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RESUMO

Introdugao: A esporotricose € uma micose subcuténea, crbnica, tendo mais de
um século a Sporothrix schenckii descrita como a unica espécie causadora da
doenca. No entanto, estudos moleculares identificaram aproximadamente 53
espécies do fungo, tais como a Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii e
Sporothrix globosa, que formam um clado de interesse clinico. Essas espécies
possuem patogenicidades e resposta ao tratamento distintas. No Amazonas
ainda se conhece pouco sobre a distribuicdo do fungo, mas estudos recentes
mostraram que apenas a S. brasiliensis circula na regido. Objetivo: O principal
objetivo do estudo é identificar quais espécies de Sporothrix spp. estdo causando
esporotricose em pacientes com suspeita da doenca, informag¢ao importante
para entender a epidemiologia da doenca. Metodologia: Os voluntarios foram
atendidos na FUHAM (Fundagao Hospitalar de Dermatologia Tropical Alfredo da
Matta) e a identificacdo molecular realizado no Laboratério de Biologia
Molecular, utilizando g-PCR, com primers e sondas especificas para a
identificacdo de S. brasiliensis, S. schenckii e S. globosa. Resultados: Foram
diagnosticados clinico-epidemiolégico e/ou laboratorial 168 pacientes com
esporotricose, com a idade média de 44,4 anos, predominancia de sexo feminino
(67,3%) e apresentando lesdes em sua maioria na forma linfocutanea (70,2%).
Na classificagdo da provavel via de transmisséao, 41,1% relataram contato direto
nao traumatico com gatos, enquanto 21,4% apresentaram historico de contato
direto traumatico. O tempo médio entre o aparecimento da leséo e a coleta foi
de 33,3 dias, e na maioria dos pacientes (69%) apresentaram lesdo Unica
ulcerada. A uUnica espécie identificada, em amostra de exsudato ou cultura, foi a
S. brasiliensis (84%). Conclusdo: A identificacgdo molecular revelou
predominancia de Sporothrix brasiliensis entre os casos analisados, reforcando
0 papel dessa espécie como principal agente etioldégico no municipio, e
destacando sua relevancia no cenario epidemioldgico atual. A identificacédo
correta da espécie envolvida, particularmente de S. brasiliensis, € de importancia
estratégica, visto que estd diretamente associada a maior Vviruléncia,
transmissibilidade e gravidade clinica.

Palavras-Chaves: Sporothrix spp., Esporotricose, Técnicas de Diagndstico

Molecular, Calmodulina



ABSTRACT

Introduction: Sporotrichosis is a chronic subcutaneous mycosis, with Sporothrix
schenckii described as the sole causative species for over a century. However,
molecular studies have identified approximately 53 species of the fungus, such
as Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii, and Sporothrix globosa, forming
a clade of clinical interest. These species have distinct pathogenicities and
treatment responses. In the Amazon region, little is known about the fungus's
distribution, but recent studies have shown that only S. brasiliensis circulates
there. Objective: The main objective of this study is to identify which Sporothrix
spp. species are causing sporotrichosis in patients suspected of having the
disease, information that is important for understanding the epidemiology of the
disease. Methodology: Volunteers were treated at FUHAM (Alfredo da Matta
Tropical Dermatology Hospital Foundation) and molecular identification was
performed at the Molecular Biology Laboratory using g-PCR with primers and
probes specific for the identification of S. brasiliensis, S. schenckii, and S.
globosa. Results: 168 patients were diagnosed with sporotrichosis clinically-
epidemiologically and/or in the laboratory, with a mean age of 44.4 years,
predominantly female (67.3%), and mostly presenting lesions in the
lymphocutaneous form (70.2%). In the classification of the probable transmission
route, 41.1% reported non-traumatic direct contact with cats, while 21.4%
presented a history of traumatic direct contact. The mean time between the
appearance of the lesion and the collection was 33.3 days, and most patients
(69%) presented a single ulcerated lesion. The only species identified, in exudate
or culture samples, was S. brasiliensis (84%). Conclusion: Molecular
identification revealed a predominance of Sporothrix brasiliensis among the
cases analyzed, reinforcing the role of this species as the main etiological agent
in the municipality, and highlighting its relevance in the current epidemiological
scenario. Correct identification of the species involved, particularly S. brasiliensis,
is of strategic importance, since it is directly associated with greater virulence,
transmissibility, and clinical severity.

Keywords: Sporothrix spp., human sporotrichosis, molecular diagnosis
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1. INTRODUGAO
1.1 Agente etioldgico

A esporotricose € uma infecgdo subcutanea causada por um fungo do
género Sporothrix spp., que afeta o humano e animais, principalmente gatos e
caes. Este fungo esta presente nos materiais em decomposi¢ao, solo e plantas.
Trata-se de um micro-organismo termodimdérfico apresentando-se tanto na forma
filamentosa (Figura 1), normalmente sapréfito na natureza ou 25°C in vitro, e na
forma de levedura (Figura 2) no hospedeiro ou em 35°C a 37°C in vitro (1).
Acredita-se que a patogenicidade do fungo esta relacionada a essa

termotolerancia, um mecanismo de transigdo morfolégica induzida por variagoes

de temperatura (1).
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Figura 1: Microscopia da forma filamentosa. ~ Figura ~ 2: Microscopia da  forma
Fonte: Acervo laboratério de Micologia. leveduriforme. _
Fonte: /linstitutocador.com.br/micoses-
esporotricose/

A infecgao inicia-se principalmente pela inoculagao traumatica de material
contaminado com conidios na epiderme ou mucosa. A transmissao sapronética
estd associada principalmente a atividades de agricultura, trabalhos com
manipulagdo de solo e plantas, como jardinagem e floricultura, que tenha
estruturas fungicas, podendo assim favorecer o contagio. Enquanto na

transmissao zoondtica, propagulos do fungo penetram na pele através de



arranhaduras ou mordidas, causados pelo principal animal envolvido, o gato
doente (2) (Figura 3).
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Figura 3: Formas de transmissao da esporotricose. Fonte: Rodrigues et
al. (2016)

Por mais de cem anos a Sporothrix schenckii, era a Unica espécie descrita
como causadora da esporotricose em humanos e animais. Analises filogenéticas
utilizando sequéncias dos genes como da calmodulina (CAL) e da regido do
espacgador transcrito interno (ITS), identificaram novas espécies. O género
Sporothrix compreende aproximadamente 53 espécies, como o clado de
interesse clinico composto pelas Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii e
Sporothrix globosa (3,4).

A espécie Sporothrix schenckii sensu stricto € amplamente distribuida em
regides tropicais e subtropicais. Essa espécie apresenta viruléncia intermediaria
e é responsavel por manifestagdes clinicas classicas, predominantemente na
forma linfocutanea. No entanto, apesar de sua importancia histérica, atualmente
observa-se a redugdo da sua incidéncia em determinadas regides endémicas,
especialmente no Brasil, onde a S. brasiliensis tém ganhado relevéncia
epidemioldgica (5).

A Sporothrix globosa, por sua vez, possui uma distribuicdo geografica
ampla, com maior prevaléncia na Asia. Essa espécie esta associada a formas

clinicas mais brandas da doenga, geralmente restritas a pele, e apresenta menor



viruléncia em comparagdo a S. schenckii e, principalmente, S. brasiliensis.
Estudos experimentais demonstraram que S. globosa apresenta crescimento
mais lento em modelos in vivo e menor capacidade de disseminagao sistémica,
refletindo na sua patogenicidade (6—8)

A Sporothrix brasiliensis, é descrita como a mais Vvirulenta e
epidemiologicamente importante no cenario atual, particularmente nas Américas.
Originalmente descrita no Brasil, esta espécie € a principal responsavel pela
constante causa da zoonose observada no Brasil desde a década de 1990
(9,10). A S. brasiliensis possui caracteristica morfolégica propria, a
termotolerancia, permitindo uma rapida adaptacéo para a forma leveduriforme
no hospedeiro mamifero. A transi¢ao para a forma leveduriforme, que € a forma
parasitaria invasiva, esta diretamente ligada ao processo infecioso. Além disso,
essa espécie produz maiores quantidades de melanina na parede celular, um
pigmento que deixa sua coloragdo mais escura, atuando como um fator de
viruléncia para se proteger de estresses oxidativos gerados por células
fagociticas do hospedeiro, e ajudando na sua resisténcia a antifungicos (11).

O avanco de técnicas de sequenciamento genémico tem ajudado a
entender melhor as diferengas das bases moleculares que diferenciam as
espécies patogénicas do género Sporothrix spp. revelando suas informagoes
cruciais sobre seus processos evolutivos, mecanismos de adaptacdo ao
hospedeiro e determinantes da patogenicidade. Teixeira et al. (2014),
demostraram que o tamanho do genoma do S. brasiliensis apresenta
aproximadamente 33,2 Mb, enquanto o da S. schenckii compreende cerca de
32,4 Mb, revelando uma identidade genbmica sinténica de 97,5% entre ambas
as espécies (12).

O genoma mitocondrial de S. brasiliensis apresenta 36 Kbp, e uma
diferenca fundamental entre as duas espécies, € que a S. brasiliensis possui
endonucleases de homing (HEs), que codificam introns parasitarios do grupo |.
Essa caracteristica genbmica, esta diretamente associada a expansdo do
genoma mitocondrial observada nessa espécie, conferindo-lhe sua diferenciagéo
genética, o que pode estar correlacionado a sua maior termotoleréncia,
expressao diferenciada de fatores de viruléncia e, consequentemente, ao seu

papel na epidemiologia da esporotricose no Brasil (12)



1.2 Epidemiologia

A esporotricose foi descrita pela primeira vez no final do século XIX, em
um contexto historico marcado pela consolidagdo da microbiologia e pelo avango
das técnicas de isolamento e cultivo de microrganismos patogénicos. O agente
etiolégico da doenca foi isolado pela primeira vez em 1898 a partir do exsudato
purulento de lesdo humana. A cultura foi realizada por Benjamin R. Schenck, na
Universidade Johns Hopkins, nos Estados Unidos, durante a investigacdo de um
paciente que apresentava lesGes cutaneas nodulares com progressao ao longo
dos vasos linfaticos, caracteristica clinica tipica da forma linfocutanea da doenca.
Inicialmente, o microrganismo isolado foi classificado como pertencente ao
género Sporotrichum, com base nos conhecimentos taxonémicos disponiveis a
época (13).

Dois anos mais tarde, em 1900, Ludvig Hektoen e William Perkins
descreveram o0 segundo caso da esporotricose e, a partir de analises
morfolégicas mais detalhadas do fungo, concluiram que ele ndo pertencia ao
género originalmente proposto. Dessa forma, o agente etioldégico foi
reclassificado como Sporothrix schenckii, em homenagem a Benjamin R.
Schenck, reconhecendo sua contribuicdo pioneira no isolamento e cultivo do
fungo responsavel pela doenca (3).

A esporotricose € uma doenga causada, majoritariamente, por trés
espécies de Sporothrix spp., distribuidas pelo mundo. O relato mais conhecido
da doenca aconteceu na Africa do Sul em 1940, afetando um grupo de
trabalhadores em uma mina de ouro, que foram infectados por propagulos do
fungo que cresciam na madeira das minas (14).

Nos Estados Unidos o maior surto ocorreu em 1898, em 15 estados
diferentes, afetando 84 pacientes que adquiriram a doenga provavelmente
quando realizavam atividades ocupacionais, como a agricultura e a jardinagem
(15).

A esporotricose € uma micose de importancia crescente na China, Zhang
et al (2015), que por meio de uma meta-andlise, descreveram 3299 casos de
esporotricose humana no territorio chinés (16). Estudos posteriores, como o de
Song et al. (2020), descreveram que a regidao nordeste concentra a grande

maioria dos casos notificados da doenca, principalmente nas provincias de Jilin,



Heilongjiang e Liaoning (17). No contexto global, a China ocupa a segunda
posicdo em numeros absolutos de casos, com 5.679 notificagbes humanas
registradas entre 2018 e 2022, ficando atras apenas do Brasil, que registrou
7.945 casos no mesmo periodo (18). A transmissdo da doenga ocorre
predominantemente por via saprondtica, causada principalmente pela S.
globosa, associada ao manuseio de madeira e solo contaminados, com aumento
expressivo de infecgao durante o inverno, estacdo em que ha maior demanda
por madeira para aquecimento doméstico (19).

A esporotricose no continente africano é classificada como uma micose
subcuténea negligenciada e subdiagnosticada, representando um desafio de
saude publica crescente em diversas regides. A distribuicdo geografica da
doenga é abrangente, com focos hiperendémicos, com destaque na Africa do
Sul, local do maior surto histérico da doenga em mineradores na década de 40,
e relatos em Barberton localizado na provincia de Mpumalanga e em
Madagascar (20,21). A doenga é subestimada devido a limitada capacidade
diagnostica, a escassez de vigilancia epidemioldgica e a semelhanga clinica com
outras dermatoses infecciosas endémicas da regido, como a tuberculose
cutanea e leishmaniose tegumentar. A principal forma de transmissao ocorre por
inoculagao traumatica direta do fungo na pele, através de espinhos, farpas e
lascas de madeira contaminados, sendo o S. schenckii o principal agente
etiologico envolvido. Até o momento, a transmiss&o zoondtica ndo representa
um mecanismo epidemiolégico relevante na Africa (22,23).

A esporotricose na Europa é considerada uma micose subcuténea rara e
esporadica, ocorrendo predominantemente sob a forma de casos importados ou
episodios isolados associados a exposicado ambiental. Diferentemente do que se
observa nas regides endémicas da America Latina, Africa e Asia, o continente
europeu nao apresenta relatos frequentes da doenga, sendo a maioria dos casos
relacionada a viagens internacionais, imigragéo ou atividades ocupacionais (2)
Embora os casos em humanos estejam associados a S. schenckii, ja foram
descritos episédios autéctones esporadicos em paises como Espanha, Portugal,
Franca, Italia e Reino Unido (18).

Na Ameérica Latina € a micose de implantagdo mais comum, que concentra
sua alta notificagao na América do Sul, principalmente no Brasil, Coldmbia, Peru,

Argentina e Venezuela. A epidemiologia do Sporothrix spp. nesses paises reflete



a distribuicdo global do clado de espécies clinicamente relevantes para a saude
humana (14).

Estudos que tratam da identificagdo de espécies em areas endémicas da
doenca, sdo importantes para correlacionar com os tipos de lesoes, viruléncia e
tratamento da doencga. Na Colémbia, Mufioz et al. (2019), mostraram que a
distribuicdo da doencga € observada por todo territério colombiano, transmitidos
principalmente pela via saprondtica. Esse estudo identificou através de DNA
extraido de cultura fungica as espécies, S. schenckii e S. globosa (24). Na
Venezuela, a esporotricose foi atribuida exclusivamente ao Sporothrix schenckii,
desde a descrigao do primeiro caso no pais em 1935. Entretanto, Camacho et
al. (2015) analisaram isolados de cepa do Sporothrix spp. provenientes de
diversas regides venezuelanas e identificaram a circulagdo de uma segunda
espécie. A partir da analise de filogenia molecular e caracteristicas fenotipicas
de aproximadamente 30 isolados, os autores identificaram 30% como S. globosa
e 70% com S. schenckii (25).

No Peru, a doenca é relatada desde 1982, sendo causada pela
inoculagao traumatica do fungo a partir de fontes ambientais. Sua incidéncia é
constante, principalmente em Abancay, area pobre na regido centro-sul do
planalto peruano (26). Estudos regionais realizados em 2024 descreveram que
a S. schenckii é a principal espécie de fungo associada a doenga humana no
pais, com relatos recentes de transmissédo zoondtica, indicando uma mudanga
na cadeia de transmissao em relagdo ao que era conhecido no pais na década
de 80 (27).

A Argentina € um pais que enfrenta a doenga aproximadamente a mais
de trés décadas. Etchecopaz et al. (2021), relataram que nos ultimos anos o pais
registrou um aumento de casos associados a S. brasiliensis, especialmente em
regides proximas as fronteiras com estados brasileiros, onde a transmissao
felina é intensa (28). A literatura também relata uma expansédo e uma crescente
emergéncia deste fungo no pais, corroborando hipéteses que esses
acontecimentos estao diretamente relacionados aos surtos que aconteceram no
Brasil (20).

O Brasil, concentra sua alta taxa de infecgcao pela S. brasiliensis,
transmitida de forma zoondtica, uma caracteristica bem diferente de alguns

paises vizinhos. Em 1990, o gato doméstico (Felis catus) foi introduzido como



hospedeiro altamente infeccioso no ciclo de transmissao (29). Diferente de
outros mamiferos, os gatos com esporotricose apresentam uma alta carga
fungica em lesdes cutaneas, secre¢des nasais e unhas, facilitando a transmissao
direta para animais e humanos. Esse acontecimento foi o principal fator
associado a expansao geografica e do aumento exponencial de casos
observados nas ultimas décadas (9).

Historicamente, o Rio de Janeiro foi o primeiro estado brasileiro a relatar
casos de esporotricose humana, entre os anos de 1990 e 2000. Nesse periodo,
a cidade foi marcada como epicentro da doencga e predominantemente infectada
pela S. brasiliensis (30). A dimensao do surto ficou evidente entre 1997 e 2007,
quando foram diagnosticados e tratados no Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas-Fundacdo Oswaldo Cruz (IPEC/Fiocruz) aproximadamente
1.848 casos de esporotricose humana. Destes, 80,3% dos pacientes relataram
histérico de contato com gatos domésticos doentes, confirmando que o felino
seja o principal animal transmissor da doenca (31).

Semelhante ao Rio de Janeiro, a regido metropolitana de Sdo Paulo
comecgou a registrar casos esporadicos da doenga a partir dos anos 2000.
Bittencourt et al. (2022), realizaram um estudo analisando dados de prontuarios
médicos do Instituto de Infectologia Emilio Ribas (lIER), referente ao diagndstico
da esporotricose de 2010 a 2018. Nesse periodo foram diagnosticadas 260
pessoas com a doenga, e através de DNA extraido de cultura e Reagdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) foi identificado somente a S. brasiliensis (32)

O estado do Rio Grande do sul possui uma incidéncia crescente de
esporotricose animal e humana desde a década de 90, quando a epidemiologia
da doenga sofreu mudangas com a introdugéo do gato como via de transmisséo,
acompanhando o fendmeno histérico que ocorreu no Rio de Janeiro. Poester et
al. (2018) analisaram dados do Laboratério de Micologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio Grande (FAMED-FURG) sobre casos
da doenca em humanos e animais durante o periodo de 2010 a 2016. Foram
observados 372 casos de esporotricose felina, 34 casos de canina e 83 casos
em humanos. Foi o gato doente, em 83% dos casos relatados, o responsavel
pela transmissdo. O estudo nao identificou a espécie fungica envolvida (33),
porém Sanchonete et al. (2015) confirmaram a emergéncia de S. brasiliensis no
Rio Grande do Sul (34).



No Nordeste a disseminagao da esporotricose vem ganhando proporgdes
maiores desde 2014, alterando o perfil epidemiolégico da doenga na regiao,
principalmente nos estados da Paraiba e Pernambuco (35-37). Considerando
que a expansao geografica para o Nordeste do Brasil foi devido a transmissao
zoondtica, Silva et al. (2022), realizaram um estudo em Jodo Pessoa com 148
pacientes diagnosticados com esporotricose em 2018. A maioria relatou contato
com gatos doentes (74,4%), e a unica espécie encontrada foi o S. brasiliensis
(38). No ano de 2021, o governo de Pernambuco publicou um informe
epidemiologico sobre o avango da doenga no estado, entre o ano de 2016 e maio
de 2021, foram diagnosticados 150 casos da doencga (39). Além de Pernambuco
e Paraiba, outros estados do Nordeste brasileiro como Rio grande do Norte,
Alagoas e Bahia a partir de 2016, passaram a relatar casos da esporotricose
humana, onde sua incidéncia geralmente se caracteriza por uma elevacgao inicial
nas ocorréncias envolvendo felinos, seguida por um aumento no numero de
quadros clinicos em humanos (40).

No norte do Brasil, em particular em Manaus - AM, o primeiro relato foi no
final de 2019. A partir desse ano, as notificagdes da doenga aumentaram de
forma exponencial e alarmante. De 2020 a agosto de 2023, foram confirmados
679 casos desta micose em humanos (41).

Dados parciais do presente estudo avaliaram 150 casos de esporotricose.
A Unica espécie encontrada nas amostras viaveis foi a S. brasiliensis (89,3%), e
em 83,3% dos pacientes relataram contato com gatos (42). Dados mais recentes
da Fundacéao de Vigilancia em Saude (FVS-RCP) informaram que, entre 1° de
janeiro e 30 de dezembro de 2025, foram notificados 2.534 casos de
esporotricose humana no Amazonas, dos quais 1.996 foram confirmados e 223
seguem em investigacdo. Os casos confirmados correspondem a pessoas
residentes em Manaus (1.862), Presidente Figueiredo (39), Barcelos (31),
Iranduba (18), Manacapuru (11), Rio Preto da Eva (11), Maués (9) e Itacoatiara
(4) (43).

Todos os estados brasileiros relataram casos de esporotricose humana,
exceto Roraima, demostrando que a emergéncia desta micose nao é restrita ao
Sudeste e Sul do pais, onde foi relatado os primeiros casos da doenca. Essa
disseminagao é devida a varios fatores como, principalmente, a migragdo de

gatos domésticos infectados junto com os movimentos populacionais, as



condigbes socioambientais desfavoraveis das grandes areas urbanas e o

descaso do poder publico em politicas mais efetivas.

1.3 Formas Clinicas

As lesbes dos pacientes apresentam caracteristicas diferenciadas,
decorrentes da interagéo entre o sistema imune do hospedeiro e o fungo. Fatores
como viruléncia, profundidade do inéculo e o estado imunoldgico do hospedeiro,
s&o cruciais para determinar o comportamento da doenga no humano (44).

A forma linfocutanea (LF) (Figura 4) € uma das apresentacgdes clinicas
mais comuns, geralmente aparecendo com duas semanas apds o inicio da
infeccdo. Apresenta-se inicialmente de forma indolor como uma papula ou
pustula eritematosa localizada, que pode ulcerar. Pode ocorrer o aparecimento
de uma linfangite nodular ascendente ou descendente, que sdo pequenos
nodulos que percorrem o sistema linfatico e que podem levar ao processo de

supuracao (45).

Figura 4: Forma Linfocutanea. Fonte:
Acervo  laboratério de  biologia
molecular (BIOMOL).
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A cutanea fixa (CF) (Figura 5) é a segunda forma mais comum, afetando
apenas uma regido do corpo sem acometimento de vasos linfaticos ou 6rgaos.
A lesao inicial é fixa, permanecendo no local da inoculagao, e pode evoluir para
ulcera. Algumas vezes, pode acontecer a formagao de pequenas lesdes satélites
em torno da lesao inicial. Os individuos que apresentam apenas essa forma
possuem uma resposta imunoldgica mais eficiente em relacdo aos outros
pacientes. Em alguns casos é comum que essas lesdes sejam semelhantes a
leishmaniose tegumentar americana, tuberculose cutdanea e micobacteriose
atipica, fazendo com que o médico tenha dificuldade para realizar o diagnostico
(45).

Figura 5: Forma Cuténea fixa
(CF). Fonte: Acervo laboratério
de biologia molecular (BIOMOL).

A forma sistémica (Figura 6) da esporotricose é rara, atinge 6rgaos e pode
ter o aparecimento de lesdo cutanea ou n&o. E provavel que a infeccao inicial
acontecga pela inalagcao de propagulos do fungo através da respiragao pulmonar.
Afeta principalmente pacientes imunossuprimidos, individuos com HIV/AIDS,
individuos desnutridos e outras doencas que enfraquecga o sistema imunolégico

intensificando ainda mais a doenga (45).
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Figura 6: Forma Sistémica. Fonte:
Associacao Brasileira de
Dermatologia (2022).

1.4 Diagndstico
1.4.1 Cultura

O isolamento do fungo é realizado em meios apropriados como o0 agar
mycosel e agar sabouraud dextrose. Esse meio ajuda a confirmar a presenga de
Sporothrix spp. com alta precisdo, pois a aparéncia das colbnias e as
caracteristicas microscopicas sao bem conhecidas e relatadas na literatura.

A forma filamentosa (Figura 7), cresce em uma temperatura de £ 28° C
onde macroscopicamente, os filamentos séo visiveis, com coldénias umidas e
superficie enrugada, inicialmente parecem brancas, mas que se tornam marrom
escuras. A forma leveduriforme (Figura 8), cresce melhor em temperaturas mais
elevadas (+ 37°C), macroscopicamente parecem lisas, brancas cremosas e sao
compostas de células alongadas em forma de charuto (46).

A literatura classica indica que a cultura é o método padrao para confirmar
o diagnostico da esporotricose, sendo bastante utilizada em laboratérios
especializados por sua confiabilidade para identificar o género e por permitir o
armazenamento para testes de identificagdo de espécie mais detalhados no
futuro (10).
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Embora o exame seja considerado de baixo custo, ndo possui uma
sensibilidade de 100%. Isso se deve principalmente ao tipo de amostra clinica,
quantidade do material semeado, contaminagao, carga fungica e tratamento
prévio do paciente com qualquer medicamento. O crescimento do fungo pode

demorar alguns dias (3 a 8) atrasando o diagndstico clinico (47).

Figura 7: Cultura, forma filamentosa Figura 8: Cultura, forma leveduriforme
do Sporothrix spp. Fonte: Acervo do Sporothrix spp. Fonte: Euzénio
laboratério de micologia. Pereira (PPGCAD).

1.4.2 Histopatologia

O exame histopatologico (Figura 9) baseia-se na identificacdo de
alteracdes inflamatérias caracteristicas associadas a presenca de elementos
fungicos compativeis com espécies do género Sporothrix. Nos tecidos humanos,
o fungo apresenta-se na forma leveduriforme, com células arredondadas, ovais
ou alongadas, frequentemente descritas como leveduras em forma de “charuto”,
medindo aproximadamente 2—-6 um e exibindo brotamento de base estreita.
Esses elementos podem ser observados tanto no meio extracelular quanto no
interior de macréfagos e células gigantes multinucleadas do tipo Langhans
(48,49).
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O teste possui baixa sensibilidade e especificidade, e do ponto de vista
histopatolégico, as lesdes cutaneas apresentam geralmente um padrao
inflamatorio granulomatoso supurativo, caracterizado por infiltrado misto de
neutrofilos, histiocitos, linfécitos e plasmacitos, frequentemente associado a
formagdo de microabscessos e areas de necrose. Esse padrao inflamatorio é
considerado tipico das micoses subcuténeas e reflete a resposta imune do
hospedeiro a infecgao fungica (50).

Um achado descrito na esporotricose € a presencga de corpos asteroides,
estruturas constituidas por uma célula leveduriforme central circundada por
material eosinofilico radiado, correspondente ao fendmeno de Splendore-
Hoeppli. Essas estruturas sdo geralmente encontradas em areas de abscesso e
representam a deposi¢cao de complexos antigeno-anticorpo e detritos celulares
ao redor do fungo. Embora considerados sugestivos da doenga, os corpos
asteroides nao sao totalmente patognomdnicos, podendo também ocorrer em
outras infecgdes ou processos inflamatdrios granulomatosos (51).

Um estudo retrospectivo conduzido por Li et al. (2025) analisaram 69
casos de esporotricose cutdnea causada por Sporothrix globosa. Inicialmente, a
coloragdo PAS (Acido Periédico de Schiff) foi aplicada em 29 amostras de
bidpsia, nas quais foi possivel observar elementos leveduriformes em apenas
13,8% (4/29) das laminas. No entanto, apds a reavaliagdo microscopica das
laminas previamente analisadas, associada a realizagdo de novos cortes
histolégicos e a aplicacao de coloragao PAS padronizada nas demais amostras,
incluindo outras 40 bidpsias, a taxa de deteccao de estruturas fungicas aumentou
significativamente. Dessa forma, foi possivel identificar elementos caracteristicos
do fungo, como formas leveduriformes e, ocasionalmente, raras hifas, elevando
o percentual de positividade para 50,7% dos casos analisados (52).

Entretanto, embora seja uma ferramenta util, a histopatologia
isoladamente nao é suficiente para confirmar todos os casos de esporotricose,
principalmente devido a baixa carga fungica frequentemente observada nos
tecidos infectados. Dessa forma, em areas endémicas ou em situagdes de
surtos, recomenda-se que os achados histopatolégicos sejam interpretados por
profissionais capacitados e correlacionados com dados clinicos e

epidemioldgicos. Além disso, sempre que possivel, o diagnodstico deve ser
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confirmado por meio de métodos complementares, como a cultura micolégica ou

técnicas moleculares.

Figura 9: Forma Sistémica. Fonte: Associacao
Brasileira de Dermatologia (2022).

1.4.3 Teste Molecular

A Reacado da Cadeia da Polimerase em Tempo Real (g-PCR) e Analise
de Polimorfismo de Enzima de Restricdo (PCR-RFLP) sdo métodos que utilizam
DNA (Acido Desoxirribonucleico) para realizar a identificacdo e deteccdo do
patdgeno, mesmo que em minimas concentragdes nas amostras analisadas.
Sao metodologias especificas e sensiveis e sao especificamente direcionados
ao DNA do patégeno de interesse (9).

O avancgo de novas metodologias moleculares aprimorou o conceito de
identificar e reclassificar espécies de fungos (53). Para identificar as principais
espécies do fungo que causa a esporotricose, deve ser levado em consideragao
o tipo de amostra biolégica processada no laboratério, como por exemplo, o
exsudato, a bidpsia ou a escarificacdo da lesdo. Elas diferem na sensibilidade
em encontrar o patégeno pela técnica molecular (54).

Entre os varios alvos para a detecgao do DNA da Sporothrix spp., estao a
calmodulina (CAL), espagador transcrito interno (ITS) e B-tubulina (BT2) (9).

Kano et al. (2001), foram um dos primeiros pesquisadores a desenvolver
um sistema de PCR utilizando coloragdo por brometo de etidio para a
identificacdo de S. schenckii, com base na amplificacdo do gene quitina sintase



15

| (CHS1). Nessa metodologia, foram analisadas vinte e duas amostras de DNA
provenientes de diferentes microrganismos, dessas, seis correspondiam a
isolados de Sporothrix spp., 0 método apresentou resultados satisfatérios,
permitindo a identificagdo correta das seis cepas do fungo avaliada (55).

Della terra et al. (2021) desenvolveram e validaram um ensaio de q-PCR
multiplex para auxiliar o diagnéstico da esporotricose, usando 70 amostras de
exsudato das lesbes de gatos com suspeita de esporotricose. O estudo
identificou em 69 amostras a Sporothrix brasiliensis e demostrou uma
sensibilidade de 98,6% e especificidade de 100% nas amostras analisadas (56).

Todos esses testes foram feitos com diferentes amostras. Geralmente, a
maioria dos procedimentos foca no gene da calmodulina, que é considerado o
padrdao de referéncia para identificar as espécies, ou na regido espagadora
transcrita interna (ITS). A sensibilidade e a precisdo desses testes costumam ser
bastante altas, acima de 90% (57-60) . No entanto, os métodos moleculares
precisam de laboratérios bem equipados e avancados. Além disso, sua
aplicagéo € um pouco limitada devido a falta de kits comerciais disponiveis, a
auséncia de procedimentos padronizados e ao numero reduzido de estudos para

validar esses testes em amostras de humanos.
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2. JUSTIFICATIVA

Em uma regido como o Amazonas, marcada por surtos de grande
magnitude, torna-se essencial dispor de métodos diagndsticos que sejam ao
mesmo tempo rapidos e precisos. A identificagao correta da espécie envolvida,
€ de importancia estratégica para a epidemiologia molecular, visto que as
diferentes espécies estdo diretamente associada a maior Vviruléncia,
transmissibilidade e gravidade clinica.

Estudos in vitro de suscetibilidade antifungica demonstram que diferentes
espécies do género Sporothrix spp. apresentam perfis distintos frente aos
principais farmacos utilizados no tratamento da doencga, o que pode impactar

diretamente a eficacia clinica e o prognostico dos pacientes.
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. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

e Identificar as espécies clinicamente relevantes de Sporothrix spp. por

g-PCR in house nos pacientes com esporotricose

3.2 Objetivos Especificos

e Otimizar protocolo de coleta, extracao e g-PCR a partir do exsudato
da lesao suspeita de esporotricose;

e Identificar o limite de detecgdo do agente etioldgico da esporotricose
pelo teste molecular g-PCR in house,;

e Avaliar parametros de eficiéncia do teste molecular g-PCR in house
em relagao aos pacientes notificados;

e Verificar a concordancia do g-PCR in house com a cultura

e Identificar a frequéncia da S. brasiliensis, S schenckii e S. globosa em

pacientes com suspeita de esporotricose;
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Descricado do Estudo

Trata-se de um estudo epidemiologico, observacional, descritivo e
transversal, com pacientes atendidos por demanda espontanea na Fundagao
Hospitalar Alfredo da Matta (FUHAM), no periodo de agosto de 2023 a novembro
de 2024. Os testes moleculares foram realizados no laboratério de Biologia da
FUHAM.

4.2 Aspectos Eticos

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da FUHAM sob
o numero do CAAE: 70506823.9.0000.0002 (N° do parecer: 6.230.948), de 10
de agosto de 2023, e coordenado pelo prof. Dr. André Luiz Leturiondo (Anexo1).
Esta pesquisa faz parte de um estudo maior, desenvolvido na Fundagao
Hospitalar Alfredo da Matta (FUHAM), intitulado “Enfrentando a esporotricose no
Amazonas: do diagndstico molecular a resisténcia medicamentosa”.

Foram incluidos no estudo os pacientes que apresentavam lesbées com
suspeita de esporotricose, e que aceitaram participar assinando o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e o termo de Autorizagdo de Imagem
para a permissao do Registro fotografico das lesdes, com a finalidade de estudar

e identificar os padroes clinicos.

4.3 Obtengao da Amostra

As amostras de exsudato foram coletadas de pacientes com lesdes
suspeitas de esporotricose, utilizando, de forma distinta, uma alga de plastico
com extremidade circular de 1 pyL (Olen/Kasvi). A primeira coleta foi realizada e
semeada imediatamente nos meios agar Sabouraud e agar Mycosel, sendo
destinada ao exame micoldgico. Em seguida, na mesma lesdo e no mesmo
paciente, foi realizada uma nova coleta para identificacdo molecular. A amostra

foi colocada em microtubo de 1,5 mL contendo tampao ATL (Tissue lysis buffer)
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do kit DNeasy Blood & Tissue (QIAGEN). As amostras dos pacientes foram
posteriormente encaminhadas ao laboratério de Micologia e Biologia Molecular,
onde foram realizadas, respectivamente, a cultura do fungo e as analises

moleculares (Figura 10).

Sala de Coleta

Micologia
Exsudato
@ D
Laboratorio de Laboratorio de
Micologia Biologia Molecular
4 =

Figura 10: Fluxograma da coleta do material bioldgico.

4 4 Critérios de Inclusao

e Pacientes maiores de 18 anos que aceitaram participar do projeto.

4.5 Critérios de Exclusao

e Pacientes que nao apresentaram amplificacdo na q-PCR in house para o
gene humano constitutivo (B-actina);
e Pacientes com o uso de antibidticos, antifungicos, pomadas ou uso de

outras substancias, nos ultimos 7 dias;
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4.6 Procedimentos

4.6.1 Extragdo de DNA

O DNA foi extraido utilizando o Kit DNeasy Blood & Tissue da QIAGEN,
seguindo as instrugdes do fabricante (Anexo 3). Etapas preliminares foram
otimizadas para amostra clinica de exsudato. O material genético extraido foi

quantificado pelo Nanodrop (Thermo Fisher Scientific).

4.6.2 Limite de detecgédo da qPCR

O DNA utilizado foi extraido de col6nias da cultura e quantificado para
conhecer a concentragdo e o grau de pureza. A Curva de deteccgao foi construida
a partir de cinco pontos de dilui¢des (1:2) seriadas, em triplicata, utilizando agua
ultrapura (Invitrogen). A reacgao foi realizada para um volume final de 10 pl,
utilizando 2 pl de DNA e com os seguintes reagentes: 5 pl deTagMan Universal
PCR Master Mix a 2X (Thermo Fisher), 0,9 pyl de Primer Forward e 0,9 ul de
Primer Reverse (Thermo Fisher) a 10 uM, 0,25 ul de Sonda a 10 uM (Thermo
Fisher) e 0,95 pl de agua ultrapura (Invitrogen). A amplificacéo foi realizada no
termoclicador StepOnePlus (Applied Biosystems®), com a seguinte
programacao: a) 2 minutos a 50°C, seguido de 10 minutos a 95°C (ativagao da
polimerase e desnaturacéo inicial), b) 40 ciclos composto de desnaturagédo a

95°C por 15 segundos e anelamento/extensao a 60°C por 1 minuto.

4.6.3 Curva Padrao

Para a quantificagdo do numero de cépias do Sporothrix brasiliensis foram
feitas diluicbes seriadas, a primeira 1:10 e as outras diluicdes foram feitas 1:2
(Figura 11), com agua ultrapura (Invitrogen), do acido nucleico purificado de uma
colénia do fungo. Foram preparados cinco pontos de diluicbes gerando padroes
de concentragdes diferentes, e amplificado por gqPCR em triplicata. No final da
reacdo cada ponto gera um valor de cycle thershold (Ct). Quanto maior a

concentragcdo de DNA, menor o valor de Ct. A curva padrdo foi realizada
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conforme concentragdes de reagentes do qPCR e Termociclagem realizado na

curva de deteccgao.

4.6.4 |ldentificacdo de espécie por g-PCR

A g-PCR (Reagao de Cadeia da Polimerase em Tempo Real) foi realizada
no equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems®) a partir de DNA de
isolados de Sporothrix spp. ou exsudato das lesdes. As sequéncias de primers
e sondas foram baseadas no protocolo descrito por Terra et al. (2022), com
adaptagdes relacionadas ao tipo de amostra utilizada e as concentragbes dos
reagentes empregados na reacao (Tabela 1) (56).

O ensaio para o isolado foi realizado em uma reacao final para um volume
de 10ul, usando 2ul de DNA com concentragao ideal entre 1 ng/ul a 3 ng/ul,
conforme Curva Padrédo ou a Curva de Detecgcdo. Enquanto nas amostras
clinicas foi realizado para um volume final de 20ul e 5ul de DNA, e com os
seguintes reagentes: 10 ul de Master Mix 2x (Thermo Fisher), 0, 6ul de Primer
Forwar a 10uM e 0,6ul de Primer Reverse a 10uM (Thermo Fisher), 0,4 ul de
Sonda a 10uM (Thermo Fisher) e 3,4 ul de agua ultrapura (Invitrogen). As
condi¢cbes de termociclagem foi realizada conforme a Curva de detecgao.

As amostras foram testadas em triplicata, sendo consideradas positivas
as amostras que apresentam amplificacdo em pelo menos uma das trés triplicata
testadas. Todos os testes eram analisados em Baseline de 0,02 e uma cepa de

cultura usada como controle positivo para validagcédo da reagao.

Tabela 1: Sequéncia de primer e sonda usada na reagao de qPCR

Tm  Concentragao Reporter
Alvo Primer e Sequéncia Primer e Sonda (5’ — 3’) (°C) inicial (5’)/Quenc
Sonda her (3’)
60 10uM
Sporo-F CGTCTGAGCGTCTACTTCAACG
Sporothrix 60 10uM

Sporo-R GGACGGCATCCATGGTACC
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S. brasiliensis Probe Sbra CGATCGGCTTTGCTTTGGCCCTAGT 694 10uM FAM/QSY

S. schenckii Probe Ssch TCCCACCGTTTGGCAC 70.0 10uM FAM/MGB

S. globosa Probe Sglo CGTCACAGTTTTGGCACGATTCTAAC 68.9 10uM FAM/QSY
AATTTTT

4.6.5 Analise de dados

Foram avaliados a sensibilidade, especificidade, VPP, VPN e acuracia do
gPCR e do Padrao-ouro com os casos notificados (clinico-epidemiologico ou
laboratorial) € o grupo que nao tinha esporotricose. Para avaliacdo da
concordancia entres os testes foi usado o GraphPad para calcular o indice Kappa
e a interpretagao dos valores foi conforme proposto por Landis e Koch (1977)
(Tabela 2) (61), os resultados foram calculados e considerando intervalo de
confianga de 95% (IC)

Tabela 2: Interpretacao para os valores de Kappa

Valor de Kappa Interpretagao
<0 Sem concordancia
0-0,19 Concordancia ruim
0,20 - 0,39 Concordancia baixa
0,40 - 0,59 Concordancia moderada
0,60 - 0,79 Concordéancia substancial

0,80-1,0 Excelente concordancia
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5 RESULTADOS

A otimizacdo da coleta das amostras clinicas (exsudato) comegou
incialmente com trés algadas do material biologico da lesdo mais evidente,
resultando em uma concentragdo média de DNA de 5,4 ng/pL em 30 pacientes.
A medida que o nimero de coletas por lesdo foi aumentado e houve o acréscimo
do uso de esferas de vidro, a concentracdo de DNA apresentou aumento
progressivo. A partir de seis algadas da lesao, a concentragdo meédia encontrada
foi de 10,9 ng/pL (n = 33). Com nove algadas foi de 15,8 ng/uL (n = 34) e, com
doze algadas, a concentracdo média encontrada em 71 pacientes foi de 41,4
ng/uL.

Participaram do estudo 201 pacientes com suspeita de esporotricose. A
notificacdo da doenca foi baseada em critérios clinico-epidemioldgico e/ou
laboratorial. Seguindo esses parametros, 83,6% (168/201) foram diagnosticados
com esporotricose. Os 16,4% (33/201) foram diagnosticados com outras
afeccbes da pele e do tecido subcutaneo, como impetigo, leishmaniose,
piodermite e erisipela bolhosa.

Conforme demostrado na (Tabela 3), entre os 168 casos confirmados de
esporotricose, observou-se predominancia do sexo feminino (67,3%), com idade
média de 44,4 anos (DP + 15,6), variando de 18 a 79 anos. A analise por faixa
etaria revelou que a doenca esta presente em sua maioria em adultos de meia-
idade (49-59 anos) em 41,7% dos casos. Em relagdo a cor, 122 (72,6%) dos

pacientes autodeclararam-se pardos e 35 (20,8%) brancos.

Tabela 3: Caracteristicas clinico-epidemioldégicas dos pacientes com
esporotricose (n=168).

Variavel Categoria n (%)
Feminino 113 (67,3%)
Sexo
Masculino 55 (32,7%)
Parda 122 (72,6%)
Branca 35 (20,8%)
Cor
Preta 6 (3,6%)
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Amarela

5 (3%)

Idade Média (anos) 44 .4 (+ 15,6)*
18-39 anos 67 (39,9%)
Faixa etaria 40-59 anos 70 (41,7%)
260 anos 31 (18,4%)

Forma Clinica

Linfocutanea
Cutanea Fixa

Inoculagcdo Multipla

118 (70,2%)
44 (26,2%)

6 (3,6%)

Regido anatomica
acometida

Membros superiores
Membros inferiores
Tronco
Face

Membros Superiores e
Inferiores

103 (61,3%)

40 (23,8%)
12 (7,1%)
6 (3,6%)

7 (4,2%)

Contato com Gato

Direto nao traumatico
Direto traumatico
Contato indireto

Nega contato

69 (41,1%)
36 (21,4%)
30 (17,8%)

26 (15,5%)

Nao lembra 7 (4,2)
< 30 dias 80 (47,6%)
Tempo de evolugao 30 a 60 dias 75 (44,6%)
= 61 dias 13 (7,7%)
Lesao unica 116 (69%)
Numero de lesdes 2 a 4 lesbes 46 (27,4%)
2 5 |lesdes 6 (3,6%)

*DP: Desvio padrao.

t Classificagao das lesdes clinicas de acordo com Orofino-Costa et al. (2022).
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Em relagao a classificagdo das lesdes, a forma linfocutanea (LF) foi a mais
frequente em 70,2% (118/168), caracterizada em sua maioria com lesao
localizada e nédulos linfaticos ascendentes, e tendo como regido anatémica
mais acometida os membros superiores 61,3% (103/168), com énfase na méo e
antebracgo (Tabela 3).

Na classificagcdo da provavel via de transmissédo, 41,1% (69/168)
relataram contato direto ndo traumatico com gatos, enquanto 21,4% (36/168),
apresentaram arranhaduras e mordidas. O tempo médio entre o aparecimento
da lesao inicial e a coleta foi de 33,3 dias. Em relagdo ao numero de lesdes por
paciente, a média observada foi de 1,5 lesbes em 69% (116/168) dos pacientes
apresentaram lesdo unica ulcerada, enquanto 27,4% (46/168) tinham duas a

quatro lesoes.

5.1 Curva Padrao

Os cinco pontos diluidos apresentaram concentracdes variando de 17,5
ng/ul a 1,0 ng/ul por reagdo (Figura 11). Os valores de Ct obtidos foram
apresentados contra o logaritmo da concentracgao inicial do DNA, resultando em
uma curva padrao linear com coeficiente de determinagdo (R?) com 0,966,
indicando alta correlacéo entre os dados. A eficiéncia da curva foi de 95%, dentro
dos parametros ideais para reagdes de qPCR (90%-110%), o slope -3,448,

compativel com uma amplificacao eficiente e reprodutivel (Figura 12).
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Figura 11: Diluigbes realizada na curva padrao.
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Figura 12: Curva Padrao do Teste

5.2 Limite de deteccdo da qPCR

Em relacdo ao limite de deteccao do teste realizado, as concentracdes de
cada reagao apresentaram valores de aproximadamente 3,3 ng/ul a 976,5 fg/ul.
Ao analisar os resultados da reacdo, o ensaio apresentou capacidade de
deteccdo até a concentragcao de 976,5 fg/ul, com o Ct = 37,02 (Figura 13),

equivalente a 27 copias por microlitro (ul) do genoma da Sporothix brasiliensis.
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Amplification Plot
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Figura 13: Gréfico de limite de detecgéo do teste realizado pelo equipamento
StepOne.

5.3Desempenho no diagnostico da gPCR e cultura para esporotricose

Dos 201 pacientes recrutados, todos foram submetidos a coleta de
exsudato para analise laboratorial por meio de cultura e reagdo da cadeia da
polimerase em tempo real (QPCR). Dos 168 casos notificados para a
esporotricose, a qPCR apresentou uma sensibilidade de 64,2% (108/168), e
especificidade de 100% (33/33), ndo houve resultados falso-positivo, ou seja, foi
observado a capacidade do teste em excluir corretamente individuos nao
doentes. O valor preditivo positivo (VPP) foi de 100%, enquanto o valor preditivo
negativo (VPN) foi de 35,4%. A acuracia analisada apresentou resultado de
70,1% (Tabela 4).

Ao analisar a cultura, um teste laboratorial considerado padrao-ouro para
identificar o Sporothrix spp., demostrou uma sensibilidade de 88% (148/168), e
especificidade de 100% (33/33). Quanto ao valor preditivo positivo (VPP) foi de
100%, enquanto o valor preditivo negativo (VPN) apresentou 62,2%. Na analise

da acuracia foi 90% (Tabela 4).

Tabela 4: Performance do teste molecular e do padrao-ouro em pacientes e
voluntarios saudaveis.
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Sensibilidade Especificidade VPP* VPN*  Acuracia
IC 95% IC 95% IC95%  IC 95%
64,3% 100% 100%  35.5% .
9PCR 108/168) (33/33) (108/108) (33/93) 'O 1%
88,1% 100% 100%  62,3% .
Cultura — 148/168) (33/33) (148/148) (33/53)  20%

*VPP: Valor Preditivo Positivo
*VPN: Valor Preditivo Negativo
IC: Intervalo de Confianca.

A analise de concordancia entre a cultura e a reagdo da cadeia da

polimerase em tempo real foi realizada com os 201 pacientes recrutados com

suspeita de esporotricose. A concordancia geral observada entre as técnicas foi

de 75,1% (151/201), calculada a partir da soma dos casos igualmente positivos
(103) e negativos (48). A discordancia total foi de 24,9% (50/201), sendo a

maioria dos casos divergentes (45), representada por amostras com cultura

positiva e qPCR negativo, e em menor numero, observaram-se 5 casos com

cultura negativa e qPCR positivo. O indice Kappa mostrou um coeficiente de

0,48, interpretado como uma concordancia moderada entre os dois métodos

(IC=95%) (Tabela 5).

Tabela 5: Concordancia do teste molecular e do padrao-ouro na identificacéao
do Sporothrix spp. a partir do exsudato.

Cultura + Cultura - Total kappa
gPCR + 103 5 108
0,48
qPCR - 45 48 93
Total 148 53 201
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5.4 Identificacdo das espécies por qPCR in house

Para identificagcdo molecular das espécies, foi realizada a reagao de qPCR
para 20ul conforme protocolo (Anexo 3), para melhorar o desempenho na
identificacdo do DNA da S. brasiliensis, S schenckii e S. globosa. A partir das
168 amostras dos pacientes a unica espécie identificada foi a Sporothrix
brasiliensis, com 84% (141/168) dos casos. Desse total, a maioria 76,6%
(108/141) foi obtida diretamente a partir de DNA extraido de exsudato de lesées
cutaneas, enquanto 23,4% (33/141) foram identificadas a partir de DNA de
isolados.

N&o foram identificadas a S. brasiliensis em 27/168 amostras de exsudato
pela gPCR, e em seguida foi realizada uma nova reacdo para identificar a
presenga da S. schenckii e S. globosa. Porém, foram apenas testadas 18/27,
devido a disponibilidade de DNA extraido. Em todas essas 18 amostras, os

resultados foram negativos para ambas as espécies.
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6 DISCUSSAO

Em meio ao grande surto da doenca, o género Sporothrix spp.
compreende um grupo de fungos dimorficos, agentes etioldgicos da
esporotricose. Entre as espécies de relevancia médica, destacam-se S.
schenckii, S. brasiliensis e S. globosa, sendo responsaveis por diferentes
padrées epidemioldgicos e clinicos da doenga. A patogenicidade destas
especies varia com os fatores de viruléncia, capacidade de adaptagdo ao
hospedeiro e mecanismos de evasao (30).

Em relacdo a Sporothrix brasiliensis, se destaca como agente etioldgico
de maior relevancia clinica e epidemiolégica na América Latina, sobretudo no
Brasil. Essa espécie possui capacidade de adaptacédo ao hospedeiro, induzindo
a resposta inflamatéria elevada e formas clinicas mais graves, com
manifestacdes extracutaneas e disseminadas (9). Ela se destaca das outras
especies, por apresentar maior viruléncia, rapida disseminacdo e elevada
capacidade zoondtica, associada principalmente a transmissdo por gatos
domésticos. Os multiplos fatores de viruléncia, como a producgéo elevada de
melanina, maior expressao de adesinas e de enzimas hidroliticas, e a resposta
imune do hospedeiro, ndo s6 aumentam a capacidade de infecgcdo, mas também
podem causar infec¢des mais grave, o que torna a espécie um desafio de saude
publica (62).

No presente estudo, através da qPCR, foi identificado o S. brasiliensis
(84%) como o agente causador da doencga nos casos investigados. Portanto,
além do municipio de Manaus, essa espécie é responsavel por grandes surtos
endémicos no pais, principalmente no Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul,
Paraiba e paises vizinhos como a Argentina, Uruguai e Chile (4,42,63-65).

Esses achados reforcam a predominadncia de S. brasiliensis como o
principal agente etiolégico causador da esporotricose no norte do Brasil e
evidencia que a qPCR pode ser uma técnica complementar para identificar
especies do clado de interesse clinico.

Embora a Sporotrhix brasiliensis domine o cenario epidemioldgico e esteja
associada principalmente a transmissao zoondtica, ndo ha relatos na literatura
da ocorréncia de S. schenckii ou S. globosa no norte do Brasil. Essas espécies

representam uma ameaga constante a biodiversidade na regido, uma vez que ja
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foram notificadas no Sul, Sudeste e Nordeste do pais, demonstrando sua
capacidade de adaptacdo a distintos contextos climaticos, ecoldgicos e
epidemioldgicos. A S. globosa, embora menos frequente, tem sido identificada
em pacientes na regido Sudeste, geralmente associada a quadros clinicos leves.
A dispersao dessas espécies para o Amazonas pode ocorrer de forma silenciosa,
uma vez que sua identificagdo € negligenciada na rotina laboratorial, que nao
utiliza métodos moleculares (2,66)

Dessa forma, a diferenciagéo das espécies patogénicas de Sporothrix ndo
possui apenas valor taxondmico, mas principalmente em consequéncias direta
para a pratica clinica, vigilancia epidemioldgica e estratégias de controle, visto
que sua patogenicidade exacerbada e a associagao a transmissao zoonotica
contribuem para expansao de surtos em areas urbanas (30).

A expansdo da esporotricose no Brasil tem sido amplamente
documentada, com o Sporothrix brasiliensis desempenhando um papel central
nesse cenario. A transmissdo zoonotica, especialmente por meio de gatos
domeésticos, tem sido um dos principais fatores para a dispersao da doenca.
Além da elevada densidade de felinos infectados e do contato proximo entre
animais e humanos, a circulagao de gatos doentes acompanhando seus tutores
em deslocamentos interestaduais pode contribuir para a introdugdo do agente
em novas areas. Associadas a falhas no diagnostico precoce e no manejo
adequado dos casos, essas condi¢des podem favorecer a propagacao da
infeccdo para diferentes regides do pais, alcangcando areas anteriormente
consideradas nao endémicas, como a Regiao Norte (54).

Os primeiros casos da esporotricose no estado do Amazonas foram
registrados na cidade de Manaus na zona oeste da capital. Bairros da Gléria e
Sao Raimundo foram epicentro do surto da doenga, como mostrado no boletim
epidemiologico de 2023 da Fundagao de Vigilancia em Saude do Amazonas
(FVS) (67), e por Mesquita et al. (2024), no qual ambos demostram o
crescimento da doenca na capital do estado do Amazonas entre os anos 2020 e
2023 (41). Posteriormente, a disseminacao foi observada em todas as regides
urbanas e até mesmo no interior do estado. Esse padrao de expansao reforca a
hipétese de que a introdugcdo da doenca em Manaus ocorreu por meio do
transporte de gatos infectados de outras regides do Brasil, principalmente o sul

e sudeste, considerados regides endémicas (67).
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Valente et al. (2025) informaram também que nesse mesmo periodo
houve duplicagdo de casos em humanos com a maioria decorrente de contato
com gato doente (68). Esses estudos reforcam o crescimento exacerbado da
doenca nesse periodo de 4 anos. Além disso, descrevem o felino como o
principal animal transmissor da doenca, refletindo sua expansao para outros
municios adjacentes como lranduba, Presidente Figueiredo e Manacapuru.

Nesse contexto, infelizmente sdo poucos os Centros de Saude que
oferecem o teste micoldgico para a identificacdo do agente da esporotricose. Nos
locais onde existe 0 exame de cultura, o resultado pode levar aproximadamente
sete dias, impactando o diagndstico precoce da doenca e favorecendo sua
progressao clinica. Diante disso, propusemos a identificar do Sporothrix spp. em
nivel de espécie a partir do exsudato de lesdes cuténeas, visando o diagndstico
laboratorial molecular mais rapido, além de ajudar no diagndstico diferencial com
a leishmaniose.

Em relagao ao perfil epidemiolégico dos pacientes analisados, observou-
se a idade média de 44,4 anos, afetando com mais frequéncia as mulheres,
correspondendo a 67,3% dos casos. A forma clinica predominante foi a
linfocutanea (LF), presente em 70,2% dos individuos, e aproximadamente 62,5%
dos pacientes relataram contato com gato e 37,5% nao tiveram contato com
felino ou ndo lembra. No entanto, os 37,5% que negaram ou nao lembram de
contato direto com o gato, é possivel levantar hipéteses de transmisséo por
ambiente contaminado pelo fungo, considerando a capacidade do Sporotrhix
spp. de permanecer em matéria em decomposi¢gdo como, solo, madeira e
plantas, ou ainda a possibilidade de contato indireto com felinos infectados, ndo
percebido ou lembrado pelo paciente.

Um perfil clinico-epidemiolégico semelhante foi descrito por Bittencourt et
al. (2022), ao estudar aspectos clinicos-epidemioldgicos e terapéuticos da
esporotricose em uma area urbana do estado de Sao Paulo. Analisando 260
pacientes, a doenga afetou predominantemente as mulheres (69%), com média
de idade de 46 anos. Uma quantidade expressiva de pacientes informou contato
com gatos doentes antes do aparecimento de lesdes de pele, aproximadamente
96,5% dos casos. A apresentagéo clinica mais comum foi a linfocutanea (LF)
presente em 59,2%, informando também que os membros superiores foi o local

mais afetado com 78,8% dos casos (32)
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Outro perfil clinico similar foi descrito por Paes et al. (2014), em um estudo
com 50 pacientes. O sexo mais prevalente foi o feminino (68%), com média de
idade de 47 anos. Os membros superiores (62%) foram as regides mais
acometidas, e a maioria dos pacientes (48%) apresentavam lesdes
linfocutédneas. Aproximadamente 88,9% dos pacientes relataram contato com
gatos (69)

Nosso estudo corrobora com os achados recentes da literatura cientifica,
onde a maioria das lesdes acontece nos membros superiores (61,3%), o que
provavelmente esta relacionado ao contato direto das m&os com os gatos
doentes ou com ambientes por eles contaminados. E importante ressaltar que
em torno de 52,3% dos pacientes do estudo apresentaram tempo de evolugéao
superior a trinta dias, esse porcentual pode ser atribuido a multiplos fatores de
ordem social, econdmica e estrutural. A literatura tem demostrado que a
esporotricose, apresenta diagnostico frequentemente tardio em populagdes
vulneraveis, o que favorece a progressdo da doenca e o desenvolvimento de
formas clinicas mais graves (70).

Do ponto de vista socioecondmico e ocupacional, os pacientes com maior
tempo de evolugao incluem trabalhadores informais, individuos em situacao de
pobreza e aqueles com vinculo regido pela Consolidagédo das Leis do Trabalho
(CLT)(71). Para esses grupos, a busca por atendimento médico é
frequentemente postergada devido a dificuldade de ausentar-se do trabalho, seja
pela inseguranga financeira que caracteriza o trabalho informal ou pelas
limitagdes impostas pela legislacdo trabalhista para afastamentos durante o
horario comercial.

A maioria dos estudos de identificacdo molecular das espécies do
Sporothrix spp. utilizam amostras do isolado ou de bidpsias. Resolveu-se testar,
a partir do exsudato, uma amostra clinica simples, rapida e n&o invasiva de ser
coletada. As coletas e extragdes foram iniciadas com base na experiéncia
laboratorial da equipe. Na extracdo inicial, realizada a partir de trés coletas por
lesdo em 30 pacientes, a concentragdo média obtida (5,4 ng/uL) mostrou-se
relativamente baixa para a identificagéo do fungo. A baixa concentragdo de DNA
obtida com trés coletas por lesdo pode estar associada a reduzida carga fungica
presente nas lesbes, a auséncia de um processo de lise mecanica da parede

celular fungica e as perdas de material durante as etapas de extragao.
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O aumento progressivo do numero de coletas para seis, nove e até doze
repeticoes por lesdo resultou em um aumento consistente da concentragao de
DNA, atingindo valores de 10,9 ng/pL (n=33), 15,8 ng/puL (n=34) e 41,4 ng/uL
(n=71), respectivamente. Esses resultados sugerem que a repeticdo da coleta
no mesmo microtubo, sem a substituicdo do tampao de extragao, favoreceu o
acumulo gradual de material fungico, aumentando as chances de detecgéo do
DNA alvo.

A inclusao de esferas de vidro a partir de seis coletas por lesdo contribuiu
adicionalmente para o aumento da eficiéncia da extragdo, possivelmente em
razao da ruptura mecanica mais eficaz da parede celular fungica. Espécies do
complexo Sporothrix, especialmente S. brasiliensis, apresentam parede celular
espessa e rica em quitina e melanina, estruturas que dificultam o rompimento
celular e a liberagdo do DNA (72). Dessa forma, a combinagéo entre o aumento
do numero de coletas do material bioldgico e a lise mecanica realizada por
esferas de vidro, mostrou-se mais eficaz na melhoria da concentracado de DNA
do agente infeccioso.

Essas evidéncias mostram que etapas pré-analiticas, como a coleta e a
preparacao das amostras, exercem um papel fundamental na quantidade de
material genético extraido. A realizagao de multiplas coletas por lesdo associada
ao uso de técnicas de lise mecénica representa uma estratégia simples, eficaz e
facilmente reproduzivel.

Analisando a curva padrao, a reagao de qPCR demonstrou desempenho
analitico moderado para a detecc¢ao de Sporothrix brasiliensis, evidenciado pela
construgdo de uma curva padrao linear com coeficiente de determinacéo (R? =
0,966), indicando elevada correlagao entre os valores de Ct e da concentragéo
inicial de DNA, apresentando uma eficiéncia de 95%. Valores de R? superiores
a 0,95 sao considerados adequados para ensaios quantitativos em tempo real,
refletindo consisténcia, linearidade e confiabilidade da amplificagdo ao longo da
faixa dindmica avaliada, conforme preconizado pelas diretrizes MIQE (Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments), que
estabelecem intervalos de eficiéncia entre 90% e 110% (73)

O limite de detecgcdo da reacdo apresentou uma boa sensibilidade
analitica, com capacidade de deteccdo de DNA fungico até a concentragéo de

976,5 fg/ul, correspondendo a aproximadamente 27 cépias do genoma da S.
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brasiliensis, com Ct médio de 37,02. Esses achados mostram que é possivel
identificar DNA do S. brasiliensis mesmo em condigdes de baixa carga fungica.
A literatura descreve que ensaios de qPCR bem padronizadas apresentam
limites de detecc¢édo variados, dependendo do alvo molecular (CAL, IST, CHS1),
do desenho dos primers, das condi¢cdes da reacao e principalmente da amostra
bioldgica utilizada (59).

Em 2020, Zhang et al. aplicaram um PCR envolvendo o gene ITS para
identificacdo de S. globosa onde demostraram um limite de detecgéo de 10 fg a
partir de DNA extraido da cultura do fungo (74). No mesmo ano Della Terra et al.
realizaram um ensaio de qPCR multiplex para diferenciar S. brasiliensis e S.
schenckii, utilizando polimorfismo no gene de copia unica da B-tubulina. Para
todas as espécies analisadas, o limite de deteccao foi de trés copias do DNA
extraido diretamente da cultura (56).

A calmodulina (CAL) € uma proteina reguladora de calcio altamente
conservada considerada um excelente gene para taxonomia e identificacao de
espécies dentro do complexo Sporothrix (75). Marimon et al. (2007),
demostraram que a analise de um fragmento do gene (CAL), fornece informagéo
suficiente para discriminar as espécies clinicamente relevantes, como a S.
schenckii, S. brasiliensis e S. globosa (76).

O diagndstico laboratorial padrao-ouro para a esporotricose baseia-se no
isolamento e na caracterizagdo morfolégica de Sporothrix spp. em meio de
cultura (77). Todavia, essa metodologia apresenta limitagcbes, uma vez que
demanda um periodo prolongado, de alguns dias, até a obtencao da identificacédo
a nivel de género do agente etioldégico (78). Portanto, o desenvolvimento de
meétodos diagndsticos alternativos torna-se essencial, uma vez que eles podem
oferecer resultados em menor tempo e com a precisado de identificar a espécie,
vantagens nao alcangadas pela cultura micoldgica (79).

Nos pacientes analisados neste estudo, a cultura apresentou
sensibilidade de 88,1%, resultado compativel com o que ja € amplamente
descrito na literatura quanto a sua elevada eficiéncia na identificagcdo de
Sporothrix spp. Além disso, a especificidade observada foi de 100%,
evidenciando a alta confiabilidade desse método na confirmagao diagndstica da
esporotricose (80,81). Esses achados reforcam que, apesar do tempo

prolongado necessario para a obtengdo dos resultados, a cultura permanece
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como o padrdo-ouro laboratorial, apresentando desempenho diagndstico
consistente, especialmente no que se refere a confirmagao etiolégica da doenca.

A gPCR in house utilizada no presente estudo, utilizando amostras de
exsudato de lesdo cutdnea, apresentou uma sensibilidade de 64,3% e
especificidade de 100%. Esses achados indicam que, quando aplicada a este
tipo de amostra, a técnica ndo demostrou uma boa sensibilidade para detecgao
de todos os pacientes positivos. E importante ressaltar também, que o exsudato
utilizado na analise do estudo é de facil coleta e um material excelente para o
cultivo fungico, mas seu desempenho nao foi satisfatério. Cabe destacar que,
mesmo com procedimentos realizados para minimizar tais limitagdes, como a
coleta repetida na mesma leséo e o uso de esferas de vidro durante a extragao
para promover atrito e aumentar a concentracdo de DNA, a técnica ainda
apresentou sensibilidade reduzida.

No presente estudo, o valor preditivo negativo (VPN) observado para a
cultura foi de 62,3%, enquanto o gPCR apresentou VPN de 35,5% no diagndstico
da esporotricose. Esses resultados indicam que, diante de um resultado
negativo, a cultura apresenta maior capacidade de excluir a presenga da
infeccdo em comparacgao a técnica molecular. Essa diferenga entre os métodos
refletiu-se no indice Kappa de Cohen, que foi de 0,48, indicando uma
concordancia moderada entre a gPCR e a cultura. O valor obtido reforca que a
gPCR nao pode substituir a cultura, sendo a discordancia predominantemente
observada nos casos em que a cultura foi positiva e a qPCR negativa. Por outro
lado, o menor VPN observado para o gPCR, associado ao Kappa moderado,
pode estar relacionado a fatores como a baixa carga fungica nas amostras
clinicas, a presenga de inibidores da reagcdo ou limitagbes associadas ao
protocolo de extracdo e amplificacdo do DNA, que comprometem a deteccao
molecular em amostras com baixa viabilidade.

Embora o gPCR seja reconhecido por sua rapidez e potencial
sensibilidade, os resultados negativos obtidos devem ser interpretados com
cautela, especialmente em contextos clinicos com forte suspeita de
esporotricose. Recomenda-se a associagao com metodos tradicionais, como a
cultura, para maior seguranc¢a no diagnostica laboratorial.

No estudo, foram obtidas 15 amostras de bidpsia de pacientes notificados

com esporotricose, todos apresentando lesdes cutdneas. No entanto, a qPCR
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nao se mostrou promissora para o diagnostico nesse tipo de amostra. A técnica
identificou a S. brasiliensis em apenas 40% (6/15) dos pacientes, enquanto em
60% (9/15) ndo houve amplificagdo do DNA fungico. Diante desses resultados
insatisfatorios, associados a complexidade do processo de obtencédo das
amostras, optou-se por nao incluir novas bidpsias no estudo. A coleta de bidpsia
envolve um fluxo burocratico e operacional que inclui desde a marcagao de um
procedimento cirurgico, a disponibilidade de um profissional habilitado, até a
execucgao da coleta e o encaminhamento ao laboratério. Esse fluxo pode levar
semanas ou até meses para ser concluido, especialmente em servigos publicos
de saude com demanda elevada, comprometendo a agilidade necessaria para o
diagndstico rapido.

Diferente do estudo desenvolvido, protocolos de PCR tém se mostrado
promissores no diagnostico da esporotricose. Silva et al. (2024), realizaram em
Pernambuco uma técnica de Nested PCR em um conjunto de treze amostras (6
biopsias, 5 exsudatos, 2 secreg¢des conjuntival) que haviam apresentado
diagndstico positivo para Sporothrix spp. por meio da cultura. Os resultados
demostraram sensibilidade de 100%, além da auséncia de reagao cruzada com
DNA de Leishmania spp., ou seja, ndo houve amplificacdo. Apesar do numero
reduzido de amostras, a PCR destaca-se como uma alternativa diagndstica
promissora, pois permite a identificacdo da espécie a partir de amostras clinicas,
sem a necessidade prévia de isolamento fungico (82). Macedo et al. (2023),
utilizaram a RT-gPCR tendo como alvo o gene do RNA da subunidade
ribossémica pequena mitocondrial em 61 amostras de bidpsias de pacientes de
um centro de referéncia do Rio de Janeiro, todas previamente diagnosticadas
como positivas para Sporothrix spp. pela cultura. A técnica de biologia molecular
demonstrou sensibilidade de 96,72% e especificidade foi 100% quando testada
em 25 amostras de pacientes com outras micoses, representando uma boa
ferramenta para o diagnéstico da esporotricose humana (83).

O estudo feito por Zhang et al. (2019), desenvolveu um ensaio baseado
em sequéncias do gene da calmodulina (CAL), o objetivo principal foi avaliar a
PCR multiplex em tempo real para identificacdo do Sporothrix spp. Foram
analisadas 33 amostras de bidpsias, comparando-se os métodos de PCR
multiplex em tempo real, da PCR convencional e da cultura. Os resultados

demonstraram que a PCR multiplex em tempo real apresentou uma taxa de
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deteccdo de 93,9% (31/33) para Sporothrix globosa, enquanto a cultura
identificou o fungo em 87,9% (29/33) das amostras. Nado houve diferenca
estatisticamente significativa entre esses dois métodos (p = 0,4142). Por outro
lado, a PCR convencional obteve apenas 39,4% (13/33) de identificacdo, sendo
observada uma diferenca estatistica significativa em relagédo a PCR multiplex (p
<0,0001) (6). Esses achados indicam que a PCR multiplex em tempo real € uma
ferramenta eficaz e promissora para a identificagcdo do fungo, apresentando
desempenho superior a PCR convencional e equivaléncia estatistica ao método
de cultura.

No estado do Amazonas, especialmente em Manaus e regides
adjacentes, a esporotricose humana apresenta crescimento continuo, o que
reforca a necessidade de ampliar estudos regionais voltados a investigacao
epidemiologica e ao desenvolvimento de métodos diagndsticos rapidos,
acessiveis e aplicaveis a rotina dos servicos de saude. A incorporacao de
técnicas moleculares nos laboratoérios de referéncia, aliada ao desenvolvimento
de testes imunocromatograficos de triagem, pode representar um avango
significativo na detecgdo precoce da doencga, reduzindo o tempo entre o inicio
dos sintomas e o tratamento adequado.

Sob a perspectiva das politicas publicas, a integracao entre diagndstico
laboratorial e vigilancia epidemioldgica é fundamental para minimizar e controlar
a esporotricose no Amazonas. Estratégias que incluem a capacitagdo de
profissionais de saude, a descentralizacdo do diagndstico, o monitoramento de
casos humanos e animais e agdes educativas direcionadas a populagao sao

essenciais para conter a expansao da doenca.
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7 PRODUTO

O Produto foi a realizagdo de um POP (Procedimento Operacional
Padrao) integrando coleta, extragdo e qPCR a partir do exsudato da lesao
(Anexo 3). Dessa maneira, essa ferramenta de apoio ao diagndstico clinico
podera ser implantada na FUHAM, auxiliando no diagndéstico diferencial com

outras dermatoses semelhantes.
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8 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo demonstraram que a otimizagao da coleta de
exsudato de lesdes cutaneas influencia diretamente o rendimento de DNA, com
aumento progressivo da concentracdo a medida que se eleva o numero de
coletas e se incorpora o uso de esferas de vidro, evidenciando a importancia da
etapa pré-analitica no desempenho do diagndstico molecular.

A gPCR apresentou um desempenho bom, com alta especificidade e valor
preditivo positivo, embora tenha demonstrado sensibilidade baixa quando
comparada a cultura. A cultura, por sua vez, manteve melhor desempenho, com
maior sensibilidade e acuracia, reforcando seu papel como método de
referéncia. A concordancia moderada entre os métodos (indice kappa = 0,48)
evidencia que a gPCR isoladamente ndo se apresenta como método de
diagnostico laboratorial ideal, devido a sua baixa sensibilidade, ela pode ser
aplicada de forma complementar a cultura micolégica e histopatologia,
fortalecendo o diagndstico diferencial e auxiliando no manejo clinico e
epidemioldgico da doencga.

A identificagdo molecular revelou predominancia de Sporothrix brasiliensis
entre os casos analisados, reforcando o papel dessa espécie como principal
agente etiolégico no municipio, e destacando sua relevancia no cenario
epidemiologico atual.

Em uma regido como o Amazonas, marcada por surtos de grande
magnitude, torna-se essencial dispor de métodos diagndsticos que sejam ao
mesmo tempo rapidos e precisos. A identificacdo correta da espécie envolvida,
particularmente de S. brasiliensis, € de importancia estratégica, visto que esta

diretamente associada a maior viruléncia, transmissibilidade e gravidade clinica.
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PROTOCOLO DE EXTRAGAO DE DNA (ESPOROTRICOSE)
(KIT DNeasy Blood & Tissue / QIAGEN)
EXSUDATO

Coleta da Amostra de Exsudato:

01. Antes da coleta verificar as lesdes minuciosamente para realizar a
coleta, pode ser amostra de exsudato purulento, sanguinolento ou
limpido. Pode ser realizado um pool de varias les6es também. (Obs*:
O importante é coletar muitas vezes a amostra (Ideal 12 vezes ou
mais).

02.Coletar o exsudato da(s) lesdes mais evidentes em microtubo de 1,5
ml, contendo Tampao de Lise Buffer ATL (200ul).

Reacdo de Lise Celular:

03. Adicionar 20ul de Proteinase K e 3 esferas de vidro (Beads) em
seguida vortexar durante 30 segundos;

04. Incubar a 56° C em over night, vortexar de 30 a 30 minutos;

05.Apds, fazer um spin e adicionar 200ul de etanol absoluto (100%);

06.Vortexar durante 30 segundos. Apds, fazer um spin;

07.Transferir toda a mistura para a coluna de extragao QIAGEN aclopada
ao tubo coletor;

Extracao de DNA:

08. Centrifugar a coluna com o tubo coletor a 8.000 RPM por 2 minutos;

09. Transferir a coluna para um novo tubo coletor e descartar o tubo coletor
com seu conteudo;

10. Adicionar 500ul de Buffer AW1 na coluna;

11. Centrifugar a 8.000 RPM por 1 minuto;

12. Transferir a coluna para um novo tubo coletor e descartar o tubo coletor
com seu conteudo;

13. Adicionar 500ul de Buffer AW2 na coluna;

14.Centrifugar a 13.300 RPM por 4 minutos, para secar completamente a
membrana;

15. Descartar o tubo coletor com seu contetido;

Eluicao do DNA:

16. Transferir a coluna para microtubo de 1,5 ml, estéril e devidamente
identificado;

17.Adicionar 50ul de Buffer AE no centro da coluna;

18.Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto dentro da cabine;

19. Centrifugar a 8.000 RPM por 2 minutos para eluir o DNA;
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20. Armazenar o DNA extraido a -20°C.

» Etapas para preparar a reagdo de qPCR

Preparo do MiX:
1. Ligar a capela (DNA workstation) e deixar na UV por 15 minutos antes
do uso;

Atencao:
e Descongelar totalmente todos os reagentes em temperatura ambiente;
e Vortexar e centrifugar brevemente os reagentes;

2. Adicionar ao microtubo de 1,5 ml os componentes listados no quadro a
seguir na ordem em que se encontram:

Reagente Concentragao Volume por Concentragao
Estoque Reacgao (uL) final na Reacao

Master Mix 1X 10 1Xx
Primer Forward 100 uM 0,6 0,3 uM
Primer Reverse 100 uM 0,6 0,3 uM
Sonda 100 uM 0,4 2 uM
Agua ultrapura - 3,4 -
DNA - 5 -
Volume Final - 20 -

3. Apods o preparo do mix vortexar por 5s em velocidade média e em seguida
fazer um spin;

4. Adicionar 15ul do mix em cada pogo do da placa (0.1 ul);
5. Transportar a placa contendo a reagao para a sala de aplicacdo de DNA;

Aplicagado do DNA na Placa:

6. Manipular o DNA em um local apropriado. Obs: E importante que seja
uma sala destinada apenas para manusear acido nucleico;
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7. Aplicar 5yl de cada controle (C+/C-) nos pogos correspondentes do strip
(*Obs:O C+ é DNA extraido de uma cultura positiva e o C- agua
ultrapura,;

8. Adicionar 5yl de cada amostra de DNA Extraido nos pogos
correspondentes;

9. Selar a placa com plastico apropriada;

10.Transportar a placa para o equipamento onde sera realizado a
termociclagem;

» Condigdes de Termociclagem:

Estagio Ciclos Temperatura Tempo Descricao
1 1 50°C 2min Pré-incubagao
2 1 95°C 10min Ativacao da Polimerase
e desnaturacao
3 40 95°C 15s Desnaturacao
4 40 60°C 1min Anelamento/Extensao




Anexo 4: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)

& AMAZONAS

GOVERNO DO ESTADO

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

TITULO DO PROJETQ: "ENFRENTANDO A ESPOROTRICOSE NO AMAZONAS:
DO DIAGNOSTICO MOLECULAR A RESISTENCIA MEDICAMENTOSA

Eu, Dr. André Luiz Leturiondo, pesquisador na Fundagio Hospitalar Alfredo da Matta,
estou convidando vocé que apresenta lesdes na pele suspeitas de Esporotricose, a participar
voluntariamente deste estudo. Sua participacio na pesquisa ird colaborar para a melhoria do
meétodo de diagndstico laboratorial capaz de identificar o DNA do fungo na sua amostra e se had
também resisténcia medicamentosa ao tratamento tradicional. Pela sua participacio no estudo
vocé nao receberd qualquer valor em dinheiro.

Apds aceitar participar desse estudo, vocé assinara este Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido (TCLE) e ficard com uma via. Salientando que vocé terd toda a liberdade
para decidir entrar ou ndo na pesquisa, ou se retirar do estudo a  qualquer momento, sem prejuizo
do seu atendimento na Fundagao.

E possivel que durante a pesquisa precisemos de algumas informacées sobre dados de
exames laboratoriais que wvocé ja fez ou das fotos das lesdes. Portanto, pedimos o seu
consentimento para utilizar esses resultados de exames em seu prontudrio eletronico e a utilizacio
das fotos das lesdes. Em nenhum momento do estudo faremos uma relacio desses dados
coletados com o seu nome.

A pesquisa serd feita exclusivamente pelo pesquisador identificado neste documento ou
por um técnico/bolsista membro da equipe do projeto autorizado pelo Coordenador geral Dr.
André L. Leturiondo.

RISCOS

Vocé passard por uma tnica coleta, que serd de um liquido transparente (linfa) da lesao ou
retirada de um pequeno fragmento, de cerca de 4 milimetro da lesdo suspeita, usando anestésico
local. E possivel que, durante a coleta do fragmento de pele vocé sinta algum desconforto,
relacionado & perfuracio da pele para a coleta do fragmento, porém, esse desconforto serd
minimizado ou desaparece em alguns minutos apos a coleta. Caso o desconforto persista, serd

Fua Codads, 24 - Cachoerinha, CENTRO COLABORADDSR
- == tem e s Fone {92) 3632-5800
: ‘-;' e i et o Fax: |92) 3632-5802
- Manaus - AM CEF G9085-130
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&% AMAZONAS

GOVERNO DO ESTADO

prontamente atendido por uma equipe multiprofissional composta por médicos, enfermeiros e

técnicos. Os seus dados pessoais serio manipulados somente pelos integrantes da pesquisa e

seran mantidos em total sigilo.

BENEFICIOS

A sua participacio neste estudo trard beneficios diretos a vocé e outros portadores de
lesies de dificil diagndstico clinico pois possibilitard a identificacio do DNA do fungo por
uma técnica molecular bastante sensivel, junto com o teste de resisténcia medicamentosa. De
posse dessas informagies, vocé e seu médico poderao tomar decisdes mais corretas em relagao

a duem;a ol a0 seu tratamento.

ESCLARECIMENTO DE DUVIDAS: O pesquisador responsavel por este estudo estard
disponivel para esclarecer dividas que vocé possa ter e dar as informacfes que queira, antes,
durante ou depois de encerrado o estudo. O pesquisador pode ser encontrado no Laboratdrio de
Biologia Molecular da Fundacio Hospitalar Alfredo da  Matta. O participante poderd a
qualquer momento entrar em contato com o Comité de Etica em Pesquisa/ FUHAM para
esclarecimentos, sugestdes e demincias pelo telefone 3632-5972, ou comparecer a ua Codajas, nr
24, ou pelo e-mail cep@fuam.am.gov.br (Resolucio CNS nr 466 de 2021, item IV.5.d).
CONSENTIMENTO

Eu, li £S5

termo de consentimento e compreendi a natureza e objetivo do estudo do qual concordo em
participar. Este documento é emitido em duas vias que serdo ambas assinadas por mim e pelo
pesquisador, ficando uma via com cada umde nis.

Manaus, de de

Assinatura ou impressao datiloscopica do participante da pesquisa

André L. Leturiondo
Pesquisador
ResponsavelFone:
99123-T625

Rua Codajgs, 24 - Cachoerinha,
Fore: {32} 3632-5800
—— Fan: |5F) 16325802

Manaus - AM CEP BD0&S-130
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Anexo 5: Questionario da entrevista

WTRREIACE 0 FETADES (50 LA STRAT

QUESTIONARIO DO PROJETO

INVESTIGACAO MOLECULAR NO APOIO AO DIAGNOSTICO DIFERENCIAL DA
HANSENIASE COM QUTRAS DERMATOSES DE INTERESSE CLINICO.

N° Data da entrevista: /[
DADOS GERAIS:

1. Nome: Prontudrio:

2. Residéncia:

3. Género: Masculing ( ) Feminino () Outro:
4. Idade:

5. Etnia: Branco: () Pardo: () Negro: () indio: () Outro(qual):

6. Profissdo:
7. Telefone: { )

DADOS CLINICOS:
1. Ja teve lestes semelhantes ? Sim { ) Nao ( ), Quando ?
2. Forma clinica atual: Cutdnea ( ) Mucosa ( ) Linfocuténea ( ) Ocular () Extra- cutinea ()

3. Niimero de leses:

4. Local da lesio:

5. Aspecto da lesdo:

6. Local de provével infeccio;

T.Tempo da leséo ativa:

8. Faz uso de antifiingico? ( ) Sim, () Nao. Se sim, Quais?

9. Faz uso de Outros medicamentos? ( ) Sim, ( ) Nio. Se sim, Quais?
10. E tutor de Animal? ( ) Sim, ( ) Nio. Se sim, Quais?

11. O animal de estimacfio apresenta Lesdes? ( ) Sim, () Nao, Se sim, Quais?
DADOS LABORATORIAIS:

L Cultura : ( ) Positive () Negativo ( ) Indeterminado

2. Histopatologia: ( ) Positivo ( ) Negativo ( ) Indeterminado

3.PCR: () Positivo ( ) Negativo ( ) Indeterminado
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Abstract

Background: Sporotrichosis is a neglected tropical disease and the most common sub-
cutaneous mycosis, mainly cavsed by Sporothric species, particularly 8 brasiliensis,
8 schenckii and 8. globosa, which exhibit varying biological behaviours and virulence.
The epidemic of sporotrichosis in Brazil, initiated in Rio de Janeiro in the late 1990,
rapidly spread to other states, including Amazonas in 2021, This study aimed to iden-
tify the specific Sporothrix species responsible for the human sporotrichosis outbreak
in the Brazilian Amazon.

Methods: A cross-sectional study was conducted by enrolling clinically suspected
cases of sporotrichosis attended at a reference dermatologic centre, in Manaus
{Brazil). Biological material was collected from their skin lesions for culture (Mycosel)
and for species identification (qPCR).

Results: Sporothrix cultures were obtained from 150 cases. Sporotrichosis predomi-
nantly affected females (67.3%), aged 44.5 years on average, with lymphocutaneous
lesions (F2.7%). Sporothrix brasiliensis was identified in 89.3% of patients. Up to
83.3% of these patients reported contact with cats previously to the skin lesion, and
the time-spatial progression of the human cases followed the notification of cases in
cats, in the metropaolitan region of Manaus.

Conclusion: Sporothrix brasiliensis is the dominant species in the zoonotic outbreak
of human sporotrichosis in the Brazilian Amazon, with cats identified as the primary
vectors. Effective sanitary control measures, education and responsible pet ownership
are crucial to mitigating roonotic sporotrichosis’ impact in Brazl and preventing its
spread to neighbouring Latin American cities.

KEYWORDS
Brazilian Amazoen, polymerase chain reaction, Sporetioriy brasiliernsts, sporotrichosas

INTRODUCTION

Sporotrichosis is a neglected tropical discase caused by
fungi of the Sporothrix genus, characterised by skin and
subcutaneous tissue lesions in humans. These fungi are
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commonly found in decomposing organic matter, soil and
plants. The main risk factors for acquiring sporotrichosis
include occupational exposure, residence in endemic areas,
contact with infected cats, underlying health conditions
(such as diabetes, chronic lung discase and HIV/AIDS)
and skin trauma. Sporotrichosis mainly affects the skin,
often presenting as ulcers and superficial nodules that may
progress to more extensive lymphocutancous infections.
In severe cases, particularly among immunocompromised
individuals, the infection can disseminate to the lungs,
bones, or other internal organs. The chronic nature of
sporatrichosis also imposes economic burdens due to
medical expenses, lost workdays and the need for pro-
longed care [1-3].

Among 53 identified species, S. brasiliensis, S. schenckii,
S. globosa and §. luriei are clinically significant, with distinct
global distributions and transmission modes: sapronotic or
zoonotic. S. schenckii and S. globosa are prevalent in the
Americas and Asia, whereas §. brasiliensis is primarily found
in South America, and transmitted mainly through infected
cats and dogs [2-4].

A major sporotrichosis epidemic in Brazil spread rapidly
from Rio de Janeiro in the late 19%0s [3, 5]. [n Amazonas,
human cases began in 2020, rising 304%, from 2021 to 2022
and 249% from 2022 to 2023 (Figures | and 2). The increase
in animal cases was 428% and 345%, respectively, in the
same period [4]. This exponential growth is alarming due to
the high number of affected individuals and limited under-
standing of circulating species, which vary in pathogenic-
ity [4-6].

Therefore, along with individual precautions like wear-
ing protective clothing when handling plants and avoiding
contact with infected animals, collaborative efforts among
healthcare providers, veterinarians and public health author-
ities are crucial for implementing effective control measures
to reduce the impact of sporotrichosis.

This study aimed to identify the species responsible
for the human sporotrichosis outbreak in the Brazilian
Amazon.

MATERIALS AND METHODS

A cross-sectional study was conducted by enrolling clinically
suspected cases of sporotrichosis attended at Alfredo da
Matta Foundation (AMF) between September 2022 and
December 2023, Manaus (Brazil).

The exudate of cutaneous lesions was collected for both
culture and molecular testing. Sabouraud agar and mycosel
agar were used for culture, while TagMan Real-Time PCR
{qPCR) was used for the identification of §. brasiliensis and
§. schenkii [7].

Patients with fungal growth observed in the culture
(the gold standard) (3, 4] were consecutively included in
the study, and molecular testing was subsequently per-
formed. For species identification via qPCR, exudate from
cutaneous lesions was initially employed as the clinical

FIGURE 1 Spatial progression of reported human sporotrichosis cases
in the metrapolitan region of Manaus from 2021 to 2023 (Source:
SINAN-NET).

sample. A colony aliquot from the culture medium was uti-
lised when amplification from exudate from cutaneous
lesions failed.

This study was approved by the Research Ethics Com-
mittee of AMF (no 705066823.9.0000.0002).

RESULTS

Sporothrix cultures were obtained from 150 patients, confir-
ming the diagnosis of all patients. Sporotrichosis was
more prevalent among females (67.3%), with a mean age of
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FIGURE 2 Spatial progression of reported sporotrichosis in cats from
the metrapalitan regron of Manaus from 2020 to 2023 (Source:
SINAN-NET).

445 years, predominantly presenting lymphocutaneous
lesions (72.7%), and affecting the upper limbs (55.3%)
{Table 1 and Figure 3).

S. brasiliensis was identified in 89.3% (134/150) of the
samples (Figure 4), 61.2% (82/134) directly from the exudate
of cutaneous lesions and 38.8% (52/134) from the cultures.

TABLE ! Mam clinical and demographsc data from the 130 cases of
human sparotrachosis from the Amazon outbreak.

Variables Results
Sex, n {%)
Female 101
Male 4
Age {in years)
mean ($D) s
Min-max 1879

Climical presentation, n (%)

Lymphocutaneous 109 (707)
Fixed cutancous 24{16%)
Mixed 1(0.7%)
Multiple inoculaton 14{9.3%)
Nonregistered 2(1.3%)
Body site, n (%)
Upper Limb 83 {55.3%)
Lower limb 50{33.3%)
Trunk 13 {8.6%)
Face 7{47%)
Ocular mucosa 1{0.7%}
Nooregistered 14 {9.3%)
Contact with cats, n (%) 125 (83.3%)
Contact with domestic sick cats 64 {51.2%)
Contact with peni-hold sick cats 23{15.4%)
Reported cat scratch and or bite 38{30.4%)
Molecular testing
Sparotrix brasiliensis 134 (89.3%)
Sparotrix schenkii 0(-)
NA 16 {10.7%)

Abbrevation: NA, no amplificatica for the prisers
“Patients way exhibat involvement at multiple body sites.

FIGURE 3 Lymphocutaneous human sporotrichosss. Ulcer with
infiltrated borders on the finger (local of imaculation —cat bite). This initial
ulcer was followed by the development of a secondary ulcer and ascending
lymphangtis,
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Sixteen (11.2%) cxudate samples did not amplify for
& brasiliensis. Among these, 11 samples were subsequently
tested for & schenkii, with negative results. For the remain-
ing five patients who had positive cultures but negative
amplification results for 8 brasiliensis, no  additional
remaining biological samples were available, thus precluding
further qPCR analysis.

Notably, 125 individuals (83.3%) reported having had
contact with cats in their medical history, either within the
houschold (83 individuals, 66.4%) or in the surrounding
environment (42 individuals, 33.6%). In addition, 87 individ-
uals (66.6%) were aware of sick cats, and 38 (204%)
reported experiencing cat scratches or bites at the site of
their skin lesions.

DISCUSSION

This study indicated Sporothriv brasiliensiz as the primary
species responsible for the sporotrichosis outbreak in the
Amazon state. This species i also  predominant in
the Brazilian Southeast epidemic, indicating its spread across
metropolitan regions of the country, including the Northeast
and Manaus (2, &]. In contrast, 8. glabosa is the main species
causing sporotrichosis in neighbouring Venezuela [8].

The sequential detection of cases in humans, often pre-
ceded by reports of ill cats, suggests that the transmission of
sporotrichosis in Amazonas is predominantly zoonotic, with
felines playing a pivotal role in its spread, much like in other
Brazilian regions (2, 4]. Corrently, the epidemiological land-
scape in Manaus appears to be shifting rapidly, likely driven
by cxposure to infected cats migrating from other states in
Brazil [4-6]. During this early outhreak phase, the patho-
gen's genctic diversity remains limited, 2 phenomenon con-
sistent with the founder effect. However, as transmission
continues, genctic variahility is expected to increase to align

with the diversity of the source population [10], although
this expansion has not yet been observed in the Amazon
state.

Manaus, with over two million inhabitants, is the largest
urban centre in the Amazon and serves as a eritical connec-
tion point linking Brazil's North Region with neighbouring
countries, including Peru, Colombia, Venezucla and several
Caribbean nations. The rise in zoonotic sporotrichosis cases
in Manaus poses a potential visk for other densely populated
cities across these neighbouring countries.

8 brasiliensis displays unique characteristics compared
to others, including slower growth at 20°C (soil tempera-
ture) but accelerated growth ahove 36"C (mammalian tissue
temperature). These traits facilitate zoonotic transmission,
especially in regions affected by urbanisation, deforestation
and climate-driven habitat changes [9-11].

Wotably, 8. brasiliensis is associated with increased vin-
lence, leading to more severe clinical presentations than other
species. Differences in antifungal susceptibility profiles across
species underscore the importance of species-specific identifi-
cation for tailored teeatments [6]. Additionally, maolecular
diagnostics aid in differentiating sporotrichosis from other
endemic dermatoses in the Amazon, such as mycobacteriosis
and American tegumentary leishmaniasis, which share clini-
cal features with lymphocutaneous sporotrichosis [3].

The rising incidence of sporotrichosis reflects a signifi-
cant public health challenge in Amazonas and across various
Brazilian states, highlighting the need for integrated
approaches to safeguard human and animal health, espe-
cially in the face of insufficient sanitary control measures
and climate impacts [6]. Environmental degradation, partic-
ularly the deforestation of crucial Brazilian biomes like the
cerrado, the Atlantic Forest and the Amazon rainforest, has
exacerbated global temperature increases, severe flooding
and storms, which are linked to the emergence of zoonatic
diseases [10, 11].

This study faces some limitations, including a patential
selection bias from focusing solely on patients suspected of
sporotrichosis, possibly excluding severe cases or hospita-
lised patients. Furthermore, the 16 (10.6%) samples that
failed to amplify for 5. brasiliensis and 8. schenckii may rep-
resent other Sparothrix species,

CONCLUSION

Sporothrix brasiliensis is the dominant species in the zoo-
notic outbreak of human sporotrichosis in the Brazilian
Amazon, with cats identified as the primary vector. Effective
sanitary control measures, education and responsible pet
ownership are crucial to mitigating zoonotic sporotrichosis
impact in Brazil and preventing its spread to neighbouring
Latin American cities.
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