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RESUMO
A esporotricose € uma infec¢cdo granulomatosa cujo o diagndstico padrao-ouro
€ o isolamento de Sporothrix sp. em meios de cultura, todavia, € um método
dependente do desenvolvimento fungico, assim, pode levar semanas para ser
concluido, além disso, é suscetivel de contaminacédo. Neste sentido, métodos
moleculares como a Nested PCR tém se destacado no manejo de diversas
infeccdes, visto que é uma ferramenta para a identificacéo rapida e precisa de
microrganismos, seja a partir de uma cultura pura ou diretamente em amostras
biologicas. Diante do exposto, o objetivo do estudo foi aplicar um protocolo
molecular de Nested PCR para a detecc¢éo e identificacdo rapida de Sporothrix
sp. em amostras biolégicas de pacientes com esporotricose. Variaveis clinicas e
epidemioldgicas foram descritas a partir da analise dos prontuarios. Foram
incluidos no estudo, 12 pacientes onde sete (58,3%; n=7/12) eram homens. A
idade média dos pacientes foi de 44 anos. Dentre os casos de esporotricose, a
forma disseminada foi diagnosticada em 33,3% (n=4/12) dos pacientes, além
disso, a hipertensao arterial sistémica e o HIV foram associados a esta infeccao.
Com relacdo a fonte de infeccdo, 75,0% (n=9/12) dos pacientes relataram
contato com gatos por meio de arranhadura ou mordedura. Treze amostras, seis
de bidpsias cuténeas, cinco de exsudados cutaneos e duas de secrecdo
conjuntival, foram obtidas de pacientes com esporotricose. O sequenciamento
do gene da calmodulina identificou todos os isolados como S. brasiliensis. A
Nested PCR foi capaz de detectar todos os Sporothrix sensu lato diretamente
das amostras clinicas e a cepa de referéncia CBS 120339. Diante disso, a
Nested PCR constitui uma estratégia valiosa para a deteccéao e identificacdo de
Sporothrix sp. diretamente em amostras clinicas, complementando o método de

referéncia e permitindo uma alternativa mais rapida a cultura.

Palavras-chave: Sporothrix sp.; Reacdo em Cadeia da Polimerase; PCR

aninhado; Diagnéstico Rapido.



ABSTRACT
Sporotrichosis is a granulomatous infection whose gold standard diagnosis is the
isolation of Sporothrix sp. in culture media. However, this method is dependent
on fungal development, so it can take weeks to complete and is susceptible to
contamination. In this sense, molecular methods such as Nested PCR have
become more prominent in the management of various infections, as it is a tool
for the rapid and accurate identification of microorganisms, either from a pure
culture or directly in biological samples. In view of the above, the aim of the study
was to apply a molecular Nested PCR protocol for the rapid detection and
identification of Sporothrix sp. in biological samples from patients with
sporotrichosis. Clinical and epidemiological variables were described from the
analysis of medical records. The study included 12 patients, seven of whom
(58.3%; n=7/12) were men. The mean age of the patients was 44 years. Among
the cases of sporotrichosis, the disseminated form was diagnosed in 33.3%
(n=4/12) of the patients, and systemic arterial hypertension and HIV were
associated with this infection. Regarding the source of infection, 75.0% (n=9/12)
of the patients reported contact with cats through scratching or biting. Thirteen
samples, six from skin biopsies, five from skin exudates and two from conjunctival
secretions, were obtained from patients with sporotrichosis. Sequencing of the
calmodulin gene identified all the isolates as S. brasiliensis. Nested PCR was
able to detect all Sporothrix sensu lato directly from the clinical samples and the
reference strain CBS 120339. Nested PCR is therefore a valuable strategy for
detecting and identifying Sporothrix sp. directly in clinical samples,

complementing the reference method and providing a faster alternative to culture.

Keywords: Sporothrix sp.; Polymerase Chain Reaction; Nested PCR; Quick

Diagnosis.
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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma infeccdo granulomatosa causada por fungos do
género Sporothrix sp. que acomete principalmente o tecido subcutaneo, mas
também, pode ocorrer de forma sistémica e afetar outros érgaos além da pele
(SCHECHTMAN et al.,, 2022). O diagnéstico padrdo-ouro da micose € o
isolamento de Sporothrix sp. em meios de cultura. Todavia, € um método
dependente do desenvolvimento fangico e por isso pode levar semanas para ser
concluido, além disso, € suscetivel a contaminacdo e a depender da amostra
biolégica, pode haver baixa carga fungica, a qual impede o isolamento
(BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011; OLIVEIRA et al., 2020).

Em virtude da necessidade de métodos mais rapidos para o diagnostico
da esporotricose, ensaios de Nested PCR tém se destacado no ambito da
biologia molecular, devido a sua capacidade de amplificar fragmentos de DNA a
partir de poucas unidades formadoras de colénias (UFC) (HU et al., 2003; LUIZ
et al., 2021). No entanto, a maioria dos protocolos exige o isolamento da cepa
em cultura. Neste sentido, é necessario realizar ensaios diretamente a partir da
propria amostra biologica afim de oferecer a melhor estratégia diagndstica (DE
CAROLIS; POSTERARO; SANGUINETTI, 2022).

Em relacdo aos métodos diagndsticos inovadores para a esporotricose,
Hu e colaboradores (2003) foram os primeiros a identificar cepas de Sporothrix
sp. usando Nested PCR. Os resultados obtidos revelaram positividade da Nested
PCR com apenas uma UFC do fungo e sensibilidade 100 vezes maior quando
comparada com a PCR convencional (HU et al.,2003; XU et al.,2010). Embora
0s resultados tenham sido satisfatorios, € necesséario padronizar um protocolo
para detectar fungos diretamente em outras amostras clinicas, ja que os testes
foram feitos apenas com cepas isoladas e em biopsias. Além disso, faltam
estudos sobre a aplicacdo desse método em diferentes tipos de amostras
clinicas.

Diante da necessidade de um diagndstico rapido e preciso, Oliveira e
colaboradores (2020) aprimoraram a Nested PCR desenvolvida por Hu e a
utilizaram para elucidar a etiologia Iinfecciosa de cinco casos de
meningoencefalite crénica em que os testes imunoldgicos e microbiolégicos

foram negativos. Isso permitiu aos autores detectar o fragmento de 152 bp,
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indicando a presenca de Sporothrix sensu lato em todos os pacientes
examinados (OLIVEIRA et al.,2020). Mais tarde, Luiz e colaboradores aplicaram
0 protocolo aprimorado em amostras de fragmento de tecido de felinos com
esporotricose e foi demonstrada a deteccdo do Sporothrix sensu lato (LUIZ et
al., 2021).

De acordo com os resultados obtidos por Oliveira e colaboradores (2020)
e Luiz e colaboradores (2021), a Nested PCR se constitui uma estratégia
diagnostica promissora as metodologias tradicionais (OLIVEIRA et al.,2020;
LUIZ et al.,2021). Diante disso, o presente estudo se prop0s a aplicar o protocolo
de Nested PCR baseado na detecgcédo do gene 18S do RNA ribossGmico para
detectar cepas de Sporothrix sp. diretamente em amostras clinicas, podendo
dessa forma, complementar o método de referéncia e permitir uma alternativa

mais rapida a cultura.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1.ESPOROTRICOSE HUMANA

A esporotricose foi descrita pela primeira vez em 1898 por Benjamin
Schenck, a qual foi associada a acdo de um fungo pertencente ao género
Sporothicha (SCHENCK, 1898). Mais tarde, em 1900, Hektoen e Perkins
relataram um caso semelhante ao descrito anteriormente e, apds o isolamento
do fungo, deram-lhe o nome de Sporothrix schenckii (HEKTOEN; PERKINS,
1900).

No Brasil, os primeiros casos acometendo humanos foram descritos em
1907 por Lutz e Splendore, e desde entdo, a doenca tem assumido proporgdes
epidemiologicas significativas (LUTZ; SPLENDORE, 1907). O aumento na
descricéo dos casos pode ser atribuido tanto ao clima quente e Umido prevalente
em regibes de clima tropical e subtropical, como também a transmissdo
zoonética (CONCEICAO-SILVA et al., 2018).

A esporotricose era anteriormente classificada como uma micose
subcuténea, porém, nos ultimos anos, o termo micose de implantac&o tornou-se
mais adequado. Isso se deve ao fato de que essa infecgéo fungica é amplamente
reconhecida por sua capacidade de comprometer ndo apenas o tecido
subcutaneo, mas também outras regides do organismo. E causada pelos do
género Sporothrix, atualmente agrupados em clado clinico e ambiental, possuem
propriedades geofilicas, e por isso séo tipicamente encontrados em solo rico em
matéria organica e vegetacao viva ou deteriorada (RAMIREZ-SOTO et al., 2018).

Durante muito tempo, a micose foi amplamente vista como uma doenca
associada ao trabalho, especialmente devido a sua propagacdo em atividade
agricolas, jardinagem e criacdo de animais (CHAKRABARTI et al., 2015). Além
disso, veterinarios e analistas de laboratério que lidam com culturas fangicas
também estdo em risco de infec¢cdo acidental, reforcando a necessidade de
vigilancia e medidas preventivas em diferentes contextos de exposicao
(VALERIANO et al., 2020).

Embora historicamente a esporotricose tenha um perfil de contaminagao
ocupacional, o aumento na descricdo de casos no Brasil tem sido atribuido a
expansdo da area urbana e a transmissdao por animais domeésticos,

principalmente gatos. Nesse sentido, os felinos se destacam como principais
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carreadores na disseminacdo de Sporothrix sp., sobretudo no ambiente
domiciliar (POESTER et al., 2018).

Esse fenbmeno se deve ao fato de que os gatos domésticos ainda
preservam habitos selvagens de escavar a terra para encobrir seus dejetos, bem
como afiar suas garras em troncos de arvores. Como esses animais estdo em
contato proximo com humanos, o fungo € inoculado a partir de arranhaduras e
mordeduras (POESTER et al., 2018).

Além da alteracdo na histéria natural da esporotricose com relacdo ao
perfil de transmissdo, também ha mudanca em termos de frequéncia. Embora
esta micose ja tenha sido descrita nos cinco continentes, ela se destaca como
uma zoonose emergente no Brasil, pois alguns estados tém sido acometidos por
epidemias e surtos protagonizados pelo vinculo epidemiolégico com o gato
(SCHECHTMAN et al., 2022).

O aumento de casos em humanos no Brasil nas Ultimas duas décadas
tem sido atribuido a epidemia nas regides Sul e Sudeste protagonizada pela
hiperendémia da esporotricose felina e expansédo geografica. Em virtude da
prevaléncia da doenca em varios estados brasileiros, o Ministério da Saude
publicou a Portaria n°® 264/2020 que inclui a esporotricose humana na Lista
Nacional de Notificagdo Compulséria no &mbito do SUS (PERNAMBUCO, 2021).
Apesar disso, a real prevaléncia da doenca ainda ndo é conhecida, mas estima-
Se que seja superior ao previsto na literatura.

Além do acometimento nas regifes Sul e Sudeste, as evidéncias clinicas
e laboratoriais indicam aumento significativo dos casos de esporotricose humana
no estado de Pernambuco. De acordo com o ultimo boletim epidemioldgico
emitido pela Secretaria Estadual de Saude, em 2016 foram notificados 13 casos.
Com o novo programa de vigilancia dos casos e descentralizacdo de Servigos
de Diagnostico para a esfera municipal o nimero subiu para 508 novos casos
em 2019 e até maio de 2021, quando o boletim foi emitido, j& havia 12 casos
(PERNAMBUCO, 2021).

O aumento expressivo dos casos de esporotricose humana em
Pernambuco, acompanhado da descentralizacdo dos servigos de diagndstico,
reflete uma maior deteccdo da doenca e evidencia sua relevancia como um
problema de salude publica. Embora a esporotricose possa afetar individuos de

diferentes idades e sexo, 0s inquéritos epidemioldgicos indicam um maior
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acometimento entre as mulheres (SILVA et al., 2021). Esse padr&o pode estar
relacionado a maior permanéncia no ambiente doméstico e ao envolvimento com
atividades laborais que incluem o manejo de animais, fator de risco importante
para a transmisséo da infeccdo (SCHECHTMAN et al., 2022).

De forma geral, a esporotricose pode acometer pessoas de ambos o0s
sexos, e diferentes idades. Todavia, o delineamento dos inquéritos
epidemiologicos demonstra maior acometimento do sexo feminino podendo ser
atribuido a maior permanéncia no lar e o envolvimento com atividades laborais

e cuidados dos animais domésticos.

2.2.FORMAS CLINICAS DA ESPOROTRICOSE HUMANA

A esporotricose € uma infeccdo fungica com diversas manifestacées
clinicas, sendo, portanto, categorizada em seis grupos: cutanea, mucosa,
oesteoarticular, sistémica, imunorreativo e misto. O tipo de apresentacéo clinica
da doenca depende da competéncia imunoldgica do hospedeiro, viruléncia da
espécie, rota de infeccdo, tamanho e profundidade do in6culo (SILVA, 2018;
OROFINO-COSTA et al. 2022).

As manifestacdes clinicas cutaneas da esporotricose podem ser
classificadas em trés tipos: linfocuténea, cutanea fixa e inoculacdo multipla. A
forma linfocutanea é a mais frequente, correspondendo a 46% a 92% dos casos.
Geralmente, acomete areas expostas do corpo, como maos e antebracos em
adultos, enquanto, em criancas, a face € um local frequentemente afetado.
Clinicamente, caracteriza-se pelo aparecimento de uma papula, nédulo ou Ulcera
no ponto de inoculacéo do fungo. Apés alguns dias, novos nddulos podem surgir
ao longo do trajeto linfatico regional (SCHECHTMAN et al.,2022).

A forma cutanea fixa, também chamada de localizada, representa
aproximadamente 25% dos casos. Caracteriza-se por uma unica lesao restrita
ao local da infeccdo, sem disseminacdo pelos vasos linfaticos. Essa variante
afeta, com maior frequéncia, o pescoco, o tronco, as pernas e, especialmente, a
face. J& a inoculacdo multipla apresenta-se com lesdes cutaneas polimorficas
em diferentes pontos de entrada do fungo. Embora menos documentada, essa
forma esta frequentemente associada a casos zoondéticos, nos quais multiplos
traumas, como arranhdes e mordidas, favorecem a infeccdo em diversos locais
OROFINO-COSTA et al. 2022).
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As formas mucosas da esporotricose podem se manifestar em qualquer
mucosa do corpo, sendo as mais comuns as localizadas na regiao ocular e nasal.
Em relacdo a frequéncia, a mucosa ocular é a mais afetada, apresentando-se
geralmente como uma conjuntivite granulomatosa com lesbes vegetantes na
conjuntiva palpebral e/ou bulbar. Essa forma esta fortemente associada a
transmisséo zoonotica, especialmente devido ao contato proximo entre humanos
e gatos. A infecgdo pode ocorrer quando esses animais espirram, dispersando
aerossois contaminados que atingem a mucosa ocular, ou quando individuos
tocam os animais e, posteriormente, levam as maos contaminadas aos olhos. O
comprometimento nasal, por sua vez, manifesta-se por obstrucao ou ulceracéo
da mucosa nasal, embora seja uma forma menos frequente da doenga
(OROFINO-COSTA et al. 2022).

A esporotricose osteoarticular pode afetar articulacbes, tenddes ou
0ss0s, geralmente em até dois focos, podendo resultar tanto da inoculacéo direta
guanto da disseminacao hematogénica. Clinicamente, 0s pacientes apresentam
dor, edema e limitac&do funcional na regido acometida. Individuos que sofreram
mordidas estdo mais predispostos a essa forma clinica, devido a profundidade
da inoculagéo do fungo. Além disso, pessoas com fragilidades osteometabdlicas,
como idosos ou aqueles em uso prolongado de corticoides, também apresentam
maior risco de desenvolver essa manifestacao da doenca (COSTA et al. 2008).

A esporotricose disseminada € uma manifestacdo rara da doenca e pode
se apresentar na forma cutanea ou sistémica. Nesses casos, considera-se que
a infeccdo ocorre devido a inoculacdo, ingestdo ou inalacdo do fungo.
Geralmente, o ponto de entrada pode ser o sistema pulmonar, com posterior
disseminacdo hematogénica. Embora nédo existam fatores de risco bem
definidos, as formas disseminadas da doenca sao raramente observadas em
individuos imunocompetentes, estando quase sempre associadas a algum grau
de imunossupressao. Entre as condi¢cdes predisponentes estdo HIV/Aids com
contagem de CD4+ inferior a 200 células/mm3, etilismo, desnutricéo,
transplantes, neoplasias hematolégicas malignas e uso prolongado de
corticoides (SCHECHTMAN et al., 2022).

A esporotricose cutanea disseminada ocorre por disseminacao
hematogénica e se caracteriza clinicamente pelo aparecimento de mdultiplas

lesGes papulares, pustulosas e crostosas, associadas a placas ou Ulceras,
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distribuidas por diversas regides da pele, sem comprometimento extracutaneo.
Por outro lado, a esporotricose disseminada sistémica apresenta um quadro
clinico mais variavel. Nos casos em que ha envolvimento sistémico, dois ou mais
orgaos ou sistemas podem ser acometidos, sendo os mais frequentemente
afetados o sistema nervoso central, os pulmdes, o sistema osteoarticular e a
medula éssea (SCHECHTMAN et al., 2022).

Os casos extracutdneos sSao menos comuns e apresentam maior
dificuldade diagndstica, uma vez que nao ha lesées cutaneas evidentes. Esses
casos estdo frequentemente relacionados a inalacdo de esporos e a
disseminagdo hematogénica, especialmente em pacientes imunossuprimidos.
Aproximadamente 80% dessas ocorréncias envolvem o acometimento 0sseo,
tornando os 0ssos as estruturas mais afetadas (OROFINO-COSTA et al. 2022;
SCHECHTMAN et al., 2022).

Considerando a possibilidade de infeccdo por inalagdo de esporos e
outros propagulos infecciosos do Sporothrix sp., a esporotricose também pode
se manifestar na forma pulmonar, assemelhando-se a tuberculose, com um
padrdo cavitario ou disseminado, mas também podendo apresentar-se sem
cavitacbes. Em casos mais raros, a doenca pode evoluir para
neuroesporotricose, ocorrendo nas formas mais invasivas da infecgéo,
principalmente em pacientes com Aids. Destaca-se que algumas espécies do
género Sporothrix possuem maior viruléncia e neurotropismo, especialmente
cepas de S. brasiliensis (OROFINO-COSTA et al. 2022).

Além disso, pacientes com manifestacfes cutdneas ou mucosas podem
desenvolver reacfes de hipersensibilidade ao longo da doenca. Essas reacdes
incluem: eritema nodoso caracterizado por nddulos subcutaneos dolorosos,
geralmente localizados nos membros inferiores. Eritema multiforme com lesbes
cutaneas variadas, incluindo maculas, papulas ou vesiculas. Sindrome de Sweet
gque é uma dermatose febril aguda, caracterizada por papulas ou placas
eritematosas dolorosas. Artrite reativa caracterizada por uma inflamacéo
articular secundaria a infeccdo, sem a presenca direta do patdogeno na
articulagéo. (OROFINO-COSTA et al. 2022).
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2.3.DIAGNOSTICO DA ESPOROTRICOSE

A elucidacao diagnostica da esporotricose constitui um desafio para os
profissionais de salde, isso se deve a diversidade de apresentacdes de formas
clinicas, bem como ao fato da semelhanca das lesdes que pode mimetizar outros
quadros clinicos verrucosos. Neste sentido, torna-se necessario realizar o
diagnostico diferencial com as doencas que pertencem ao grupo PLECT, a
saber: paracoccidioidomicose, leishmaniose tegumentar, esporotricose,
cromomicose, tuberculose cutanea (COSTA; MARTINEZ; AZULAY, 2018).

O diagndstico da esporotricose se baseia em um conjunto de informacdes
clinicas, epidemiologicas e laboratoriais. Os procedimentos laboratoriais
estabelecidos definem o diagnéstico micolégico, isto €, o isolamento do fungo
em cultura a partir de amostras de secrecao da lesdo, raspado ou fragmento de
biopsia como o0 método padrao-ouro. Vale ressaltar que dependendo do quadro
clinico, outros espécimes clinicos como, liquido cefalorraquidiano (LCR), sangue
e urina podem ser utilizados para diagnostico (BARROS; DE ALMEIDA PAES;
SCHUBACH, 2011).

O diagndstico micologico consiste no exame direto e isolamento em meio
de cultura. O exame direto a partir de amostras de lesfes é realizado por meio
da microscopia direta clarificada com hidroxido de potassio (KOH) a 20%
(LACAZ et al., 2002) ou coradas com Giemsa ou pandtico rapido (VALERIANO
et al., 2020). Em casos positivos, evidencia a presenca de células leveduriformes
apresentando de 2 a 6 um de diametros, esféricas ou elipticas na forma de
“charuto” (BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011).

Destaca-se que o exame direto em amostras humanas € considerado de
baixa sensibilidade, uma vez que, geralmente, sdo observadas poucas células
leveduriformes. Além disso, a visualizacdo dessas células leveduriformes em
parasitismo, podem ser observadas em micoses causadas por Histoplasma
capsulatum e Candida glabrata, reduzindo a especificidade do teste. Por essa
razdo, essa etapa nao é considerada uma ferramenta diagnostica definitiva para
humanos, tornando essencial o isolamento e a identificacdo do agente para a
confirmacéo da infeccdo (OROFINO-COSTA et al. 2017).

Por sua vez, o isolamento em cultura pode ser realizado em Agar
Sabouraud Dextrose (SAD), agar Mycosel ou BHI (Brain Heart Infusion),

incubados a 37°C ou 25°C. A variacao da temperatura permite a observacao de
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duas morfologias distintas do fungo. Isso ocorre porque os fungos do género
Sporothrix possuem propriedades termodimorficas, ou seja, apresentam a
capacidade de apresentar sua morfologia em duas fases distintas, a flamentosa
ou hifal (infectante), quando encontrado no ambiente e/ou cultivado a
temperatura ambiente, e a leveduriforme (parasitismo), quando incubada a 37°
C (BARROS; DE ALMEIDA PAES; SCHUBACH, 2011).

Quando cultivado a temperatura ambiente, o crescimento miceliano se da
entre 3 a 14 dias, e na micromorfologia sdo observadas hifas hialinas e septadas
com ramificacdes e conidiéforo que sustentam conidios piriformes em disposicao
simpodial, cuja morfologia € um arranjo floral (“semelhante a pétalas de
margarida”). Em relacdo a pigmentacao da colonia, o fungo inicialmente cresce
apresentando coloracdo branca a creme, tornando-se enegrecidas apés alguns
dias devido a produgdo de melanina. (VALERIANO et al., 2020). O
termodimorfismo é evidenciado por meio da inversdo do micélio para levedura
em BHI apos incubagéo a 37°C. As coldnias semelhantes a leveduras tém uma
superficie de cor creme (OROFINO-COSTA et al. 2017).

Além do exame direto e a obtencdo da cultura, outras metodologias
podem ser aplicadas para confirmacé&o dos casos de esporotricose, a saber, 0
exame histopatolégico, exames soroldgicos, analises moleculares e
protedmicas. No entanto, assim como no exame direto, na histopatologia, a
visualizacdo de leveduras é dificil devido a sua baixa quantidade nos tecidos
humanos. Quando presentes, essas estruturas fungicas podem ser evidenciadas
por coloracdes especificas, como acido periédico de Schiff (PAS) ou pela
metenamina de prata pelo método de Grocott-Gomori (MORRIS-JONES, 2002).

Frequentemente a avaliacdo histopatoldgica revela um padrédo de
infiltrado inflamatorio piogénico, associado ou ndo, um aspecto granulomatoso.
Apesar da técnica contribuir para elucidacdo diagnostica, geralmente é
considerada inespecifica e pode assemelhar-se com outras doencas
granulomatosas como tuberculose cutédnea, hanseniase e infeccdes fungicas
profundas (MAHAJAN et al., 2005).

Quanto as técnicas soroldgicas, estas por sua vez podem ser utilizadas
quando ndo é possivel obter o agente etiologico em meio de cultura,
principalmente nas formas atipicas ou extracutaneas da esporotricose, e para

acompanhamento do tratamento, pois a avaliagdo dos niveis de anticorpos
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permite monitorar a recidiva. O método baseado em ELISA é capaz de detectar
anticorpos IgG contra o antigeno SsCBF (Sporothrix schenckii Con A-Binding
Fraction) em humanos com 90% de sensibilidade e 80% de especificidade, além
de uma baixa taxa de reacdo cruzada. Apesar dos resultados satisfatorios, a
metodologia ndo é comumente utilizada na pratica clinica pois esta limitado a
centros de pesquisa devido ao alto custo e disponibilidade limitada de testes
padronizados (BERNARDES-ENGEMANN et al., 2005).

Os testes de reacédo intradérmica podem ser usados como alternativa para
o diagnostico da esporotricose, pois detectam reacdes de hipersensibilidade
tardia a esporotriquina, um complexo antigénico formado por um peptideo
rhamnomann (PRM) na derme. No entanto, essa abordagem esta em desuso
devido a diversas limitacGes, como baixa eficacia em casos graves, em pacientes
de areas endémicas ou previamente tratados, além da falta de padronizacao da
solucdo antigénica. Além disso, pode gerar resultados falsos-positivos em
individuos sem doenca ativa e falso-negativos em infec¢cbes nas formas
disseminadas ou extracutaneas. Outro fator importante € que tanto a
esporotriquina quanto o PRM PRM néo possuem aprovacao da Anvisa para uso
na rotina de diagnaostico laboratorial no Brasil (Bonifaz et al., 2018).

A andlise protedmica por MALDI-TOF MS (espectrometria de massa em
tempo de voo por ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz) € outro
método que permite a identificacdo rapida e especifica de isolados de Sporothrix
sp. pela deteccao de picos ibnicos compativeis com a massa molecular do fungo.
Embora sua confiabilidade e precisdo sejam compativeis com os métodos
moleculares atuais, os dispositivos dependem de um banco de dados
enriguecido com espectros internos de cepas de referéncia, somados a
disponibilidade de uma equipe capacitada (OLIVEIRA et al. 2015).

Os meétodos de deteccdo molecular foram adicionados as técnicas de
diagnaosticos existentes, pois ha a necessidade de agilizar a detec¢éo do agente.
Por esta razéo, existem diversos protocolos baseados na detec¢do de acidos
nucléicos de Sporothrix sp. No entanto, uma das técnicas mais importantes € o
sequenciamento de DNA baseado em PCR, caracterizado pela capacidade de
sintetizar grandes quantidades de DNA a partir de baixas concentragdes,
podendo ser realizado de forma eficaz e rapida (RODRIGUES et al., 2015;
ZHANG et al., 2019).
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2.4. TECNICAS DE DIAGNOSTICO MOLECULAR

Os métodos convencionais para diagnosticar a esporotricose, isto €,
testes microbiolégicos baseados na morfologia e/ou bioquimica dos
microrganismos, sdo limitados a determinacdo apenas do género do agente
etiolégico. Neste sentido, ensaios baseados em abordagens moleculares se
destacam por sua capacidade de definir em nivel de espécie, podendo assim
nortear a instituicho de uma terapéutica adequada, bem como também é
importante na caracterizacao da viruléncia entre as cepas (FREITAS et al., 2015;
ROSSOW et al., 2020).

Tais metodologias destacam-se devido a sua capacidade de rapida
identificacdo e alto rendimento, isso porque 0s ensaios se baseiam na
identificacdo dos fungos por meio de marcadores genéticos, em detrimento de
suas caracteristicas fenotipicas. Embora a literatura descreva varios protocolos,
0 mais utilizado é o sequenciamento de DNA por Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR), seguido de andlise filogenética (ZHANG et al., 2019;
OROFINO-COSTA et al., 2022).

O sequenciamento de DNA possibilita 0 estudo da diversidade genética e
estrutura populacional durante surtos e epidemias, elucidando assim as rotas de
transmissao e propagacdo de novos patdgenos. A este respeito, o teste de PCR
pode ser realizado usando varias técnicas, sendo as principais: PCR
fingerprinting, Nested PCR, polimorfismo de comprimento de fragmento de
restricdo (RFLP), Rolling Circle Amplification (RCA) e “primers” espécie-
especificos, para a deteccéo de Sporothrix sp. (ZHANG et al., 2019; OROFINO-
COSTA et al., 2022).

A andlise filogenética por sua vez é realizada por meio da avaliacdo de
um unico marcador ou uma combinacdo de genes que codificam proteinas
(quitina sintase, de genes que codificam proteinas (quitina sintase, 3-tubulina e
calmodulina). Estudos comparando a identificacdo fenotipica e a analise de
sequéncias do gene da calmodulina (CAL) a partir da PCR convencional
demonstrou que este gene € um bom marcador na distingéo entre espécies, uma
vez que possibilitou a elucidagdo de um complexo de interesse clinico e a
descoberta de trés novas espécies (Sporothrix brasiliensis, S. globosa e S.
mexicana) (MARIMON et al., 2007).
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A PCR fingerprinting € uma alternativa dentro do conjunto de técnicas
moleculares que também permite a identificagdo em nivel de espécie de isolados
clinicos e ambientais de forma r4pida e reprodutivel, a partir da impressao digital
utilizando o primer universal T3B. Em casos positivos, a técnica produz padrées
distintos de bandagem que variam de tamanho, permitindo a distincdo precisa
de todas as espécies do complexo Sporothrix. Apesar da técnica se mostrar
menos onerosa, a metodologia exige o isolamento prévio da cepa (OLIVEIRA et
al., 2015).

Os fungos também podem ser identificados por Nested PCR. Esta por sua
vez é uma metodologia que detecta cepas de Sporothrix sp. a partir da sequéncia
do gene 18S do RNA ribossdmico como alvo. Hu e colaboradores aplicaram a
metodologia em 10 cepas de fungos clinicos. Eles demonstraram uma
sensibilidade 100 vezes maior em comparacdo com a PCR convencional,
conseguindo resultados positivos com apenas uma UFC do microrganismo.
Além disso, a Nested PCR apresenta altos indices de especificidade, sem reacdo
cruzada com outros fungos e bactérias, apesar de identificar os microrganismos
apenas a nivel de género, ndo de espécie (HU et al.,2003).

A técnica do RFLP tem sido util para evidenciar a diversidade genética
associada a distribuicdo geografica de isolados de Sporothrix sp. Ela consiste no
tratamento de DNA com enzima de restricdo e em geral, os protocolos possuem
como alvo a amplificacdo parcial do gene da calmodulina (CAL-RFLP) digerido
com a enzima Hhal, entdo, sdo produzidos perfis eletroforéticos capazes de
representar de forma individualizada as espécies clinicamente importantes. No
entanto, o protocolo ndo permite a identificacdo de todos os isolados incluidos
nesse complexo (RODRIGUES; DE HOOG; DE CARMARGO, 2014).

A amplificacdo em circulo rolante do inglés Rolling Circle Amplification
(RCA) se destaca como um método de triagem de baixo custo que pode ser
usado para identificar em nivel de espécies as cepas clinicamente importantes
de Sporothrix. Para isso a técnica utiliza sondas que avaliam o polimorfismo no
gene que codifica a calmodulina, e com isso fazem distingdo das espécies S.
brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. lurie, S. mexicana e S. pallida.
(RODRIGUES; DE HOOG; DE CARMARGO, 2015).

As diversas possibilidades de PCR, visando melhorar o diagnostico

molecular da esporotricose, inclui novos marcadores especificos baseados em
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sequéncias génicas de calmodulina. O ensaio € realizado com Unica rodada de
PCR e quando positiva consegue identificar as espécies S. brasiliensis, S.
schenckii, S. globosa, S. mexicana e S. pallida por meio de primers espécies-
especificos. Embora o teste possua sensibilidade capaz de detectar até 10
fragmentos de DNA e genotipagem de forma rapida e com baixo custo, nédo
houve identificacdo de todas as espécies do complexo (RODRIGUES, A.M.; DE
HOOG, G.S.; DE CAMARGO, 2015b).

Posteriormente, um ensaio de PCR multiplex em tempo real baseado no
gene da calmodulina foi desenvolvido para melhorar a caracterizagdo molecular
de cepas de Sporothrix. Os testes foram realizados em espécimes clinicos e os
resultados obtidos foram comparados com cultura e PCR espécie-especifica. Os
dados demonstraram alto nivel de sensibilidade e especificidade, possibilitando
a deteccao e identificacdo de espécies clinicamente relevantes, além de maior
rapidez e reducao do volume amostral (ZHANG et al.,2019).

Diante desse cenario, os métodos de genotipagem disponiveis se
destacam por seu poder diagndstico, todavia a maioria dos ensaios atualmente
disponiveis requer o isolamento da cepa em cultura. Esses ensaios que realizam
avaliacdo molecular diretamente de amostras clinicas reduzem atrasos
diagndsticos, logo, impactam no progndstico do paciente e encurtam o tempo de
internacdo (MAUBON et al.,, 2022). Além disso, a distribuicdo geografica, a
viruléncia e a suscetibilidade aos agentes antifiungicos podem ser mais bem
compreendidas (LOPES-BEZERRA et al.,2018).

2.5.NESTED PCR

No que diz respeito aos protocolos existente para a deteccao de cepas de
Sporothrix sp. por reacdo em cadeia da polimerase (PCR), a maioria dos testes
exigem o isolamento prévio do fungo em meios de cultura, entretanto tal aspecto,
de forma simultdnea e/ou complementar pode contribuir para o atraso no
diagnoéstico (DOERN et al.,2019; OLIVEIRA et al.,2020).

Neste sentido, Nested PCR é um dos métodos de genotipagem que se
pode destacar no ambito da biologia molecular, devido a sua capacidade de
obter resultados confidveis, de forma rapida e eficiente (LUIZ et al.,2021). Isso

se deve ao fato de que este teste é capaz de amplificar fragmentos de DNA a
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partir de poucas unidades formadoras de col6nias, mas também, diretamente da
amostra clinica (HU et al., 2003; LUIZ et al., 2021).

A Nested PCR também chamada de PCR aninhada consiste em uma
variante da Reacdo em Cadeia da Polimerase que envolve duas reacdes de
amplificagdo sequenciais, cada uma usando um conjunto diferente de primers.
Isso significa que o teste é feito em duas rodadas, a primeira etapa consiste em
uma PCR convencional e o produto dessa amplificagdo é utilizado como molde
para uma nova reacao. Este tipo de ensaio € adequado para situacdes em que
€ necessaria resposta com maior sensibilidade e especificidade (HU et al., 2003).

Tais resultados sédo obtidos usando dois pares de primers. Isso permite
gue mais ciclos de reacao sejam executados, resultando em maior sensibilidade.
Além disso, a utilizacdo de dois pares de primers diferentes proporciona aumento
da especificidade em relacdo a PCR convencional, pois reduz a ligacdo
inespecifica dos produtos gerados na primeira PCR (DA SILVA ARRUDA; DA
SILVA FILHO; NETO, 2022).

No diagnostico de esporotricose por meio de Nested PCR, Hu e
colaboradores foram os primeiros a desenvolverem um ensaio capaz de detectar
a sequéncia do gene 18S do RNA ribossémico de cepas do S. schenckii. Os
ensaios foram realizados com 10 cepas de fungos clinicos. Os resultados
demonstraram sensibilidade da Nested PCR 100 vezes maior quando
comparada com a PCR de primeira rodada, sendo capaz de evidenciar
resultados positivos com apenas uma UFC de S. schenckii. A especificidade foi
comprovada quando ndo houve extracdo de DNA de outros fungos, bactérias e
tecido normal da pele que foram testados (HU et al.,2003; XU et al.,2010).

Embora a metodologia tenha apresentado resultados satisfatérios, o
método foi realizado a partir de cepas isoladas em cultura, ndo sendo testado a
partir de amostras clinicas. Diante dessa lacuna e da necessidade de elucidar a
etiologia infecciosa de cinco casos de meningoencefalite crbénica, que
apresentaram exames imunologicos e microbiolégicos negativos, Oliveira e
colaboradores aprimoraram a Nested PCR desenvolvida por Hu e colaboradores
(2003), com isso conseguiram detectar o fragmento de 152 bp sugerindo a
presenca do Sporothrix sensu lato em todos os cinco pacientes testados
(OLIVEIRA et al.,2020).
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Com base nesses resultados, os autores afirmam que a Nested PCR é
um meétodo especifico para a deteccdo de cepas de Sporothrix sensu lato. Além
disso, destacam que a amplificacdo do fragmento do gene 18S do RNA
ribossdmico permite a identificacdo de todo o complexo Sporothrix, todavia, a
definicdo em nivel de espécie requer o desenvolvimento de novas estratégias
moleculares (OLIVEIRA et al.,2020).

Luiz e colaboradores (2021) aplicaram o protocolo aprimorado de Hu em
dez amostras de tecido de felinos com esporotricose. Apos fixacdo em formalina,
embebicdo em parafina e seccionamento em cortes 5 e 16 um de espessura, as
amostras foram divididas em dois grupos conforme o kit de extracdo de DNA
utilizado. A extracdo quimica e cortes de 5 um mostraram-se mais eficazes na
extracdo de DNA fungico. A Nested PCR revelou uma sensibilidade de 100%
para controles positivos e 50% para os fragmentos de tecido dos felinos na
deteccado de Sporothrix sensu lato (LUIZ et al.,2021).

Na perspectiva de se de obter resultados confiaveis, de forma rapida e
eficiente, a Nested PCR destaca-se como um ensaio com grande potencial para
aplicacdo diagnostica na esporotricose humana e felina. Portanto, sera
importante validar a aplicacdo deste protocolo para deteccdo fangica

diretamente de amostras humanas proveniente de diversos sitios corpéreos.
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3. PERGUNTA DA PESQUISA

Um novo protocolo molecular de Nested PCR baseado na detecgéo e
identificacdo do gene 18S do RNA ribossémico do Sporothrix sp. diretamente de
amostras clinicas (fragmento de tecido cutaneo, exsudato de lesédo e secrecao
conjuntival), pode se constituir uma alternativa diagnostica as metodologias

padronizadas (exame direto e cultivo em meio de cultura) para a esporotricose?
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4. OBJETIVOS
4.1.Objetivo geral

Aplicar um protocolo molecular de Nested PCR para a deteccéo e identificag&o

rapida do Sporothrix sp. diretamente de amostras clinicas.

4.2.0bjetivos especificos

Diagnosticar a esporotricose humana, a partir de amostras clinicas de
pacientes atendidos no Servico de Dermatologia do Hospital das Clinicas,

Recife, Brasil;

Descrever as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos pacientes
envolvidos no estudo;

Caracterizar os isolados clinicos baseado no sequenciamento parcial do
gene da Calmodulina;

Detectar Sporothrix sp. diretamente de amostras clinicas por meio da
técnica da Nested PCR.
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5. METODOS

5.1.Desenho do estudo
Tratou-se de um estudo analitico, de carater experimental, que teve como
proposta aplicar um protocolo molecular capaz de diagnosticar os casos de
esporotricose humana atendidos em um servico de referéncia no estado de

Pernambuco, no periodo de abril a setembro de 2023.

5.2.Populacéo alvo e area geogréafica de abrangéncia

A populacdo deste estudo foi composta por pacientes com lesdes
sugestivas de esporotricose, que foram atendidos no servigco de Dermatologia do
Hospital das Clinicas (HC/EBSERH/UFPE).

O Servico de Dermatologia do HC/UFPE atua com uma equipe
multidisciplinar que atende mensalmente entre 850 e 1000 pacientes, além
disso, a unidade possui um laboratério de micologia médica que desde 2017
contabiliza 700 casos de esporotricose humana diagnosticados. Neste sentido,
0 servi¢o oferece assisténcia especializada e acesso aos exames necessarios,
servindo como referéncia para o diagndstico e acompanhamento de pacientes
com afec¢Bes dermatolégicas em Recife, Regido Metropolitana e em todo o
Estado de Pernambuco.

5.3.Amostragem: recrutamento e acompanhamento

A amostragem foi composta por 13 amostras clinicas oriundas de
pacientes de ambos 0s sexos que obtiveram solicitagdo médica para diagndstico
micoldgico para esporotricose. Esse grupo de individuos foi captado por meio de
demanda espontanea, seguindo o fluxo de atendimentos do ambulatério de
Dermatologia do Hospital das Clinicas.

Apoés a consulta clinica os pacientes foram encaminhados para a coleta
da amostra bioldgica e durante esse momento foi realizada uma entrevista para
verificar se de acordo com os critérios de inclusdo e exclusdo estabelecidos, o0s
mesmos estavam aptos a participar do estudo. Aqueles que preenchiam os
requisitos foram convidados a participar da pesquisa e neste momento também

foi esclarecido os objetivos e metodologia da mesma.
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5.4.Critérios de incluséo e excluséo

5.4.1. Critérios de incluséo

Foram incluidos nesta pesquisa um grupo de pacientes atendidos no
ambulatorio de Dermatologia (HC/EBSERH/UFPE), diagnosticados com
esporotricose e que concordaram em assinar o Termo de Consentimento Livre
e Esclarecido (TCLE) (Apéndice A), ou que, nos casos em que o participante
estava inapto ou incapacitado, seu responsavel legal assinasse.

5.4.2. Critérios de exclusao

N&o foram incluidos pacientes que estavam realizando terapia antifingica

nos quinze dias que antecederam a coleta do espécime clinico.

5.5.Definicdo das variaveis e coleta de dados
As variaveis analisadas foram: idade, género, atividade laboral, local de
residéncia, tratamento medicamentoso prévio, presenca de outros
microrganismos, traumas cutaneos sofridos, contato com gatos na residéncia e
realizacdo de atividades com jardinagem ou solo na residéncia, trabalho ou lazer.

5.5.1. Categorizacao das variaveis

VARIAVEIS DEFINIC;AO CATEGORIZAQAO
Anos completos de vida no dia da
Idade entrevista de acordo com a data de  Variavel numérica continua
nascimento.

Género . . .
feminino. em: - Masculino; - Feminino

Referente ao género masculino ou Variavel dicotémica, categorizada

Variavel nominal, categorizadas em:
Atividade laboral [/ Profissdo exercida ou atividade -Trabalhador rural; - Veterinario; -

Ocupacéo principal. Empregada doméstica; - Do lar; -
Outros
A Referente ao bairro da cidade em ., .
Local de residéncia Variavel nominal
que mora.

Caracterizada pela identificacdo /
isolamento de outro microrganismo, Variavel nominal
exceto, Sporothrix sp.

Presenca de outros
microrganismos

Contato com gatos na Contato intradomiciliar com gatos, Variavel dicotdmica, categorizada

residéncia relatado pelo préprio paciente. em: -Sim -Nao

Atividades com jardim Contato com matéria orgéanica
ou solo na residéncia, (plantas ou solo), relatado pelo

. . em: -Sim -N&o
trabalho ou lazer proprio paciente.

Variavel dicotbmica, categorizada
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5.6.Métodos de coleta e processamento de dados

As informagfes foram obtidas a partir da andlise dos prontuarios, mas
também, de dados oriundos dos livros de registros laboratoriais do respectivo
servico. Para isso, foi aplicado um questionario com informacfes pessoais,
sociodemogréaficas e clinico-laboratoriais. Além disso, foram coletadas
informagdes acerca da exposicdo ambiental a animais doentes, em especial
felinos e manuseio com solo e vegetais (Apéndice B). A partir desta composi¢ao,
as informacbes obtidas foram organizadas em planilhas e em seguida,

analisadas.

5.7.Padronizacéo das técnicas
5.7.1. Obtencdo e processamento das amostras clinicas
(diagnéstico micoldgico convencional)

As amostras clinicas foram obtidas de pacientes atendidos no Servigo de
Dermatologia (HC/EBSERH/UFPE). Os espécimes clinicos do fragmento de
tecido cutédneo foram obtidos por meio de punch dermatoldgico de 4mm, bem
como, as amostras de exsudato de pele lesionada e secrecéo conjuntival foram
coletadas com swabs esterilizados pré-umedecidos com solucdo salina
esterilizada.

Ambos os procedimentos foram utilizados para o diagndstico laboratorial
micolégico convencional (exame direto e cultura). Apés a obtencdo das
amostras, as laminas foram confeccionadas e coradas com colora¢cdo pandtica
(VALERIANO et al.,, 2020). Em seguida, foram semeadas/ inoculadas em
duplicata na superficie do meio agar Mycosel contido em placas de Petri,
mantidas a temperatura de 25-30° por até 15 dias. Apds o surgimento das
colonias estas foram purificadas e identificadas pela observacdo macro e
micromorfologia (LACAZ et al., 2002), além disso, foi realizado o

sequenciamento parcial do gene calmodulina (CAL) (MARIMON et al., 2007).

5.7.2. ldentificagdo molecular dos isolados clinicos de Sporothrix

sp.
A extracao de DNA foi realizada com kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification Kit. Resumidamente, as coldnias fungicas foram transferidas para

tubo de extracdo de DNA contendo pérolas de vidro e foi adicionado 300 pL da
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solucéo de lise nuclear, em seguida, os tubos foram agitados a 5.5m/s em
FastPrep (BIO 101, Farmingdale, NewYork, USA) e incubados a 65° C por 15
minutos. Posteriormente, foi adicionado 100 pL da solugdo de precipitacao de
proteina com posterior agitacéo e centrifugacdo a 14.000 RPM por 5 minutos. O
sobrenadante obtido foi transferido para um novo tubo, que continha 400 pL de
isopropanol. O novo tubo foi homogeneizado por inversao e submetido a e
centrifugacédo a 14.000 RPM por 3 minutos. O sobrenadante foi descartado e,
adicionou-se 400 pyL de etanol 70% a temperatura ambiente e, novamente
centrifugado. ApOs a centrifugacdo o tubo foi invertido para a completa
eliminacdo do sobrenadante. O DNA extraido foi ressuspenso em 50uL de agua
Milli-Q autoclavada e refrigerado a 4 °C overnight. A quantificacdo de DNA foi
realizada em Nanodrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

A amplificacdo da regido genbmica da calmodulina (CAL) foi realizada
conforme descrito por Marimon (2007). As reacdes de PCR foram realizadas em
volumes finais de 20pL utilizando os primers senso CL1 (5'GA (GA) T (AT) CAA
GGA GGC CTTCTC-3’) e antisenso CL2A (5'-TTT TTG CATCATGAGTTGGAC-
3"). A PCR foi realizada em termociclador Veriti™ Termociclador de 96 pocos
(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA) seguindo os parametros de
ciclagem: desnaturacao inicial a 94° C por 5 minutos, seguido por 30 ciclos de
desnaturacao a 94° C por 45 segundos, anelamento a 60° C por 45 segundos, e
extensdo a 72° C durante 1 minuto, com uma extenséao final a 72° C por 10
minutos.

As sequéncias obtidas a partir do sequenciamento dos genes que
codificam a CAL foram editadas no software BioEdit™, versao 7.2.6.1, e
submetidas a pesquisa de sequéncias similares utilizando a ferramenta Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST). Analises filogenéticas foram realizadas
utilizando nossas sequéncias e sequéncias de referéncia. As sequéncias foram
alinhadas usando a interface online MAFFT v.7 (disponivel em
https://mafft.cbrc.jp/alignment/server) e editadas com software MEGA V.11
(disponivel em https://www.megasoftware.net/). Grosmannia sersens (CBS
141.36) foi utilizada como grupo externo. A analise de Maxima Verossimilhanga
(ML) foi realizada com a matriz combinada dos genes usando o RAXML-HPC
BlackBox v. 8.2.12 no CIPRES Science Portal (disponivel em
https://www.phylo.org/portal2/login). A analise de ML foi realizada com 1000
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réplicas de bootstrap e valores iguais ou superiores a 70% de suporte de ML de
bootstrap foram mostrados proximos aos nés. A arvore filogenética resultante foi
visualizada usando o software FigTree (//tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/) e
exportada para edicdo. As sequéncias obtidas neste estudo foram depositadas
no banco de dados NCBI GenBank.

5.7.3. Extracdo e quantificagdo de DNA das amostras clinicas para
diagnostico molecular por Nested PCR

O protocolo de extracdo seguiu conforme descrito por Oliveira et al. (2020)
adaptado. Foram maceradas em solucao salina estéril as amostras de fragmento
de tecido obtidos por meio de biopsia. Em seguida, 200 pl de cada uma das
amostras contendo fragmento de tecido, exsudato da lesdo e secrecao
conjuntival, foram centrifugadas por 5 minutos a 13.000 RPM para obtencéo dos
pellets. A extracdo de DNA foi realizada com o mini kit QlAamp DNA (QIAGEN,
Hilden, Alemanha), seguindo as instru¢cdes do fabricante. Apds a extracdo, o
DNA extraido foi congelado a -30° C. A quantificacdo de DNA de todas as
amostras foi realizada em termociclador Veriti™ Termociclador de 96 pocos

(Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA).

5.7.4. Protocolo molecular de Nested PCR

O ensaio foi realizado no Laboratério de Taxonomia Bioquimica e
Bioprospecgéao/Fiocruz-RJ. O protocolo foi realizado de acordo com o método
baseado na amplificacdo do RNA ribossomal 18S previamente descrito por Luiz
et al. (2022) adaptado. O DNA de S. brasiliensis extraido da cepa CBS 120339
(antiga IPEC 16490) foi utilizado em cada lote de PCR como controle positivo. A
reacao foi realizada com uma solucao pronta para uso de PCR master mix 2X
(Promega Corporation, Madison, EUA — Lot: 22332002). A mistura principal de
PCR contém 50 unidades /mL de Tag DNA polimerase fornecida em um tampao
de reacdo patenteado (pH 8,5), 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP,
400uM dTTP e 3mM MgCI2. Para um volume total de reacdo de 50 pL, as
reacoes foram padronizadas para obter uma concentracdo final de 100 ng de
DNA. A mistura reacional da primeira rodada de PCR consistiu em um 1-15 pL
de molde de DNA, com concentracdes finais de mistura mestre de PCR 1x e 1,0
ML de cada primer externo SS1 (5'-CTC, GTT, CGG, CAC, CTT, ACA CG-3) e
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SS2 (5-CGC, TGC, CAA, AGC, AAC, GCG, GG-3'). A mistura reacional da
Nested PCR foi idéntica, exceto pelo 3 pl do primeiro produto da reacéo e o par
de primers internos SS3 (5'-ACT CAC CAG GTC CAG ACA CGATG-3') e SS4
(5-CGC GGG CTA TTT AGC AGG TTA AG-3'). A reacédo de PCR foi realizada
em tubos de polipropileno de parede fina de 0,5 mL em termociclador Veriti™
Termociclador de 96 pocos (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EUA)
seguindo os parametros de: desnaturacéo inicial a 95°C por 5 minutos, em
seguida 40 ciclos de 1 minuto a 95°C de desnaturacéo, hibridizacdo por 1 minuto
a 68°C e extensao por 1 minuto a 72°C, seguido de 10 minutos a 72°C para
extensao final. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose 2% p/v (Agarose Ultra Pure™, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,
EUA — Lote: 0000300647). O DNA foi corado com Blue Green Loading Dye |
(LGC Biotecnologia, Sao Paulo, Brasil — Lote:160.919BT) e os amplicons foram

visualizados em um transiluminador LED K33-333 (KASVI, Parand, Brasil).

5.8.Analise dos dados
Os dados referentes a obtencédo das amostras clinicas foram analisados
por meio de estatistica descritiva, em que se verificou média, mediana, desvio

padrao e distribuicdo de frequéncia.

5.9.Aspectos éticos

O projeto foi apresentado a Direcdo do servico de Dermatologia
(HC/EBSERH/UFPE) e ao Laboratério de Taxonomia, Bioquimica e
Bioprospeccéao de Fungos/Fiocruz-RJ para a obtencao das anuéncias (ANEXOS
A e B). Além disso, a pesquisa recebeu aprovacdo do Comité de Etica em
Pesquisa (CEP) com Seres Humanos do Hospital das Clinicas
(HC/EBSERH/UFPE) e estda sob protocolo CAAE: 71720323.8.0000.8807
(APENDICE D), como também aprovacio do CEP do Instituto Oswaldo Cruz e
esta sob protocolo CAAE: 71720323.8.3003.5248 (APENDICE E).
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6. RESULTADOS

Este estudo avaliou a técnica molecular de Nested PCR para a detec¢éo
de Sporothrix sp. diretamente de amostras clinicas de fragmento de tecido
cutaneo obtido por meio de biopsia, exsudato de leséo e secrecdo conjuntival de
pacientes com diagnaostico laboratorial confirmado para esporotricose por meio
do isolamento do fungo em meios de cultura. Foram incluidos 12 pacientes e
utilizamos 13 amostras, sendo seis (46,2%; n=6/13) fragmentos de tecido
cutaneo, cinco (41,7%; n=5/13) exsudato de lesdo e duas (16,7%; n=2/13) de
secrecdo conjuntival, selecionadas de acordo com o tipo de lesdo apresentada
por cada paciente. Foram incluidas duas amostras (fragmento de pele e
exsudato) de um mesmo paciente.

Com relacéo a avaliacdo dos dados epidemioldgicos, constatamos que a
idade média dos pacientes foi de 44,5 + 16,2 anos, com predominio do sexo
masculino (58,3%; n=7/12) diferente de alguns trabalhos que relatam o sexo
feminino prevalecendo. A avaliagdo quanto ao local de residéncia mostrou que
75,0% (n=9/12) dos pacientes possuiam endereco em areas urbanas da Regido
Metropolitana do Recife (RMR) (Tabela 1).

De acordo com dados de prontuéarios, nove (75,0%; n=9/12) pacientes
afirmaram exercer alguma atividade laboral, mas n&o houve predilecéo absoluta
por determinada ocupacdao, porém, apesar do predominio de pacientes do sexo
masculino, observa-se que 80,0% (n=4/5) das mulheres declararam
desempenhar atividades do lar/diarista representando 33,0% (n=4/12) de toda
frequéncia independente do sexo.

Em nove (75,0%; n=9/12) pacientes foi observado contato com gatos por
meio de arranhadura ou mordedura. A esporotricose disseminada foi
diagnosticada em 33,3% (n=4/12) dos pacientes e, ndo somente iSso, mas
também, 46,2% das lesbes localizavam-se em membros superiores,
independente da forma clinica. A esporotricose ndo apresentou um tipo de leséo
predominante, porém lesdes nodulares (n=2;/13; 15,4%), ulceradas (n=3/13,;
23,0%) ou ambas (n=3/13; 23,0%) foram frequentes.

Tabela 1: Descricdo das caracteristicas epidemiologicas e clinico-laboratoriais dos pacientes

diagndsticos com esporotricose em um hospital de referéncia na cidade do Recife — PE.
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HC141/
2023
HC201/
2023
HC204/
2023
HC212/
2023
HC256//
2023
HC237/
2023
HC262/
2023
HC264/
2023
HC305/
2023
HC312/
2023
HC313/
2023

Nota: *O exame micolégico direto positivo corresponde a visualizacdo de células leveduriformes
apresentando halo a coloragdo panodptica.

Sete (58,3%; n=7/12) pacientes declararam possuir alguma doenca
associada ou algum tipo de comorbidade, sendo elas: 57,1% (n=4/7) hipertenséo
arterial sistémica (HAS) e 42,9% (n=3/7) o Virus da imunodeficiéncia humana
(HIV). Vale salientar que todos os pacientes com HIV, foram diagnosticados com
esporotricose disseminada.

O exame direto foi realizado em sete amostras (53,8%; n=7/13), destas,
a presenca de células leveduriformes hialinas, globosas, ovais ou elipticas
apresentando halo a coloracdo panética (Figura 1A) esteve presente em quatro
amostras (57,1%; n=4/7). Sporothrix sp. foi recuperado em 4gar mycosel em 12
(92,3%) das 13 amostras incluidas no estudo. As coldnias inicialmente (Figura
1B) apresentaram coloracao branca a creme e, ap0s aproximadamente sete dias
de crescimento, comecaram a escurecer até adquirirem uma tonalidade
enegrecida, associada a producdo de melanina. A micromorfologia demonstrou
hifas hialinas, septadas e ramificadas com conidioforo, terminando em vesicula
denticulada expandida no &pice e com aspecto floral (Figura 1C). Apenas uma
amostra (fragmento de pele), do paciente que teve duas amostras analisadas,

foi positiva na cultura.

Figura 1: A) Exame micolégico direto evidenciando células leveduriformes elipticas
apresentando halo a coloragdo panodptica; B) Sporotrix sp. em agar mycosel demonstrando
colénias brancas e enrugadas que escureceram gradualmente até uma cor enegrecida; C)
Micromorfologia com filamentos miceliais delgados, septados e conidi6foros contendo conidios

com arranjo floral em forma de “margaridas”.
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A andlise genotipica a partir do sequenciamento parcial do gene CAL
realizada em 12 cepas clinicas de Sporothrix identificou 100% dos isolados como

Sporothrix brasiliensis conforme mostrado na Figura 2 e resumido na Tabela 1.

Sporothrix brasiliensis HC 305/2023
Sporothrix brasiliensis HC 141/2023
Sporothrix brasiliensis HC 313/2023
Sporothrix brasiliensis HC 256/2023
Sporothrix brasiliensis HC 100/2023
Sporothrix brasiliensis CBS 937.72

Sporothrix brasiliensis HC 279/2023

Sporothrix brasiliensis HC 201/2023

94
89

Sporothrix brasiliensis HC 264/2023

Sporothrix brasiliensis HC 212/2023

Sporothrix brasiliensis HC 312/2023

Sporothrix brasiliensis HC 262/2023

Sporothrix brasiliensis HC 237/2023

——  Sporothrix schenckii CBS 359.36

Sporothrix furiei CBS 837.72

Sporothrix globosa CBS 120.340
98 \ Sporothrix pallida CBS150.87
Sporothrix albicans CBS 302.73
81 I: Sporothrix mexicana CBS 120.341
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Figura 2: Andlise filogenética dos isolados de Sporothrix sp. a partir do sequenciamento dos

genes que codificam a calmodulina (CAL).
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Este estudo avaliou a técnica molecular Nested PCR para a deteccéo de
Sporothrix sp. diretamente de amostras clinicas de pacientes atendidos pela
primeira vez em um centro de referéncia dermatolégica no Nordeste do Brasil. O
protocolo de extracdo de DNA e a metodologia de Nested PCR foram capazes
de detectar a cepa CBS 120339 (antiga IPEC 16490), assim como um amplicon
de 152 pb em 13 amostras clinicas de 12 pacientes testados (Figura 3),
sugerindo a presenca de Sporothrix sensu lato (Tabela 1). Nenhuma
amplificacdo foi observada no controle negativo. A pureza do DNA foi
determinada pela razdo de absorbancia entre 260nm e 280nm (A260/A280),

sendo considerada de boa qualidade quando essa razéo esteve entre 1,8 a 2,0.
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100 pb DNA ladder

Negative control
HC 100/2023
HC 141/2023
HC 201/2023
HC 204/2023
HC 212/2023
HC 237/2023
HC 256/2023
HC 262/2023
HC 264/2023
HC 305/2023
HC 312/2023
HC 313/2023
HC 313.1/2023

150 pb

Figura 3: Produtos de Nested PCR em gel de agarose. Da esquerda para a direita 1: Marcador
molecular DNA ladder 1 kb; 2: Controle positivo (cepa CBS 120339 (antiga IPEC 16490); 3:
Controle negativo; 4: HC100/2023; 5: HC141/2023; 6: HC201/2023; 7: HC204/2023; 8:
HC212/2023; 9: HC237/2023; 10: HC256/2023; 11: HC262/2023; 12: HC264/2023; 13:
HC305/2023; 14: HC312/2023; 15: HC313/2023 16: HC HC313.1/2023. O produto de PCR

aninhado é um amplicon de 152pb.



45

E importante ressaltar que em um dos casos de esporotricose sistémica
obtivemos duas amostras clinicas, sendo uma de fragmento de tecido cutaneo
(ID: HC313/2023) e outra de exsudado de pele (ID: HC313.1/2023). Na amostra
HC313/2023 houve o isolamento de Sporothrix em agar mycosel, em
contrapartida o fungo ndo cresceu na amostra proveniente do exsudato de pele.
Apesar disso, ambas as amostras foram positivas no protocolo de Nested PCR,
conforme a Figura 3.

Com base nesses resultados, o protocolo de Nested PCR se mostra como
uma alternativa diagnostica capaz de proporcionar um diagnostico rapido uma
vez que pode ser aplicado diretamente em amostras clinicas, excluindo-se a
necessidade de culturas demoradas. Como resultado, € possivel um diagndstico
precoce e um tratamento confiavel aos pacientes, especialmente em pacientes
imunocomprometidos como o0s que fizeram parte da nossa amostra.

Por fim, destaca-se que outra vantagem da Nested PCR € a rapidez na
identificacdo, uma vez que o protocolo € concluido em seis horas, 0 que reduz
drasticamente o tempo de espera para o diagndstico a partir da cultura. Além
disso, nossos resultados mostraram que a Nested PCR demonstra eficiéncia
mesmo em amostras desafiadoras, como exsudato e secrecdo conjuntival que
podem estar sujeitas a alto indice de contaminacdo por outros microrganismaos,
pois ndo sdo provenientes de sitios esteireis. Como limitagdo do estudo,
destacamos a falta de informacao nos prontuarios, o que pode comprometer uma

analise precisa.
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7. DISCUSSAO

O diagnodstico micoldgico da esporotricose € desafiador, visto que as
técnicas sdo demoradas, podendo levar 2 a 3 semanas para serem concluidas.
Como consequéncia, 0 atraso no diagnostico pode resultar em agravamento da
doenca e maior tempo de internacdo (MARIMON et al., 2007; MAUBON et
al.,2022). Portanto, ha necessidade de métodos mais rapidos para determinar a
presenca do fungo do que a cultura micolégica. A partir disso, nosso estudo
apresenta o ensaio de como uma estratégia capaz de oferecer um diagnéstico
rapido, uma vez que o protocolo é concluido em seis horas e pode ser aplicado
diretamente em amostras clinicas excluindo-se a necessidade de culturas
demoradas.

A Nested PCR permite detectar a presenca do fungo em curto periodo,
com um protocolo que pode ser concluido em cerca de seis horas. Dessa forma,
a incorporacdo dessa técnica proporciona maior rapidez e precisdo na
identificacdo da esporotricose, contribuindo para um manejo clinico mais
eficiente. Com isso, € possivel minimizar atrasos no inicio do tratamento,
reduzindo consequentemente, o risco de infec¢cdes secundarias e prevenindo
possiveis complicacdes decorrentes da progressdo prolongada da doenca
(SCHECHTMAN et al.,2022).

A respeito das vantagens da Nested PCR, os dados publicados mostram
gue a técnica permite a identificacdo de Sporothrix sp., a partir da cepa isolada
em meio de cultura, de biopsia cutanea, tecido de camundongo e liquido
cefalorraquidiano (HU et al.,2003; OLIVEIRA et al.,2020). Considerando o
variado espectro clinico da esporotricose e visando ampliar a aplicacdo desta
técnica a diferentes tipos de amostras, incluimos em nossos experimentos
fragmento de tecido, exsudato de pele e secrecao conjuntival.

Orofino-costa e colaboradores (2022) relataram que amostras de pus e
biépsias sdo as mais adequadas para o diagnostico de esporotricose. Portando,
incluimos amostras de fragmento de tecido, exsudatos de pele e secrecdes
conjuntivais em nossos experimentos (OROFINO-COSTA et al.,, 2022). A
decisé@o de incluir secre¢cdes conjuntivais se deve ao surgimento de casos de
conjuntivite granulomatosa causada por Sporothrix sp. no Nordeste do Brasil.

Além disso, até onde sabemos, a técnica de Nested PCR nunca foi usada
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anteriormente para detectar DNA de Sporothrix sp. em uma amostra ocular
(NETO et al., 2023; SILVA-NETO et al., 2023).

Em nosso estudo, foram incluidos 12 pacientes com idade média de 44
anos e predominio do sexo masculino. Um estudo sobre as caracteristicas
epidemioldgicas da expansdo da esporotricose humana em Pernambuco,
evidenciou idade média independente do sexo de 42,7. Do mesmo modo, um
estudo realizado em pacientes com esporotricose no Rio Grande do Sul, 41,0%
dos participantes tinham entre 25 a 60 anos e 54,0% eram do sexo masculino
(DE MORAES et al.,2023). Apesar da esporotricose acometer qualquer pessoa
independentemente da idade, os adultos sdo mais acometidos devido as
maiores exposi¢cdes ocupacionais e zoongticas. Contudo, em termos de sexo, a
maioria dos estudos tem demonstrado que as mulheres estdo mais envolvidas,
pois em geral, lidam com a tarefa de cuidar dos animais domésticos (OROFINO-
COSTA et al. 2017). Por isso, a discrepancia em nosso estudo pode ter sido
ocasionada pelo pequeno nimero de participantes.

Com relacdo ao endereco dos nossos participantes, a maioria residia na
RMR reafirmando a mudanca na distribuicdo da doenca que antes era rural, mas
agora se tornou uma doenca urbana associada a transmissdo zoondtica
(ALMEIDA-SILVA et al.,2022). Quanto a ocupacéo dos pacientes, nossos dados
mostram que as mulheres responsaveis pelo trabalho domiciliar configuram-se
como um grupo de risco. Isso porque é uma populagcdo com maior tempo de
permanéncia no lar, consequentemente, tornam-se responsaveis pelos cuidados
dos animais domeésticos, logo, mais expostas a arranhaduras e mordeduras
(OROFINO-COSTA et al. 2017).

Como consequéncia do maior contato entre 0s gatos e seus proprietarios,
houve um aumento da esporotricose zoondética. Neste sentido, nossos dados
sugerem que frequentemente a propagacdo do fungo ocorre por meio de
arranhadura e/ou mordedura de animais contaminados. A transmisséo zoonotica
pelo contato com felinos é considerada a principal causa da esporotricose
humana em Pernambuco, com 179 casos ocorridos entre 2017 a 2019 (SILVA
et al. 2021). Porém, vale ressaltar que esta doenca também pode ocorrer por
implantac&o traumatica decorrente de praticas de jardinagem, devido a presenca
de propagulos fangicos no ambiente (BARROS; DE ALMEIDA PAES;
SCHUBACH, 2011).
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Clinicamente, a esporotricose € uma micose multifacetada e tal
diversidade tem sido atribuida ao modo de implantacdo do fungo, ao tamanho e
profundidade do indculo, a viruléncia da cepa e ao status imunolégico do
hospedeiro (SCHECHTMAN et al.,, 2022). Diante disso, as manifestacOes
clinicas variam desde lesdes cutaneas até as formas mucosas, imunorreativas e
disseminadas (OROFINO-COSTA et al., 2022). Em nosso estudo, 33,3% dos
pacientes foram diagnosticados com esporotricose disseminada, enquanto
aproximadamente 61% apresentaram nodulos e ulceras como 0s principais tipos
de lesbes. Esses achados demonstram a diversidade das manifestacdes clinicas
da doenca, o que reforca a importancia de um diagnostico agil e preciso.

Corroborando essa variabilidade clinica, uma reviséo da literatura sobre
0s sinais e sintomas de 178 casos humanos de pacientes atendidos no Instituto
de Pesquisas Evandro Chagas, no Rio de Janeiro, entre 1998 e 2001, revelou
que 55,6% (n=45/178) dos pacientes apresentaram a forma clinica linfocutanea
da esporotricose. Além disso, 0s autores destacam que as les6es manifestaram-
se de diferentes formas, incluindo nédulos, tubérculos, pustulas, cistos, gomas,
Ulceras, lesbes ulcerovegetantes, verrucosas e placas, podendo ou ndo estar
associadas a linfangite. Esses dados reforcam a heterogeneidade da doenca e
a necessidade de abordagens diagndsticas sensiveis para uma identificacdo
precoce (LOPES-BEZERRA, SCHUBACH, OROFINO-COSTA, 2006).

Em geral, a forma clinica disseminada esta quase sempre associada a
algum tipo de imunossupressdo como, alcoolismo, ao uso de drogas ilicitas, ao
uso de imunossupressores ou a imunodeficiéncia secundaria, como o HIV/Aids
(OROFINO-COSTA et al., 2022). Acerca disso, o HIV esteve associado a todos
0s casos de esporotricose disseminada em nosso estudo. Da mesma forma, a
coinfeccao entre HIV e esporotricose tem se destacado no estado do Rio de
Janeiro. Uma andlise retrospectiva entre 1999 e 2015 identificou 75
hospitalizagGes por esporotricose, das quais, 38,7% (n=29/75) eram em pessoas
vivendo com HIV/Aids (PVHA) (FALCAO et al. 2020).

Além do HIV, outra condigé&o clinica comum em nossos participantes foi a
HAS. Nesse contexto, a hipertensdo é considerada um fator de risco que
aumenta a progressdo da esporotricose, podendo dificultar o tratamento,
resultando em pior prognostico (RABELLO et al., 2022). Quanto a localizacao

das lesdes, nossos resultados sdo consistentes com a maioria dos dados na
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literatura, indicando que as lesdes ocorrem principalmente nos membros
superiores. Acredita-se que isso esteja relacionado a traumas causados por
material vegetal e arranhdes ou mordidas de gatos permitindo a implantacao do
fungo (BENVEGNU et al., 2020).

O diagnoéstico da esporotricose é realizado pela correlagdo entre dados
clinicos, epidemioldgicos e laboratoriais. Com relagdo aos métodos laboratoriais,
0 exame micolégico direto é uma estratégia de baixa sensibilidade e
especificidade para a esporotricose humana (OROFINO-COSTA et al., 2022).
Por outro lado, a cultura de material tecidual e de exsudato para isolamento
fungico é o método padrédo-ouro para diagnéstico da doenca (RODRIGUES et
al., 2020).

Em meios de cultura como agar Sabouraud dextrose e agar Mycosel
incubados a temperatura ambiente (25° a 30° C), as colbnias de Sporothrix sp.
séo visiveis dentro de 3 a 6 dias em amostras de lesdes cutdneas e em outros
materiais extracutaneos entre 10 a 19 dias, no entanto, o tempo de crescimento
pode variar dependendo da espécie envolvida (RODRIGUES et al., 2020). Além
disso, a frequéncia de agentes contaminantes provenientes da amostra clinica
ou do ambiente e a baixa carga fungica em amostras de determinados sitios
corpoéreos, podem inviabilizar a identificagdo do patégeno investigado (DOERN
et al.,2019; OLIVEIRA et al., 2020).

Neste sentido, os métodos moleculares surgem como estratégia
revoluciondria para superar tais problemas e acelerar o diagnéstico da
esporotricose. Em geral, a analise molecular inclui amplificacdo por PCR,
seguida de sequenciamento de DNA (DE CARVALHO et al., 2022). Este ultimo
€ 0 método de referéncia para diferenciacdo de espécies, podendo também
avaliar a diversidade genética e a estrutura populacional do fungo, auxiliando na
identificacdo de rotas de transmissao e disseminacdo de agentes emergentes
como o S. brasiliensis (OROFINO-COSTA et al., 2022).

A amplificacdo de DNA € baseada na amplificagdo de um marcador
universal como a regidao do espacador interno transcrito (Internal Transcribed
Spacer - ITS) ou em uma combinagédo de regides codificadoras de proteinas.
Estas por sua vez, servem para explorar a diversidade genética, sendo Uteis na
diferenciac@o entre as espécies, com base no sequenciamento parcial do gene

calmodulina (CAL), B-tubulina (BT2), fator de alongamento de translacdo (EF-
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1a) e quitina sintase (CHS1l) (DE CARVALHO et al, 2022). Em nossos
experimentos a avaliagdo filogenética por sequenciamento parcial do gene CAL
reafirmou que S. brasiliensis é a cepa protagonista da epidemia de esporotricose
transmitida por gatos (RODRIGUES et al., 2022).

No que se refere a caracterizacao filogenética, a regido entre os exons 3
e 5 do gene CAL € o marcador molecular mais utilizado para identificar espécies
clinicamente relevantes do género Sporothrix (RODRIGUES et al., 2022). Um
exemplo disso é o estudo de Rodrigues e colaboradores (2014) aplicando
sequenciamento parcial do gene CAL em uma RFLP-PCR, mostrando que apos
amplificacédo parcial do gene CAL, o amplicon é digerido com a enzima Hhal,
resultando em cinco perfis de restricdo distintos (espécie-especificos),
representando todas as espécies de relevancia clinica (RODRIGUES; DE HOOG
G.S; DE CARMARGO 2014).

Portanto, o diagnostico molecular da esporotricose complementa e
substitui gradualmente o0s ensaios micoldgicos classicos, pois fornecem
resultados rapidos e precisos, sdo capazes de distinguir espécies, promovem
programas de vigilancia e permitem uma avaliacdo mais fidedigna da expanséao
do fungo. Apesar dos resultados vantajosos, vale ressaltar que poucos métodos
permitem a deteccdo do DNA do Sporothrix diretamente de amostras clinicas
((HU et al.,2003; HAYASHI et al., 2019; DE CARVALHO et al., 2022).

Nesses casos, a Nested PCR se apresenta como estratégia promissora
para investigacdo da esporotricose tendo em vista que é um método capaz de
detectar DNA de Sporothrix a partir de culturas, mas também, em amostras
biolégicas (HU et al.,2003). Acerca disso, Hayashi e colaboradores (2019)
aplicaram este ensaio para diagnostico em nivel de género em amostras de
tecidos fixados em formalina e emblocados em parafina (FFPE) de pacientes
com esporotricose cutanea confirmada pelo isolamento de Sporothrix em cultura.
Como resultado, o valor diagnéstico da Nested PCR, apresentou sensibilidade
de 100% e especificidade de 98,7% (HAYASHI et al., 2019).

Recentemente, Luiz e colaboradores (2022) também aplicaram o mesmo
protocolo de Nested PCR em amostras de tecidos FFPE de gatos com
esporotricose, usando protocolo de extracdo de DNA térmica e quimica. A
avaliagao mostrou que a extracdo quimica utilizando cortes de parafina de 5 um
foi mais eficiente para a extragcdo de DNA do Sporothrix. Além disso, os autores
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relataram que a Nested PCR apresentou sensibilidade de 50% e especificidade
de 100%, tornando-se um meétodo que pode ser utilizado para deteccdo do
Sporothrix (LUIZ et al.,2021).

A principal vantagem desse ensaio € a sua capacidade em detectar
fragmentos de DNA, a partir de poucas UFCs e diretamente de amostras
biolégicas. Um exemplo disso € o estudo de HU e colaboradores (2003) que
mostrou alto grau de sensibilidade obtendo um limite de deteccao de 40 fg de
DNA a partir de cepas isoladas de cultura e em amostras biologicas (HU et al.,
2003). Nossos experimentos também sugerem alta sensibilidade, visto que a
Nested PCR foi capaz de detectar Sporothrix em uma amostra de pele que nao
apresentou crescimento em cultura.

A auséncia de crescimento de Sporothrix em cultura pode ser justificada
pela baixa carga fungica evidenciada através da quantificacdo de DNA. Da
mesma forma, Oliveira e colaboradores (2020) utilizaram a Nested PCR para
detectar Sporothrix em amostras de liquido cefalorraquidiano de pacientes em
gue nao foi possivel recuperar o fungo em meios de cultura. Apés identificar o
Sporothrix sensu lato nas amostras testadas, os autores afirmam que o método
utilizado é uma nova abordagem para o diagnostico da esporotricose, sendo
capaz de proporcionar um tratamento precoce (OLIVEIRA et al.,2020).

Apesar dos resultados satisfatérios, é importante enfatizar que a
amplificacdo de fragmento do gene 18S do rRNA por Nested PCR apresenta
limitacbes como a incapacidade de distinguir entre espécies como visto em
nossas amostras onde obteve-se a presenca de Sporothrix sensu lato. Nesse
sentido, a definicdo de espécies depende do desenvolvimento de novas
estratégias moleculares, como o desenho de primers espécie-especifico, que
podem servir como alvos para novas pesquisas. Além disso, podem ocorrer
resultados falsos positivos devido contaminagcao do amplicon (OLIVEIRA et
al.,2020; DE CARVALHO et al.,, 2022). Nao somente isso, mas também, o
tamanho limitado da amostra e a auséncia de dados nos prontuarios podem ter

prejudicado a andlise estatistica.
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8. CONSIDERACOES FINAIS

O mapeamento clinico-epidemiol6gico dos pacientes envolvidos na
pesquisa evidenciou que o0s casos de esporotricose em Pernambuco
apresentam caracteristicas similares a de surtos descritos em outras regides do
pais. Dentre os aspectos comuns, se destacam: maior acometimento de adultos,
em virtude de traumas sofridos durante o cuidado dos animais domésticos, a
associacao da coinfecgéo da esporotricose e o HIV acarretando pior prognadstico,
dentre outras.

O diagndstico micoldgico a partir do isolamento de Sporothrix em meios
de cultura oferecem resultados confiaveis, contudo, podem levar semanas para
serem concluidos. Neste cenério otimizar os métodos diagndsticos para uma
identificacdo mais rapida é primordial para um tratamento precoce.

Neste cenario os métodos moleculares complementam e estédo
gradualmente substituindo os ensaios micoldgicos tradicionais. Neste sentido, a
analise molecular demonstrou que S. brasiliensis continua a ser principal espécie
responsavel pelos casos de esporotricose em Pernambuco, devido a
transmissdo zoonatica.

Em é&reas hiperendémicas como a Amética Latina, métodos diagndsticos
rapidos e preciso, como a Nested PCR sdo cada vez mais necessarios. Isto
porque, oferecer um diagnoéstico rapido e preciso, sobretudo, em regifes
endémicas permite uma resposta mais rapida das agéncias de saude para
controlar os surtos.

Além disso, o método apresentado neste estudo se destaca como uma
ferramenta promissora para deteccdo de Sporothrix sp. diretamente em
amostras clinicas, além disso, a metodologia pode ser aplicada em diversos
materiais bioldgicos.

A partir disso, a implementacao dessa técnica diretamente em amostras
clinicas juntamente com um método que identifigue em nivel de espécie pode
proporcionar um diagnostico precoce e um tratamento confiavel aos pacientes,
sobretudo, em pacientes imunocomprometidos como 0s que fizeram parte da

nossa amostra.
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APENDICE A — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
(TCLE)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Convidamos vocé ou a pessoa sob sua responsabilidade a participar como
voluntério da pesquisa “IMPLEMENTAGAO DO DIAGNOSTICO MOLECULAR POR
NESTED PCR PARA ESPOROTRICOSE HUMANA”, que esta sob responsabilidade da
pesquisadora AMANDA GABRIELA DA SILVA (Aluna de Mestrado no Departamento
Medicina Tropical - Hospital das Clinicas - Térreo do HC/UFPE. Av. Prof. Moraes Rego
- s/n. 50670-901 - Cidade Universitéria, Recife-PE, CEP: 55670-901, celular (81) 98476-
1427, email: amanda.gabrielasilva@ufpe.br), sob a orientacdo do Professor Dr.

Reginaldo Gongalves de Lima Neto, email: reginaldo.limant@ufpe.br e coorientagéo do

Professor Dr. Manoel Marques Evangelista de Oliveira, email:

manoel.marques@ioc.fiocruz.br

INFORMACOES SOBRE A PESQUISA

A pesquisa tem como objetivo aplicar um ensaio molecular para deteccdo e
identificacdo rapida do fungo Sporothrix sp. diretamente a partir de amostras clinicas de
fragmento de tecido ou secrecao conjuntival através da técnica Nested PCR.

Ao participar da pesquisa, vocé ou a pessoa sob sua responsabilidade seguira
as seguintes etapas: 1) Sera examinado pela equipe de dermatologistas do ambulatério
de dermatologia do Hospital das Clinicas HC/EBSERH/UFPE; 2) Sera encaminhado
para a sala de coleta da amostra clinica, nesse momento sera realizado uma entrevista
para coleta de informacdes pessoais, sociodemogréafica e clinicas, em seguida coleta
do material; 3) Ira coletar amostras do fragmento de tecido da ferida cutdnea através do
punch dermatol6gico ou nos casos de acometimento ocular, sera coletado secrecéo
conjuntival. Este material serd manipulado e caracterizado nas dependéncias do
laboratério de micologia médica e posteriormente no Laboratdrio de Taxonomia,
Bioquimica e Bioprospeccao de Fungos da Fundagdo Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro.
Esta etapa € necesséria para confirmar o diagndstico e orientar o tratamento adequado
para a doenca.

Acerca dos riscos e desconfortos no momento da coleta, vocé podera sentir
desconforto durante o procedimento, todavia, serdo adotados métodos que minimizem
tais riscos. Além disso, o procedimento sera realizado por profissionais qualificados e
habilitados do centro hospitalar. Quanto a coleta de dados, vocé podera se sentir
constrangido (a) em prestar informagc6es quanto a sua doenca. No entanto, visando

amenizar tal situacdo, este atendimento sera realizado de forma individual e em


mailto:amanda.gabrielasilva@ufpe.br
mailto:reginaldo.limant@ufpe.br
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ambiente reservado. Além do mais, seus dados pessoais e de identificacdo serdo
conhecidos apenas pela equipe de pesquisa e serdo guardados em sigilo. Caso vocé
venha a sentir algo fora desses padrdes, comunique ao pesquisador para que sejam
tomadas as devidas providéncias.

Dentre os beneficios diretos destacam-se: os individuos envolvidos na pesquisa
serdo beneficiados diretamente com o diagnostico do seu agente infeccioso, o que
direcionard a um tratamento rapido e eficaz. Quanto aos beneficios indiretos, os
resultados desta pesquisa poderdo contribuir para a elaboracdo de estratégias publicas
de combate e prevencao dos casos de esporotricose, uma vez que os dados estatisticos
obtidos nortearédo na identificacédo das populagdes e fatores de riscos, a fim de combaté-
los de maneira mais efetiva.

As informacdes desta pesquisa serdo confidenciais e serdo divulgadas apenas
em eventos ou publicagdes cientificas, ndo havendo identificacdo dos participantes, a
nao ser entre 0s responsaveis pelo estudo, sendo assegurado o sigilo sobre a sua
participacdo. Os dados coletados serdo transferidos para um dispositivo eletrénico local,
sendo apagado todo e qualquer registro das plataformas virtuais, ambiente
compartilhado ou “nuvem”, sob a responsabilidade do pesquisador, no endereco acima
informado, pelo periodo minimo de cinco anos.

Apos leitura e disponibilizagédo das informagfes, caso concorde em participar do
estudo, rubrique as folhas e assine ao final deste documento, que esta em duas vias.
Uma via é para vocé e a outra € para o pesquisador responsavel. Em caso de recusa,
vocé nao sera penalizado (a) de forma alguma. Garantimos que vocé tem o direito de
retirar o consentimento da sua participacdo em qualquer fase do estudo. Ressaltamos
gue a possibilidade de se recusar a participar deste estudo, no inicio ou em qualquer
momento da realizagdo do mesmo, ndo causard nenhum dano ou interferéncia em seu
atendimento e tratamento no setor de Dermatologia do Hospital das Clinicas da UFPE.
Em caso de divida sobre os aspectos éticos desta pesquisa, vocé pode consultar o
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Hospital das Clinicas de
Pernambuco (HC/EBSERH/UFPE), situado na Avenida Prof. Moraes Rego ,1235, 3°
Andar, Cidade Universitéria, Recife-PE, Brasil CEP: 50670-901, e-mail: cepsh.hc-
ufpe@ebserh.gov.br;

AMANDA GABRIELA DA SILVA
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CONSENTIMENTO DA PARTICIPACAO DA PESSOA COMO VOLUNTARIO
(A)

Eu,

fui informado (a) dos objetivos e da relevancia da pesquisa proposta, de como
sera minha participacdo ou a participacdo da pessoa sob minha
responsabilidade, dos procedimentos, riscos e beneficios decorrentes deste
estudo “IMPLEMENTAC}AO DO DIAGNOSTICO MOLECULAR POR NESTED
PCR PARA ESPOROTRICOSE HUMANA”, declaro meu consentimento em
participar da pesquisa, como também concordo que as informacdes na
investigacdo sejam utilizadas para fins cientificos, apos a leitura (ou a escuta da
leitura) deste documento e de ter todo a oportunidade de conversar e esclarecer
as minhas duvidas com o pesquisador responsavel, concordo em participar da

pesquisa como voluntario (a).

Recife, de de

(Nome do participante ou responsavel pelo participante da pesquisa)

Presenciamos a solicitagdo de consentimento, esclarecimentos sobre a
pesquisa e o aceite do voluntario (a) em participar da pesquisa. (02

testemunhas nao ligadas a equipe de pesquisadores):

Nome: Nome:

Assinatura; Assinatura;




APENDICE B - FICHA PARA COLETA DE DADOS

FICHA DE COLETA DE DADOS

DATA: /] FICHA N.O: .

NOME:

N° DO PRONTUARIO: IDADE: SEXO: PESO: .
DATADENASC.:  / [ SERVICO DE PROCEDENCIA:

NATURALIDADE: CIDADE: ESTADO: .
ENDERECO: .

FONES:

PROFISSAO: ESTADO CIVIL:

FICHA DE COLETA DE DADOS

FOTOS: ()SIM () NAO

DADOS EPIDEMIOLOGICOS

1) IDADE______ ANOS
2) DATA DE NASCIMENTO: /]
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3) SEXO: () FEM () MASC

4) ESCOLARIDADE:

5) PROCEDENCIA: (NOME DA CIDADE OU ESTADO)
() AREA RURAL () AREA URBANA

6) OCUPACAO
7) ATIVIDADES EM AMBIENTE RURAL, PERIURBANO OU SILVESTRE, TRABALHO OU LAZER:
() SIM () NAO

8) POSSUI GATOS NA RESIDENCIA?
()SIM ()NAO

9) TEVE CONTATO COM GATOS DOENTES (COM FERIDAS)
()SIM ()NAO

10) ATIVIDADES DE JARDINAGEM OU TERRA NA RESIDENCIA, TRABALHO OU LAZER?
()SIM ()NAO

DADOS CLiNICOS

1) TEMPO DA LESAO CUTANEA (ATE O DIAGNOSTICO:
Data de inicio dos sintomas: / ]

2) SITIO DA LESAO PRIMARIA
() Face () Pescogo () MMSS () Abdome () MMII

Especificar:

3) TOPOGRAFIA DA LESAO

DESCRICAO:




4)

5)

DESCRIGAO:

HA LINFAGITE NODULAR OU LINFADENOPATIA REGIONAL?
()SIM ()NAO

ACOMETIMENTO DE MUCOSAS?
()SIM ()NAO
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6)

SINTOMAS SISTEMICOS?
()SIM ()NAO

DESCRICAO:

7)

8)

DOENCAS ASSOCIADAS:
() HIV

() Hepatite B
() Hepatite C
() Etilismo

() Outras condicdo imunossupressora:

COMORBIDADE
() Cardiopatia

() Nefropatia
() Hepatopatia
() HAS

() DM

() Outros:

DADOS QUANTO AO TRATAMENTO



() Itraconazol 100mg/dia () lodeto de Potassio
Anfotericina

() Outros:

DESCRIGAO:

() Terbinafina
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Data do inicio da medicagdo:

DATA: [ /|

DATA: /]

DATA: /]

EXAMES COMPLEMENTARES

DATA DESCRICAO

EXAME DIRETO

CULTURA MICOLOGICA

HISTOPATOLOGICO

Nested PCR

SERICOS
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APENDICE C - TERMO DE COMPROMISSO E CONFIDENCIALIDADE

Titulo do projeto: Implementacdo do diagndstico molecular por Nested PCR

para esporotricose humana
Pesquisador responsavel: Amanda Gabriela da Silva

Instituicdo/Departamento de origem do pesquisador: Universidade Federal

de Pernambuco/Centro de Ciéncias Médicas
Telefone para contato: (81) 98476.1427

E-mail: amanda.gabrielasilva@ufpe.br

O pesquisador do projeto acima identificado assume o compromisso de:

e Garantir que a pesquisa so serd iniciada apos a avaliagdo e aprovacao do
Comité de Etica e Pesquisa envolvendo Seres Humanos e que os dados
coletados serdo armazenados pelo periodo minimo de 5 anos apos o
termino da pesquisa;

e Garantir que 0 acesso aos prontuarios sera realizado, exclusivamente,
nas dependéncias do SAME com autorizacdo do Setor, mesmo para 0s
pesquisadores que possuem a senha do AGHUX (pesquisador interno),
em conformidade ao Art.13 e seus paragrafos da Lei Geral de Protecdo
de Dados 13.853/2019.

e A senha do AGHUX é pessoal e intransferivel, portanto, o pesquisador
externo deve garantir que, jamais fara uso da senha de outrem para
acesso aos prontuarios.

e Preservar o sigilo e a privacidade dos voluntarios, cujos dados serao
estudados e divulgados apenas em eventos ou publica¢cdes cientificas de
forma an6nima, ndo sendo usadas iniciais ou quaisquer outras indicagdes
gue possam identifica-los;

e Garantir o sigilo relativo as propriedades intelectuais e patentes
industriais, além do devido respeito a dignidade humana;

e Garantir que os beneficios resultantes do projeto retornem aos
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participantes da pesquisa, seja em termos de retorno social, acesso aos
procedimentos, produtos ou agentes da pesquisa;

Assegurar que os resultados da pesquisa serdo anexados na Plataforma
Brasil, sob a forma de Relatério Final da pesquisa;

Reconhecer o HC/UFPE como detentor de direitos patrimoniais sob
propriedade intelectual gerada no projeto acima citado e a ele
relacionado, assegurando-lhe o direito de figurar como autor/inventor.
Concordar com a porcentagem de participacdo a titulo de incentivo,
prevista nas legislacbes em vigor, sobre dividendos oriundos da
exploracdo da propriedade intelectual gerada.

Indicar a vinculacdo ao HC/UFPE/Ebserh em todas as publicacdes de
dados nele colhidas ou em trabalhos divulgados por qualquer outro meio,
citando explicitamente o Hospital das Clinicas da Universidade Federal de

Pernambuco/Ebserh.

Recife, 26 de maio de 2023

# .
Q OOXYX 1o UC’\hﬁA da

Amanda Gabriela da Silva
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APENDICE D — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP (HC/UFPE)

HOSPITAL DAS CLINICAS DA
[ZCEP  UNIVERSIDADE FEDERAL DE W"\“
"""""""""" * PERNAMBUCO - HC/UFPE

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: IMPLEMENTAGCAO DO DIAGNOSTICO MOLECULAR POR NESTED PCR PARA
ESPOROTRICOSE HUMANA

Pesquisador: AMANDA GABRIELA DA SILVA

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 71720323.8.0000.8807

Instituigao Proponente: P6s-Graduagdo em Medicina Tropical

Patrocinador Principal: MINISTERIO DA CIENCIA, TECNOLOGIA E INOVACAO

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 6.639.734

Apresentagao do Projeto:

Trata-se de solicitagdo de emenda no projeto de pesquisa a ser conduzido pela mestranda Amanda
Gabriela da Silva, Programa de Pés-graduacao em Medicina Tropical da UFPE, orientado pelo Prof. Dr.
Reginaldo Gongalves de Lima Neto, Programa de Pés-graduagdo em Medicina Tropical da UFPE,
coorientado pelo Prof. Dr. Manoel Marques Evangelista de Oliveira da Fundagdo Oswaldo Cruz (RJ) e tera
como pesquisadora assistente Profa. Dra. Claudia Elise Ferraz Silva (HC-UFPE).

Conforme documento “JUSTIFICATIVA_EMENDA.docx, anexada a plataforma brasil 19/01/2024: “Eu
Amanda Gabriela da Silva, responsavel pelo projeto intitulado: ““{MPLEMENTACAO DO DIAGNOSTICO
MOLECULAR POR NESTED PCR PARA ESPOROTRICOSE HUMANA”, informo que a justificativa para a
presente emenda é a alteragdo do CNPJ da instituicdo coparticipante da pesquisa. Anteriormente, constava
o CNPJ: 33.781.055/0010-26 (Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas - INI / FIOCRUZ), contudo,
o mesmo encaminhou a avaliagcdo do projeto para o CEP do Instituto Oswaldo Cruz (CNPJ:
33.781.055/0012-98). Saliento que além disso, ndao houve demais alteragdes no projeto.
Conforme documento PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_PROJETO_2148520.pdf (23/12/2023).
“Resumo: O diagnéstico padrao-ouro para esporotricose é o isolamento de Sporothrix sp. em meios de
cultura, todavia, trata-se de um método demorado. Neste sentido, ensaios de Nested PCR tém se destacado
como estratégia diagndstica alternativa, devido a sua capacidade de

Endereco: Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 50.670-901
UF: PE Municipio: RECIFE
Telefone: (81)2126-3743 E-mail: cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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mo

Declaracéo de TERMO_DE_RESPONSAB_NESTED_2| 23/06/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
Pesquisadores 3_06_23.pdf 01:34:57 |DASILVA
Declaragdo de ANUENCIA__GEP_23_06_23.pdf 23/06/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
concordancia 01:34:06 | DA SILVA
Folha de Rosto FOLHA_DE_ROSTO_23_06.pdf 23/06/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
01:23:20 | DA SILVA
Orgcamento termo.pdf 26/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
17:36:33 _[DA SILVA
Orgcamento Email_de_CNPq.pdf 26/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
17:35:27 _|DA SILVA
Orgamento DOC_FINANCIAMENTO_REGINALDO. | 26/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
pdf 17:34:58 [DA SILVA
Recurso Anexado INTRUMENTO_COLETA_DE_DADOS.d| 25/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
pelo Pesquisador ocxX 20:24:35 | DA SILVA
Orgamento ORCAMENTO_Nested_13_05_23 xlIsx 25/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
20:21:03 |DA SILVA
Declaracéo de Lattes_Reginaldo.pdf 25/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
Pesquisadores 20:20:34 | DA SILVA
Declaragao de Lattes_Manoel.pdf 25/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
Pesquisadores 20:20:20 |DA SILVA
Declaracéo de Lattes_Claudia.pdf 25/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
Pesquisadores 20:20:07 | DA SILVA
Declaracgao de Lattes_Amanda_13_05_23.pdf 25/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
Pesquisadores 20:19:54 |DA SILVA
Declaracéo de VINCULO_PPG .pdf 25/05/2023 | AMANDA GABRIELA| Aceito
Instituicao e 20:14:36 | DA SILVA
Infraestrutura

Situacgao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciagao da CONEP:

Nao

Endereco:

UF: PE
Telefone:

RECIFE, 07 de Fevereiro de 2024

Assinado por:
Ana Caetano
(Coordenador(a))

CEP: 50.670-901
RECIFE

E-mail:

Av. Professor Moraes Rego, 1235, Bloco C,3° andar do prédio principal, Ala Norte, 12 sala a esquerda do
Bairro: Cidade Universitaria
Municipio:

(81)2126-3743 cepsh.hc-ufpe@ebserh.gov.br
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APENDICE E — PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP (IOC/Fiocruz)

FUNDAGAO OSWALDO CRUZ - £~ Plataforma
FIOCRUZ/IOC %oﬂ

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigao Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: IMPLEMENTAGAO DO DIAGNOSTICO MOLECULAR POR NESTED PCR PARA
ESPOROTRICOSE HUMANA
Pesquisador: AMANDA GABRIELA DA SILVA
Area Tematica:
Versao: 1
CAAE: 71720323.8.3003.5248
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CARTA DE ANUENCIA

Recife, 10 de junho de 2023.

Eu, Prof? Dra. Maria de Fatima de Medeiros Brito, Chefe do Servico de
Dermatologia, declaro para os devidos fins que concordamos com a realizacdo do
projeto de pesquisa intitulado “IMPLEMENTAGAO DO DIAGNOSTICO
MOLECULAR POR NESTED PCR PARA ESPOROTRICOSE HUMANA?”, que sera
desenvolvido por Amanda Gabriela da Silva, par fins de dissertacdo no Programa de
Poés-graduagao stricto sensu em Medicina Tropical do CCM/UFPE, e orientado pelo
Prof. Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto, Professor Adjunto da area de Medicina
tropical, do Centro de Ciéncias Médicas, sob Regime de Dedicagao Exclusiva, SIAPE
2036711 e coorientagao do Professor Dr. Manoel Marques Evangelista de Oliveira.

Esta autorizacao esta condicionada ao cumprimento do (a) pesquisador (a) aos
requisitos da resolugcdo 466/2012 e suas complementares, comprometendo-se a
utilizar os dados dos participantes da pesquisa, exclusivamente para os fins
cientificos, mantendo o sigilo e garantindo a ndo utilizagdo das informagdes em

prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Prof? Dra. Maria de Fatima de Medeiros Brito
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CARTA DE ANUENCIA
Recife, 20 de junho de 2023.

Eu, Prof? Dra. Aurea Maria Lage de Moraes, Chefe do Laboratério de
Taxonomia, Bioquimica e Bioprospeccédo de Fungos da Fundagdao Oswaldo Cruz do
Rio de Janeiro, declaro para os devidos fins que concordamos com a realizagdo do
projeto de pesquisa intitulado “IMPLEMENTAGAO DO DIAGNOSTICO
MOLECULAR POR NESTED PCR PARA ESPOROTRICOSE HUMANA”, que sera
desenvolvido por Amanda Gabriela da Silva, par fins de dissertagéo no Programa de
Pos-graduacao stricto sensu em Medicina Tropical do CCM/UFPE, e orientado pelo
Prof. Dr. Reginaldo Gongalves de Lima Neto, Professor Adjunto da area de Medicina
tropical, do Centro de Ciéncias Médicas, sob Regime de Dedicagao Exclusiva, SIAPE
2036711 e coorientacao do Professor Dr. Manoel Marques Evangelista de Oliveira.

Esta autorizacdo esta condicionada ao cumprimento do (a) pesquisador (a) aos
requisitos da resolugdo 466/2012 e suas complementares, comprometendo-se a
utilizar os dados dos participantes da pesquisa, exclusivamente para os fins
cientificos, mantendo o sigilo e garantindo a nao utilizacdo das informagcées em

prejuizo das pessoas e/ou das comunidades.

Documento assinado digitalmente

Vb AUREA MARIA LAGE DE MORAES
g il Data: 20/06/2023 13:51:08-0300

Verifique em https://validar.iti.gov.br

Prof? Dra. Aurea Maria Lage de Moraes
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ABSTRACT:

The gold standard diagnosis of sporotrichosis is the isolation of Sporothrix sp. in culture
media, but this is a time-consuming test that is susceptible to contamination and can be
affected by the fungal load. Molecular methods such as nested PCR are gaining more
ground in the management of several infections as they are tools for the rapid and
accurate identification of microorganisms from pure cultures or directly from biological
samples. This study aimed to apply a nested PCR molecular protocol for the rapid
detection of Sporothrix spp. directly from clinical samples. Thirteen samples—six from
skin biopsies, five from skin exudates, and two from conjunctival secretions—were
obtained from patients diagnosed with sporotrichosis due to S. brasiliensis. Calmodulin
gene sequencing identified all the isolates as S. brasiliensis. Nested PCR was able to
detect all the Sporothrix sensu lato directly from clinical samples as well as the CBS
120339 reference strain. The nested PCR protocol stands out as a diagnostic alternative,
as it allows the identification of Sporothrix spp. directly from clinical samples without the
need for fungal isolation.

Keywords:

Sporothrix; nested PCR; skin biopsy; skin exudate; ocular secretion

1. Introduction

Sporotrichosis is a fungal disease with a global distribution that affects humans and
animals. Most cases result from the traumatic inoculation of Sporothrix spp. propagules
into the host’s skin tissue via animal or environmental transmission [1,2]. In Brazil, this
infection has become a public health challenge due to the increase in its incidence in
several states, especially in the northeastern region [1]. In the state of Pernambuco,
Northeast Brazil, the fungus has been responsible for more than 900 cases in animals
and 450 cases in humans over the last five years [3,4,5].

The current epidemic of sporotrichosis in Pernambuco is the result of the high stray
cat population and poor sanitary conditions, which facilitate the spread of the fungus [4].
Up to now, the gold-standard diagnosis of sporotrichosis is the isolation
of Sporothrix spp. from culture media. However, it is a time-consuming test that is


https://www.mdpi.com/search?q=Sporothrix
https://www.mdpi.com/search?q=nested+PCR
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susceptible to contamination, and the low fungal load in certain samples can hinder the
growth of the fungus [6].

Delay in diagnosing this mycosis can lead to complications for the patient, such as
longer antifungal therapy and a worsening of the disease. Thus, the use of molecular
techniques has been gaining ground in the management of sporotrichosis, as they are
tests based on the amplification of DNA fragments and are therefore able to quickly
provide reliable results [7,8].

Among these methodologies, the use of nested PCR has emerged as a tool for the
rapid and accurate identification of microorganisms from a few colony-forming units
(CFU) of pure cultures and from samples of tissue fragments [8,9]. Nested PCR is a
molecular method that generally involves two sequential amplification reactions and is
used in situations where it is necessary to increase the sensitivity and/or specificity of
the PCR [9]. There are no standardized nested PCR protocols for microbial identification
directly from wound exudate and body secretions.

This study aimed to apply a molecular nested PCR protocol for the rapid detection
and identification of Sporothrix spp. directly from clinical samples from patients followed
at a sporotrichosis reference center in Northeast Brazil.

2. Methods

2.1. Sample Collection and Classical Mycological Diagnosis

Thirteen clinical samples from 12 patients were collected depending on the type of
lesion, including six fragments of skin tissue, five exudates from cutaneous skin lesions,
and two samples from conjunctival secretions. Tissue fragments were obtained with a
dermatological punch (4 mm), and the exudate and conjunctival secretion samples were
collected with sterile swabs pre-moistened with 0.9% sterile saline solution. All cases of
sporotrichosis were followed and treated at the Dermatology Reference Service at the
Hospital das Clinicas at the Federal University of Pernambuco between April and
September 2023. Only patients with a diagnosis confirmed by the isolation
of Sporothrix spp. by mycological culture were included. The fungus was isolated by
sowing it onto Mycosel agar in Petri dishes incubated at 25—-30 °C for up to 15 days.

A fragment of skin tissue from a patient positive for Leishmania spp. was used to
evaluate specificity and the occurrence of cross-reactions. In addition, the DNA of a type
strain of S. brasiliensis CBS 120339 (formerly IPEC 16490), was included as a positive
control. To monitor possible contamination, reaction mixtures without DNA were
performed in the nested PCR as a negative control.

2.2. DNA Extraction and Quantification from Clinical Samples and Strains

The DNA extraction for clinical samples was performed as described by Oliveira et
al. [6], with modifications. Samples obtained through biopsy were macerated in a sterile
saline solution. Then, 200 pL of each sample containing tissue fragment, lesion exudate,
or conjunctival secretion was centrifuged for 5 min at 11,800x% g to obtain pellets. DNA
extraction was carried out using the QIAamp® DNA mini kit (QIAGEN, Hilden, Germany)
following the manufacturer’s instructions. After extraction, the extracted DNA was frozen
at —20 °C. The DNA concentration was evaluated by spectrophotometric measurement
of the absorbance at the 260 nm wavelength (NanoDrop™ 2000c, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA).
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DNA extraction from the strains was performed using the commercial
Wizard® Genomic DNA Purification kit. Briefly, fungal colonies were transferred to a DNA
extraction tube containing glass beads, and then 300 uL of nuclear lysis solution was
added. Afterward, the tubes were shaken at 5.5 m/s in a FastPrep instrument (BIO 101,
Farmingdale, New York, NY, USA) and incubated at 65 °C for 15 min. Next, 100 pL of
the protein precipitation solution was added, and then the mixture was shaken and
centrifuged at 13,600x g for 5 min. The supernatant obtained was transferred to a new
tube containing 400 L of isopropanol. The new tube was homogenized by inversion and
centrifuged at 13,600x g for 3 min. The supernatant was discarded, and 400 pL of 70%
ethanol at room temperature was added and the sample centrifuged again. After
centrifugation, the tube was inverted to completely remove the supernatant. The
extracted DNA was resuspended in 50 pL of autoclaved Milli-Q water. DNA quantification
was carried out on a NanoDrop™ 2000 (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).

2.3. Molecular Identification by Partial Sequencing of Calmodulin

Briefly, the amplification of the Calmodulin (CAL) genomic region was carried out
as described by Lima-Neto et al. [10] using the CL1 sense (5'GA (GA) T (AT) CAA GGA
GGC CTTCTC-3") and CL2A antisense (5-TT TTG CATCATGAGTTGGAC-3') primers.
The PCR was carried out in a Veriti™ 96-well thermal cycler (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA) with annealing at 60 °C for 45 s. The amplicons were purified using
the Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation, Madison, WI, USA).

The sequences obtained from the CAL gene sequencing were edited using the
BioEdit™ software, version 7.2.6.1, and submitted to a search for similar sequences
using the Basic Local Alignment Search Tool (BLAST). Phylogenetic analyses were
carried out using our sequences and reference sequences. The sequences were aligned
using the MAFFT v.7 online interface (available
at https://mafft.cbrc.ip/alignment/server, and accessed on 28 February 2024) and
edited with MEGA V.11 software (available at https://www.megasoftware.net/,
accessed on 28 February 2024). Grosmannia sersens (CBS 141.36) was used as an
outgroup.

2.4. Nested PCR for Clinical Samples

The assay was carried out according to the method based on the amplification of
18S ribosomal RNA previously described by Luiz et al. [8]. The reaction was carried out
with a ready-to-use PCR master mix 2X solution (Promega Corporation, Madison, WI,
USA—Lot: 22332002). A final concentration of 100 ng of DNA was used in a total
reaction volume of 50 uL. In the first-round PCR, 10 yM concentrations of the outer
primers SS1 (5-CTCGTTCGGCACCTTACACG-3) and SS2 (5-
CGCTGCCAAAGCAACGCGGG-3') were used. The second-round PCR (nested PCR)
was identical to the first-round PCR, except that 3 pL of the first reaction product and the
internal primer pair SS3 (5-ACTCACCAGGTCCAGACACGATG-3') and SS4 (5'-
CGCGGGCTATTTAGCAGGTTAAG-3’) were used. The PCR reaction was carried out
according to the following conditions: 95 °C for 5 min, followed by 40 cycles at 95 °C for
1 min, 68 °C for 1 min, and 72 °C for 1 min, with a final extension at 72 °C for 10 min.
PCR products were analyzed by electrophoresis on 2% w/v agarose gels, and DNA
fragments were stained with Blue Green Loading Dye | (LGC Biotecnologia, Sdo Paulo,
Brazil—Lot: 160.919BT). The amplicons were visualized on a K33-333 LED
transilluminator (KASVI, Parand, Brazil). Furthermore, the time taken to perform this
technique was calculated.


https://www.mdpi.com/2309-608X/10/6/432#B10-jof-10-00432
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2.5. Ethical Aspects

The research was approved by the Human Research Ethics Committee (CEP) of
the Hospital das Clinicas (HC/EBSERH/UFPE) under protocol CAAE:
71720323.8.0000.8807, as well as by the CEP of the Oswaldo Cruz Institute under
protocol CAAE: 71720323.8.3003.5248.

3. Results

Direct examination was performed on seven samples (53.8%; n = 7/13). Among
these, the presence of globular, oval, or elliptical yeast-like cells showing a halo following
panoptic staining (Figure 1A) was observed in four samples. Sporothrix spp. cultures
(Eigure _1B) showed thin and hyaline septate mycelia with delicate conidiophores,
finishing at an expanded denticulate vesicle at the apex and bearing the floral aspect
(Eigure 1C); these were recovered from Mycosel agar in 12 (92.3%) of the 13 samples
included in the study. Only one sample of a skin fragment, from the patient who had two
samples analyzed, was positive in mycological culture. Genotypic analysis by partial
sequencing of the CAL gene was carried out on 12 isolated clinical strains of Sporothrix,
identifying 100% of the isolates as Sporothrix brasiliensis, as shown in Figure 2 and
summarized in Table 1.

Figure 1. (A) Direct mycological examination showing yeast elliptical cells (arrows) with
a panoptic halo; (B) Sporothrix spp. on Mycosel agar showing wrinkled, white colonies
that gradually darkened to a blackish color; (C) Micromorphology, showing slender,
septate mycelial filaments and conidiophores containing conidia with a “daisy-like” floral
arrangement (arrow).
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77

Sporothrix brasiliensis HC 305/2023
Sporothrix brasiliensis HC 141/2023
Sporothrix brasiliensis HC 313/2023
Sporothrix brasiliensis HC 256/2023
Sporothrix brasiliensis HC 100/2023
Sporothrix brasiliensis CBS 937.72

Sporothrix brasiliensis HC 279/2023
Sporothrix brasiliensis HC 201/2023
89} sporothrix brasiliensis HC 264/2023
Sporothrix brasiliensis HC 212/2023
Sporothrix brasiliensis HC 312/2023

Sporothrix brasiliensis HC 262/2023

Sporothrix brasiliensis HC 237/2023

‘——  Sporothrix schenckii CBS 359.36

Sporothrix luriei CBS 937.72

Sporothrix globosa CBS 120.340
98 | Sporothrix pallida CBS150.87
Sporothrix albicans CBS 302.73
#1 I: Sporothrix mexicana CBS 120.341
Sporothrix chilensis Ss469

Grosmannia serpens CBS 141.36
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Figure 2. Phylogenetic tree of the genes encoding Calmodulin.

Table 1. Epidemiological and clinical laboratory findings of the patients diagnosed with
sporotrichosis in a reference hospital in the state of Pernambuco, Brazil.

In this work, the molecular technique of nested PCR for the detection
of Sporothrix spp. directly from clinical patient samples was evaluated for the first time in
a dermatological reference center in the northeastern region of Brazil. The nested PCR
methodology was able to detect the expected 152 bp fragment in all 13 clinical samples
tested (Figure 3), suggesting the presence of Sporothrix sensu lato (Table 1). Given the
absence of amplified product, no cross-reaction was observed in the nested PCR using
the clinical sample of Leishmania spp. (Eigure 3).
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DNA from patient positive for

Leishmania spp.
CBS 120.339 (Positive control)
Negative control
HC 100/2023

HC 141/2023

HC 201/2023

HC 20412023

HC 212/2023

HC 237/2023

HC 256/2023

HC 262/2023

HC 264/2023

HC 305/2023

HC 312/2023

HC 31372023

HC 313.1/2023
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Figure 3. Nested PCR products on an agarose gel. From left to right: 1: Molecular
marker DNA ladder, 50 bp (Invitrogen); 2: Empty well; 3: Cross-reaction evaluation with
the Leishmania spp. sample; 4: Positive control (strain CBS 120339 (formerly IPEC
16490)); 5: PCR negative control (sterile water); 6: HC100/2023; 7: HC141/2023; 8:
HC201/2023; 9: HC204/2023; 10: HC212/2023; 11: HC237/2023; 12: HC256/2023; 13:
HC262/2023; 14: HC264/2023; 15: HC305/2023; 16: HC312/2023; 17: HC313/2023; 18:
HC HC313. 1/2023. The nested PCR product is a 152 bp amplicon.

The time required to carry out the nested PCR protocol for each sample, from DNA
extraction to the analysis of the PCR products, is described below: (1) DNA extraction =
20 min; (2) Quantification of DNA concentration and purity = 5 min; (3) DNA dilution =5
min; (4) Preparation of the first PCR step = 10 min; (5) First PCR reaction = 135 min; (6)
Preparation of the second PCR step = 10 min; (7) Second PCR reaction (Nested PCR)
= 135 min; (8) Agarose gel electrophoresis = 120 min. The total procedure time was
calculated to be 440 min (7.33 h).

The median age of the patients was 44.5 + 16.2 years, with a predominance of
males (58.3%; n = 7/12). Disseminated sporotrichosis was observed in 33.3% (n = 4/12)
of the patients. Seven (58.3%; n = 7/12) patients reported having comorbidities, namely
systemic arterial hypertension (SAH) in 57.1% (n = 4/7) and human immunodeficiency
virus (HIV) in 42.9% (n = 3/7) of the patients. It is worth pointing out that all the patients
with HIV developed the disseminated form of sporotrichosis. Contact with cats through
scratching or biting was observed in nine (75.0%; n = 9/12) patients.

It is noteworthy that two clinical samples were obtained from one of the cases of
disseminated sporotrichosis: one from a tissue fragment and the other from a skin
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exudate. Sporothrix spp. was isolated from the tissue fragment by mycological culture,
whereas the fungus from the skin exudate sample did not grow in culture. Despite this,
both samples were positive in the nested PCR protocol, as shown in Figure 3.

We assume that the nested PCR protocol applied presented 100% sensitivity due
to the detection of Sporothrix DNA in all the samples, even in a culture-negative sample
from a patient diagnosed with disseminated sporotrichosis. Considering that this protocol
is capable of identifying the etiological agent as Sporothrix sensu lato, we also assume
that it was 100% specific. However, the number of samples is small, and we cannot
determine the accuracy.

Maximum likelihood (ML) analysis was carried out using RAXML-HPC BlackBox v.
8.2.12 on the CIPRES Science Portal (available
at https://www.phylo.org/portal2/login, and accessed on 28 February 2024). The ML
analysis was performed with 1000 bootstrap replicates, and values equal to or greater
than 70% bootstrap ML support were shown next to the nodes. The resulting
phylogenetic tree was visualized using the FigTree software version 1.4.4
(/ltree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/, accessed on 28 February 2024) and exported for
editing.

4. Discussion

The standard reference method for diagnosing sporotrichosis is the isolation and
identification of Sporothrix spp. in culture [11]. However, this is a time-consuming
technique, requiring a few weeks for complete fungal identification [12]. Therefore, it is
necessary to develop tests that are faster than mycological culture to identify the fungus.

[13].

In the present study, our findings using the nested PCR technique proved to be a
rapid diagnostic strategy, as it can be applied directly to clinical samples. While for
mycological culture, a period of seven to thirty days is necessary for the growth and
identification of the fungus, the nested PCR technique presented here made it possible
to reach a diagnosis in around 7 h. Importantly, nested amplification of the 18S rRNA
gene fragment may detect all Sporothrix species of the Sporothrix complex. Reference
methods for species recognition are based on DNA sequences harbored in genomic loci
that encode proteins such as Calmodulin [14,15,16]. In our set of clinical samples, it was
possible to identify the presence of a species of Sporothrix sensu lato, i.e., Sporothrix
brasiliensis, which is endemic in Brazil. However, we should point out that the target
gene and the technique applied here may be widely used in areas where other species
are more prevalent.

Orofino-Costa and collaborators (2022) reported in Brazilian guidelines dedicated
to sporotrichosis that purulent samples and biopsies are the most suitable for diagnosing
sporotrichosis [17]. Therefore, we included samples of tissue fragments, skin exudates,
and conjunctival secretions in our experiments. We decided to include conjunctival
secretions due to the emergence of cases of granulomatous conjunctivitis caused
by Sporothrix spp. in northeastern Brazil [18]. Furthermore, to our knowledge, the nested
PCR technigue has never previously been used to detect Sporothrix DNA in an ocular
clinical sample.

In our study, patients had a median age of 44 years old and were predominantly
male. Sporotrichosis can affect people of any age, but adults are more affected due to
their greater occupational and zoonotic exposure. In relation to gender, some studies
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have shown that women are more affected, as they are generally responsible for taking
care of the cats at home and are more exposed to scratches and bites [4,11].

Clinically, sporotrichosis is a mycosis with manifestations ranging from skin lesions
to disseminated forms. In general, the disseminated forms are related to some form of
immunosuppression or secondary immunodeficiency, such as people living with
HIV/AIDS. In this study, SAH was more common, but people living with HIV/AIDS were
associated with three out of four cases of disseminated sporotrichosis, suggesting that
one’s immunological condition influences the prognosis of the infection [17]. Co-infection
between HIV and sporotrichosis has also been described in Rio de Janeiro. A
retrospective analysis between 1999 and 2015 identified 75 hospital admissions for
sporotrichosis, of which 38.7% (n = 29/75) involved people living with HIV/AIDS [19].

Despite the advantages of being able to do so, it is worth highlighting that few
methods allow the detection of Sporothrix DNA directly from clinical samples [8,9,20].
Accordingly, nested PCR is a promising strategy because it can detect Sporothrix DNA
not only in cultures but also in biological samples [9]. Studies have demonstrated that
this molecular methodology has been used for genus-level diagnosis in formalin-fixed,
paraffin-embedded (FFPE) tissue samples from patients with sporotrichosis and, more
recently, in FFPE tissue samples from cats with sporotrichosis, showing a high level of
sensitivity and specificity [8,20].

Our results suggest a high sensitivity of the method, since nested PCR was able to
detect Sporothrix in a skin sample that did not show growth in culture. The absence
of Sporothrix growth in culture can be explained by the low fungal load shown by DNA
guantification.  Similarly, other studies using nested PCR were able to
detect Sporothrix in cerebrospinal fluid samples from patients even when it was not
possible to recover the fungus from culture media. After identifying Sporothrix sensu lato
in the tested samples, the authors stated that the method used is a new approach to
diagnosing sporotrichosis and allows early treatment [6].

In hyperendemic areas such as Latin America, rapid and accurate diagnostic
methods, such as the one presented in this study, are essentially necessary. This is
because controlling sporotrichosis in these locations has become increasingly difficult.
Thus, a fast and accurate diagnosis allows for a faster response from health agencies to
control outbreaks [15]. However, to date, fast methodologies for the diagnosis of
sporotrichosis, such as a point-of-care test, have not yet been developed.

5. Conclusions

In conclusion, our results suggest that the nested PCR protocol appears to be an
alternative for the diagnosis of sporotrichosis that can be applied directly to clinical
samples, eliminating the time-consuming isolation of the fungus by culturing. All positive
clinical samples in the nested PCR showed the presence of Sporothrix species sensu
lato. However, the identification of Sporothrix species directly from the DNA of the clinical
sample depends on the development of new molecular strategies, especially in endemic
areas with resource-limited settings, which can be the target of future studies. As a result,
the early diagnosis and reliable treatment of patients are possible, especially in
immunocompromised patients such as those in our sample.
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