
sensibilidade encontrada aqui reforca o papel de ITS no diagndstico clinico. A vantagem desses
primers sobre outros pode ser explicada pelo alto grau de conservacdo das regides ITS
combinada com sua variabilidade especifica para Sporothrix brasiliensis. Em contrapartida,
marcadores como Calmodulina e mtDNA requerem maiores concentracOes para amplificacéo,
0 que pode dificultar a deteccdo precoce de DNA fungico em amostras clinicas.
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Figura 3 - Amplificacdo por PCR de regides do DNA ribossomal de Sporothrix brasiliensis (ATCC
MY A-4606) utilizando os pares de primers ITS1-1TS4 (a), NL1-NL4 (b) e ITS5-NL4 (c), em uma
curva de diluic¢do seriada do DNA gendmico (20 nga 2 x 10 ng).

Analise de RFLP-PCR experimental e in silico

Os dados obtidos por meio da plataforma NEBcutter V3.0 expuseram fragilidades
importantes para o0 emprego da técnica PCR-RFLP na especiacdo do complexo Sporothrix.
Como evidenciado na Tabela 1, a proximidade de tamanho entre fragmentos clivados impede
a resolucdo visual na rotina em gel convencional. Com variagBes tedricas que raramente
excedem 2 a 15pb entre as trés espécies fungicas (S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa), a
distingdo molecular torna-se impraticavel por essa abordagem.

A titulo de exemplo, a enzima Haelll gerou fragmentos dominantes de 276pb para S.
brasiliensis e S. schenckii, mudando sutilmente para 277 pb em S. globosa. O mesmo
comportamento de sobreposicéo foi registrado para Mspl, Hinfl, Ddel e Rsal. No entanto, todas
as endonucleases mostraram-se perfeitamente capazes de discriminar os géneros de controle
(A. niger e C. Albicans), indicando que a utilidade clinica do ensaio se restringe a triagem
genérica de infeccdes fungicas cruzadas e triagem epidemioldgica primaria de baixo custo,
demandando ferramentas confirmatorias de sequenciamento genético para a especiacdo de
Sporothrix.

Estudos de Rodrigues et al. (2015) ja haviam relatado que a técnica de PCR-RFLP
enfrenta dificuldades na diferenciacdo 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 nado ser
suficientes para caracterizar uma espécie em analises laboratoriais praticas. A dificuldade na
diferenciacdo por PCR-RFLP pode estar relacionada a alta conservacdo genética entre as
especies de Sporothrix, especialmente S. brasiliensis e S. schenckii. Isso indica que, para
aplicagdes clinicas, métodos alternativos como sequenciamento completo ou PCR com primers
especificos podem ser mais eficazes para a identificacdo de espécies. No entanto, a PCR-RFLP
continua sendo uma opc¢éo viavel para estudos epidemioldgicos devido ao seu custo reduzido e

facilidade de implementacéo em laboratdrios de rotina.
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Tabela 1. Fragmentos previstos (pb) por digestdo in silico da reg?éb ITS com enzimas de
restricdo comerciais (Haelll, Mspl, Hinfl e Ddel) em cinco espécies fungicas de importancia
meédica: 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
andlises 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 diferenciacao
de espécies por PCR-RFLP.

Sporothrix Sporothrix Sporothrix Candida
: brasiliensis schenckii globosa Aspergillus niger  albicans
Enzima NR 111348.1
NR 147565.1 NR 147566.1  NR 189348.1 NR 125332.1
82, 33, 276, 81, 33, 276, 97, 33, 277, 47, 45, 15,
Haelll
ceICe 69, 426
(GG|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
(C[TNAG) ' ' ' ’ ’
Rsal
22, 415, 91 22, 414, 89 41, 412, 88 73,503 495
(GTIAC)

A andlise filogenética baseada na regido ITS gerou uma arvore de alta confiabilidade
estrutural. Na figura 4 — Analise filogenética com base na regido ITS utilizando o método
Neighbor-Joining com suporte de bootstrap, todos os quatro isolados clinicos felinos originarios
da regido Amazonica agruparam-se em um clado monofilético estrito junto a cepa de referéncia
S. brasiliensis NR 147565.1 e outros isolados homdlogos mapeados no GenBank. Essa
descoberta reforca a hipotese de que surtos de esporotricose na Amazbnia s&o
predominantemente causados por S. brasiliensis. Esses achados se alinham com estudos
anteriores, como o0s de Gremido et al. (2021), que identificaram S. brasiliensis como a principal

especie responsavel por surtos zoonoticos no Brasil. Além disso, Lima Barros et al. (2011)
11
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Sk

demonstraram que S. brasiliensis possui maior capamdade de transmiss&o em gatos, 0 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 formulacdo de estratégias de controle da doenca.

Sporothrix globosa (LC636193.1)
Sporothrix globosa (ON092639.1 )
%8| Sporothrix globosa (LC636189.1)
o 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 )

400, . Sporothrix schenckii (OW985330.1 )

Sporothrix schenckii (OW987315.1)
Sporothrix brasiliensis (KX274443.1)

@ Sporothrix brasiliensis (Sample 02)

ss| @ Sporothrix brasiliensis (Sample 03)

Sporothrix brasiliensis (OX416765.1)

| Sporothrix brasiliensis (0X416764.1)

Sporothrix brasiliensis (OW986466.1 )
28]

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 - Andlise 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 Amazobnia utilizadas no estudo estdo em verde. Os isolados Aspergillus niger e Candida albicans foram
utilizados como grupo externo estdo em vermelho, as sequéncias estao disponiveis no banco de dados NCBI.

Conclusdes
O presente estudo contribuiu para a otimizacdo de metodologia moleculares aplicadas

ao diagndstico da esporotricose. Entre os métodos avaliados, a extracdo de DNA por fenol-

cloroférmio apresentou o melhor desempenho quanto ao rendimento e a qualidade do material
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genético. Os marcadores ITS1-ITS4 e NL1- NL4 demonstram maior sen3|b|I|dade ’na
amplificacdo do DNA de Sporothrix brasiliensis, evidenciando seu potencial para aplicacdo em
protocolos diagndsticos.

A analise in silico da PCR-RFLP revelou limitagdes na diferenciacdo das espécies do
complexo Sporothrix, em razdo da elevada similaridade entre os perfis de restricdo obtidos. Por
outro lado, a anélise filogenética confirmou que os isolados amazonicos pertencem ao clado de
S. brasiliensis, reforcando a predominéncia dessas espécies na regido.

Em conjunto, os resultados fornecem subsidios para o aprimoramento do diagnostico
molecular e para o fortalecimento das acdes de vigilancia epidemioldgica da esporotricose na

Amazonia.
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