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RESUMO

Introducdo: A esporotricose € um grave problema de salde publica, por ser uma micose
subcutanea causada pela implantacdo traumatica do fungo dimérfico Sporothrix spp na pele,
possuindo maior incidéncia na América Latina, tornando-se um problema grave de salde
publica. Seu diagnostico é realizado através de exame direto e cultural & nivel de género, e
molecular para a identificacdo a nivel de espécie, sendo uma técnica de alto custo. Deste modo,
procuram-se novas ferramentas de identificacdo de micro-organismos, de facil acesso e de
baixo custo. Uma tecnologia inovadora para identificacdo € a espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR) associada a quimiometria.

Obijetivo: ldentificar e diferenciar espécies de Sporothrix spp., utilizando FTIR e analises

quimiométricas.

Meétodos: Foram estudados 54 isolados genotipados de Sporothrix. Os isolados foram
cultivados em placas com &gar Sabouraud, entdo preparados para a analise de Reflexdo Total
Atenuada (FTIR-ATR) no espectrometro Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (Perkin Elmer). Cinco
espectros foram adquiridos na faixa de 4000 a 650 cm™ para cada isolado. As analises
quimiométricas foram realizadas no software Pirouette 4.5 (Infometrix), incluindo analise
exploratdria por meio de analise de componentes principais (PCA) e andlise discriminante de

minimos quadrados ortogonais parciais (OPLS-DA).

Resultados: Os espectros foram semelhantes, com as bandas principais até aproximadamente
1700 cm™ e 1495 cm™ (bandas amida | e amida I1). Esta mesma regido foi responsavel pela
separacdo das amostras em PCA. O modelo OPLS-DA foi capaz de classificar corretamente
todas as amostras com apenas uma variavel latente, apresentando 100% de especificidade,

sensibilidade e acuracia para S. schenkii e S. brasiliensis em relagdo as demais amostras.

Concluséo: A FTIR pode ser uma alternativa rapida e barata para identificacdo de espécies de

fungo do género Sporothrix, principalmente quando associado a modelagem OPLS-DA.

Palavras-chave: Espectroscopia no Intravermelho; quimiometria; Sporothrix spp; S. schenckii;

S. brasiliensis;



ABSTRACT

Background: Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by the traumatic implantation
of the dimorphic fungus Sporothrix spp in the skin, having its highest incidence in Latin
America, becoming a serious public health problem. Its diagnosis is carried out through direct
and cultural examination at the gender level, and molecular for species-level identification,
being a high cost technique. Therefore, new tools are being searched for the identification of
microorganisms, easy to access and low cost. An innovative technology for identification is

Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) associated with chemometrics.

Objective: Identify and differentiate species of Sporothrix spp. using FTIR and chemometric

analyses.

Methods: A total of 54 genotyped Sporothrix isolates were studied. The isolates were cultivated
on plates with Sabouraud agar, then prepared for a Attenuated Total Reflectance Analysis
(FTIR-ATR) using a Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR spectrometer (Perkin Elmer). Five
spectrums were obtained in the range 4000 to 650 cm-1 for each isolate. The chemometrics
analyses were performed in Pirouette 4.5 software (Infometrix), including exploratory analysis
using Principal Component Analysis (PCA) and Orthogonal Partial Least Squares Discriminant
Analysis (OPLS-DA).

Results: The spectrums were similar, with the main bands up to approximately 1700 cm-1 and
1495 cm-1 (amide | and amide Il bands). This same region was responsible for the separation
of the samples in PCA. The OPLS-DA model was able to correctly classify all samples with
only one latent variable, showing 100% specificity, sensitivity and accuracy for S. schenkii and

S. brasileiensis in relation to the other samples.

Conclusion: FTIR can be a fast and low-cost alternative for identification of species of fungus

of the Sporothrix gender, especially when associated with OPLS-DA modeling.

Keywords: Infrared spectroscopy; chemometrics; Sporothrix spp; S. schenckii; S. brasiliensis;
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1 INTRODUGCAO

A esporotricose ou ‘’doenga do jardineiro’” ¢ uma micose causada pela implantagao
traumatica do fungo Sporothrix schenckii (S. schenckii) na pele, que por sua vez é um fungo
dimdrfico presente tanto na forma micelial quanto na forma leveduriforme 2. E a micose
subcutanea mais comum na América Latina, tornando-se um problema grave de satide publica®.
O Rio de Janeiro é o estado com maior incidéncia de esporotricose, seguido pelo Rio Grande
do Sul % O complexo Sporothrix é composto por diferentes espécies: S. schenckii, S.
brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. lurei, S. pallida e S. albicans, com especial valor ao S.
brasiliensis, considerada a mais virulenta do género Sporothrix e mais prevalente em humanos
e animais, isolado exclusivamente no territorio brasileiro >®.

A transmissdo da esporotricose ocorre desde arranhdes e mordidas de animais infectados
a pequenas lesdes durante as atividades de lazer, como jardinagem e horticultura ’. Esta micose
pode acometer diversos tipos de animais, contudo, os felinos possuem um importante papel
epidemioldgico na transmissao e na propagacdo da doenca, devido a alta quantidade de células
fungicas infectantes, caracterizando-os como a principal fonte de infeccdo 8°. Por ser uma
doenca polimorfica, a esporotricose apresenta diferentes manifestacGes clinicas: a forma
linfocutanea, cutanea fixa, cutanea disseminada e extracutanea, sendo as duas primeiras as mais
frequentes em pacientes 1°. Alguns fatores contribuem na patogénese da esporotricose, como a
profundidade do trauma, a imunidade do hospedeiro e a espécie de Sporothrix envolvida **.

Seu diagnostico ocorre através de técnicas classicas, como o cultivo microbioldgico,
exames citoldgicos e histopatoldgicos, até a utilizacio de técnicas moleculares complexas 2. A
suspeita clinica € o passo inicial para o diagnostico precoce da esporotricose, visto que, em
situacOes hiperendémicas, o diagndstico clinico e epidemioldgico é aceitavel para iniciar o
tratamento, por isto a confirmacéo diagnostica é fundamental para um tratamento correto 324,
A cultura fangica é considerada o padrdo ouro do diagnostico da esporotricose, onde o
isolamento de S. schenkii € obtido através do cultivo da amostra, tais como saliva e puncionado
das lesbes purulentas cultivados em &gar Sabouraud Dextrose com Cloranfenicol para evitar
contaminacgéo bacteriana, ou em meio Cicloheximida na qual reduz a contaminagdo por alguns
fungos saprdfitos 1>, Microscopicamente o género Sporothrix apresenta hifas finas, septadas
e ramificadas, com arranjo semelhante a “flor de margarida” *'.

A esporotricose necessita de métodos precisos e confidveis para sua identificacdo

correta, e atualmente ao nivel de espécie sdo utilizadas metodologias convencionais como a
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biologia molecular, porém, estes métodos apresentam limitac6es, como custo elevado, tempo
relativamente longo para obtencdo dos resultados e alta geragdo de residuos 8°, Portanto, nos
ultimos anos, novas metodologias para identificacio de micro-organismos vém sendo
desenvolvidas, e um método que possui grande potencial é a espectroscopia no infravermelho
com transformada de Fourier (FTIR), essa técnica gera espectros que contém a “impressao
digital” da amostra e possui amplas aplicacdes na drea médica e bioldgica 2.

Uma das principais vantagens do uso do FTIR ¢ a utilizacdo de pequena quantidade de
amostra e a necessidade minima de preparacao, resultando em pouca ou nenhuma geracao de
residuos, precisdo e rapidez da andlise, além de armazenamento dos dados de maneira
diretamente computadorizada 2!. Existem poucos estudos na literatura utilizando FTIR para
identificacdo de fungos, no entanto, as metodologias ja apresentadas possuem resultados
promissores 2223, Considerando que a esporotricose ¢ uma micose causada por um fungo
patogénico, € realmente fundamental a realizacdo de estudos que ampliem o conhecimento e
tragam melhorias no diagndstico e terapia desta micose, sendo a diferenciacdo a nivel de

espécies a maneira de obter um tratamento diferenciado e seguro.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisao de literatura esta focada nos aspectos relacionados a esporotricose, junto com
seus subtitulos (Definicdo, Historico, Agentes Etiologicos, Epidemiologia, Aspectos
Zoondticos, Morfologia, Manifestacdes Clinicas, Diagndstico e Tratamento) e a Identificacdo
de fungos no Infravermelho com Transformada de Fourier. Para a estratégia foram utilizadas
revisdes dos Ultimos cinco anos, envolvendo as seguintes bases de dados: PubMed, LILACS e
Embase, no periodo de 11 de fevereiro de 2022 a 04 de abril de 2022, além de referéncias
relevantes citadas nos artigos encontrados para embasar alguns resultados ndo previstos na
busca inicial. Os termos utilizados encontram-se na Tabela 1, na qual apresenta o esquema de
busca utilizado, nimero de artigos encontrados, repetidos e incluidos em cada topico de revisdo

de literatura.

Tabela 1 - Estratégia de busca de estudos para a revisdo da literatura.

PALAVRAS-CHAVE /

BASES DE DADOS PUBMED | LILACS | EMBASE | REPETIDOS | INCLUIDOS

Sporotrichosis e suas

S 565 58 816 432 69
derivacdes

Total de artigos em Esporotricose: Definigdo e aspectos gerais; Fatos historicos;
Agentes etioldgicos; Epidemiologia; Aspectos Zoonoticos; Morfologia; 69
ManifestacOes clinicas; Diagnostico; Tratamento.

Sporotrichosis AND
Fourier Transform 1 0 9 1 0
Infrared Spectroscopy

Fungi identification
AND Fourier Transform 122 0 66 14 10
Infrared Spectroscopy

Total de artigos em Infravermelho com Transformada de Fourier: Identificacéo
de fungos por Infravermelho com Transformada de Fourier; Identificacdo de
fungos patogénicos humanos por FTIR.

10
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2.1 Esporotricose

2.1.1 Definicdo e aspectos gerais

A esporotricose, anteriormente conhecida como “doenca do jardineiro”, é considerada
uma micose subaguda ou crénica causada pelo agente etioldgico S. schenckii, que por sua vez
é um fungo dimorfo, presente tanto na forma miceliar quanto leveduriforme *’. Localizadas
principalmente em regides tropicais e subtropicais, esta infeccdo causada pelo Sporothrix
ocorre devido a inoculacdo traumatica do fungo na pele através de fragmentos vegetais, lesGes
causadas por animais ou matéria organica contaminada, e também pela inalacdo de
esporos’?425,

Apéds a implantacdo do fungo no tecido do hospedeiro, o fungo se transforma na sua
forma leveduriforme, causando ento a infecgdo 2. Na maioria dos casos, a esporotricose é uma
infeccdo benigna, limita a pele e outros tecidos, em outros, a doenca pode ser sistémica,
acometendo diferentes 6rgdos, como o pulmao 6. Os pacientes acometidos com o fungo sofrem
de sintomas relativamente comuns, como febre, fadiga, perda de peso, em alguns casos
pneumonia e, claro, manifestages cutaneas tipicas causadas pelo fungo 2’

Considerada uma das zoonoses mais importantes e também como uma doenga
negligenciada, a esporotricose € considerada uma doenca curdvel quando diagnosticada
precocemente 28, S0 raros os casos fatais, em geral, isso ocorre devido a extensdo da leséo e
ao tempo decorrido desde seu contato com o fungo 2°. Embora n&o seja considerada uma doenca
oportunista, pacientes imunocomprometidos, principalmente, portadores do Virus da
Imunodeficiéncia Humana (HIV), diabetes, entre outros, sdo considerados fatores

predisponentes ’.

2.1.2 Fatos historicos

O primeiro relato de esporotricose com o isolamento do fungo foi publicado em 1898
no Hospital John Hopkins, em Baltimore, Estados Unidos (EUA), pelo estudante de medicina
Benjamin Schenck, denominando-o como Sporotricha *. O fungo foi isolado de lesdes no
antebraco e do dedo indicador de um paciente do sexo masculino, e analisado pelo
fitopatologista Erwin Smith que o identificou como a espécie pertencente ao género

Sporotrichum *°. Ap6s dois anos, em Chicago, EUA, Hektoen e Perkins relataram o segundo
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isolamento do fungo em um ferimento no dedo indicador esquerdo de um menino de 5 anos,
detalhando morfologicamente o patégeno, na qual passaram a chamar de Sporothrix
schenckii®®.

Em 1903, dois pesquisadores da Franca, De Beurmann e Ramond, relataram o primeiro
isolado, e consideraram ser diferente do isolado descrito por Schenck, nominando-o entdo como
Sporotrichum beurmanni 2, Em 1910, Matruchot, redescreveu o fungo como Sporotrichum
schenckii . Carmichael, em 1963, propds o nome do fungo Sporothrix schenckii apés EUA e
Franca considerarem que os isolados eram idénticos 3.

Os primeiros relatos de esporotricose em ratos e humanos no Brasil foram descritos em
Sao Paulo no ano de 1907 por Lutz e Splendore, quando cultivaram sua fase parasitéria in
vitro®®. No Rio de Janeiro, a primeira descoberta do patdgeno em humanos foi descrita por Terra
e Rebelo, no ano de 1912, e casos de esporotricose felina foram descritos em 1998 por Baroni
et al %, No Rio Grande do Sul, o primeiro caso foi descrito em 1964, em dois cies
infectados®,

2.1.3 Agentes etiologicos

Sporothrix schenckii, causador da esporotricose, € um fungo dimorfo e saprofito
pertencente a divisdo Ascomycota, classe Pyrenomycetos, ordem Ophiostomatales, familia
Ophiostomataceae e género Sporothrix 122°. Considerado patogénico entro humanos e animais,
0 género Sporothrix engloba varias espécies com morfologias semelhantes ’.

Seu dimorfismo é descrito pela forma leveduriforme, considerada forma parasitéria,
cultivada em 37°C, apresentando colbnias brancas amareladas, com aspecto cremoso, de
superficie lisa e imida, sua micro-morfologia é caracterizada por células arredondadas, e pela
forma filamentosa (micelial), cultivada entre 25 e 30°C, possuindo aspecto membranoso,
inicialmente de cor branca-acinzentada assumindo uma coloragcdo marrom devido a produc¢édo
de melanina, representado na Figura 1 84, Microscopicamente a forma filamentosa possui
hinas hialinas e ramificadas, criando um enraizamento de conidiéforos alongados, com conidios

dispostos em forma de “flor de margarida”, representado na Figura 2 '
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Figura 1: Macromorfologia do Sporothrix sp. A) cultivo em &gar Sabouraud Dextrose apés 14
dias de crescimento & 35°C, apresentando coldnias membranosas de cor branca. B) cultivo em
agar Sabouraud Dextrose apds 14 dias de crescimento & 35°C, apresentando col6nias

membranosas de cor branco — marrom.

Fonte: Autoria propria.
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Figura 2: Microcultivo do Sporothrix chilensis A) caracteristica microscopica da fase
filamentosa corada com azul de algoddo mostrando delicadas hifas hialinas septadas. B)

presenca de microconideos em forma de flor de margarida.

Fonte: Autoria propria.

A transformacdo da forma micelial para a leveduriforme ocorre com éxito entre as
espécies clinicas S. schenckii, S. globosa, S. luriei e S. brasiliensis, sendo esta Gltima,
considerada a mais virulenta do género Sporothrix prevalente em humanos e animais no
Brasil>®. Em contrapartida, as espécies ambientas S. inflata, S. humicola, S. pallida, S. mexicana
e S. chilensis produzem poucas células leveduriformes .

A esporotricose ja foi relatada em humanos e em diversas espécies de animais, desde
chimpanzés a felinos, e esta altamente dispersa na natureza, encontrada principalmente em
material organico em decomposicdo “?#3. H4 uma importancia regional em relagio ao
crescimento do fungo, em locais com clima tropical e subtropical onde a umidade é de 92 a
100%, proporcionando condicBes ideais de temperatura para seu desenvolvimento %2, Na
Africa do Sul e Australia h4 uma predominancia de S. schenckii, enquanto na regido asiética a

espécie predominane é S. globosa 2.

22



2.1.4 Epidemiologia

A esporotricose, conhecida como “doenga do jardineiro”, ¢ uma micose subaguda ou
crbnica, cuja seu agente etioldgico, Sporothrix schenckii, estd amplamente distribuido na
natureza, acometendo horticultores, jardineiros, floristas e pescadores, devido a lesdes causadas
por plantas (espinhos, madeira, talos, flores, etc.) . Contudo, além da transmissdo sapronética
(plantas), ha a transmissdao zoonoOtica, normalmente associada ao agente etioldgico S.
brasiliensis, acometendo donas de casa, cacadores e, principalmente no Brasil, veterinarios,
devido a arranhaduras e mordidas de animais contaminados 244,

Considerada uma doenca cosmopolita, a esporotricose tornou-se a infec¢do subcutanea
mais comum em humanos e animais da America Latina, distribuida em regides tropicais e
subtropicais, principalmente no México, Brasil, Malasia, india, Jap&o e Peru 8245, Embora no
seja uma doenca de notificacdo compulsoria, é alvo de numerosos estudos, esses, na maioria
das vezes, publicados em casos clinicos ’.

A maior epidemia ja registrada ocorreu na Africa do Sul, em Witwatersrand, na década
de 1940, quando mais de 3.000 trabalhadores de uma mina de ouro se infectaram devido a
presenca do fungo nas vigas de madeira que sustentavam os tlineis 6. Um estudo transversal
mostrou que a epidemia de HIV e Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) presente
na Africa do Sul, nfo estdo associadas ao aumento de casos de esporotricose *’.

Outra grande epidemia ocorreu nos EUA, no ano de 1988, durante um programa de
reflorestamento, onde 84 pessoas de 15 estados diferentes infectaram-se com um musgo
contaminado por S. schenckii, devido & exposicdo & mudas de plantas “8. Na década seguinte,
houve uma pequena epidemia de esporotricose, ap6s uma festa de Helloween, onde o feno
presente no local estava containado “°.

Recentemente, na Australia, houve um aumento na incidéncia de esporotricose por S.
schenckii devido & contaminagdo de feno presente em areas rurais °°. Outras éareas ja
consideradas endémicas foram Japéo, com cerca de 150 casos a cada ano durante as décadas de
1940 e 1980, Peru, com aproximadamente 28 anos de duracdo, e Franca, onde Beurmann e
Gougerot descreveram centenas de casos °1 3. Embora o fungo tenha sido isolado pela primeira
vez na Franca, e até o século passado era alvo de uma grande epidemia, atualmente, ha raros
casos de infeccéo por Sporotrhix 1153,

No Brasil, a esporotricose tornou-se uma micose muito comum, principalmente pelo

envolvimento entre humanos e animais, sendo o sudeste brasileiro a area mais afetada, em
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especial os estados de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul **. No estado de S&o
Paulo, casos de esporotricose foram relatados na década de 1920 quando Aguiar Pupo
descreveu 76 casos de esporotricose humana transmitidos por via sapronética. Apos 30 anos,
na década de 1950, foram relatados 344 casos de esporotricose, alguns, associados a felinos
doentes >,

Ainda no século XX, o estado de S&o Paulo comecou a relatar diversos casos de
esporotricose humana, mas sé no século seguinte houve um aumento nas infecgcdes causadas
por animais infectados °"%8, Em 2011, o primeiro isolado genotipado como S. brasiliensis foi
de casos humanos do distrito de Itaquera, zona leste de S&o Paulo *°. Um estudo transversal
mostrou que 40% dos casos de esporotricose humana no periodo de 2003 a 2013 estavam
associados ao contato com felinos doentes, sendo 44% associados a trabalhadores rurais, 16%
a empregadas domésticas e 12% a veterinarios ¢°. No periodo de 2010 a 2018, 260 casos de
esporotricose humana foram diagnosticados, sendo 700% maior 0 nimero de casos no triénio
2016-2018 quando comparado ao triénio 2013-2015, ja em felinos, foram relados 685 casos no
triénio 2014-2016, €3.081 no triénio 2017-2019, um aumento de 450% 5°61.62,

No Rio Grande do Sul, até o ano de 1987, foram relatados 311 casos de esporotricose
diagnosticados, sendo, 189 moradores do municipio de Santa Maria ®3. Dando continuidade ao
estudo de Londero et al., Lopes e colaboradores, entre os anos 1988 a 1997, relataram 31 casos
de esporotricose diagnosticados no Hospital Universitario de Santa Maria, destacando um
declinio na incidéncia desta micose ®. Na capital do estado, no municipio de Porto Alegre,
entre 1967 e 2002, foram diagnosticados 304 casos de esporotricose humana provenientes do
hospital Santa Casa de Misericordia de Porto Alegre ®°. No litoral do estado, no municipio de
Rio Grande, 129 casos de felinos infectados com esporotricose foram confirmados no periodo
de 2010 e 2014 °°.

A ocorréncia da esporotricose acomete animais e seres humanos de diversos lugares e
regides, mas nenhum deles atingiu proporcées epidémicas tdo grande como o estado do Rio de
Janeiro, tornando a esporotricose uma doenca de notificacdo obrigatdria, ou seja, todos 0s casos
suspeitos devem ser registrados no Sistema de Informacgéo de Notificacdo de Acidentes de
acordo com as diretrizes da Secretaria Estadual de Satde do Rio de Janeiro >, Mais de 4.000
casos de esporotricose foram relatados entre os anos 1997 e 2011 pela Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz) 28. Na década anterior, entre 1987 e 1997, apenas 13 casos humanos de esporotricose

havia sido relatado, em 1998 ja eram 66 casos humanos, 7 caninos e 117 casos em felinos.
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Desde entdo, os nimeros aumentaram constantemente *’. Em 2004 os ndmeros de infectados
ja alcancada quase 800 humanos e 1.600 felinos °’.

Até o ano de 2015, a Fiocruz ja havia relatado quase 5.000 casos de esporotricose
humana e animal, separadamente &4, Segundo o boletim epidemiolégico de esporotricose do
estado do Rio de Janeiro, em 2019, 1.586 pacientes foram confirmados com a doenga e em 2020
houve uma diminuicdo de casos, sendo relatados 1.030 ©,

Fatores como idade, raca e sexo, nao interferem no contagio da doenca, contudo, ha uma
prevaléncia maior de mulheres infectadas na India e Japdo devido ao grande ndimero de

mulheres na agricultura nestes paises .

2.1.5 Aspectos zoonoticos

Nos ultimos 20 anos, a esporotricose tem chamando a atencdo devido a sua transmissao
zoondtica entre humanos e felinos em algumas regides brasileiras, devido ao fato de conviverem
no mesmo ambito familiar, facilitando o contagio 8. Em 1952, Singer e Muncie levantaram a
hipdtese da existéncia da transmissdo zoonotica envolvendo gatos e humanos, mas s6 na década
de 1980 o potencial zoondtico foi reconhecido, quando Read e Sperling relataram cinco
individuos expostos a um gato infectado, sendo sua transmissao atraves de arranhfes e mordidas
desse animal 0™,

Os felinos domésticos sdo os principais transmissores da micose ho homem quando
comparado a cées, tatu, roedores, ou outros animais que demonstram um perfil zoonético ndo
tdo significativo °. Com a domesticagio destes gatos, houve uma facilidade na propagacéo desta
zoonose °. Isso ocorre devido a quantidades elevadas de leveduras (alta carga flngica) nas
lesGes cutaneas, apresentando maior sensibilidade a espécie S. brasiliensis, considerada esta, a
espécie mais virulenta do complexo Sporothirx spp. 572,

No Brasil, desde 1998 ha relatos de transmissdo zoondtica causada pela espécie S.
brasiliensis, sendo o Rio de Janeiro o estado considerado hiperendémico, associado a gatos
doentes em relacdo as outras regifes que apresentam casos esporddicos de esporotricose
(Figura 3) 581254 Nos demais paises a esporotricose zoondética causada por S. brasiliensis é
praticamente inexistente, exceto na Argentina, que apresenta casos esporadicos 3. Em
contrapartida, a esporotricose zoongtica associada a S. schenckii tem sido descrita em inumeros

paises, como EUA, México, Japdo, Panama, Malasia e india 8.
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Figura 3: Distribuicdo geogréafica dos casos de esporotricose causadas por S. brasiliensis entre
0s anos de 1998 e 2016.

Fonte: Adaptado de GremiZo et al. 8.
2.1.6 Morfologia

O género Sporothrix engloba diferentes espécies, entre elas, S. brasiliensis, S. globosa,
S. mexicana, S. pallida, S. albicans e S. chilensis, ambas com morfologias semelhantes a forma
filamentosa de S. schenckii 7. Caracterizado como um fungo dimorfo capaz de infectar tanto
humanos quanto animais, o Sporothrix apresenta duas fases morofoldgicas, a saprofitica
(miceliar) cultivadas a 25°C, e a fase parasitaria (leveduriforme) cultivadas a 37°C 2.
Macroscopicamente, o fungo na sua forma saprofita apresenta, dentro de duas semanas,
coldénias membranosas, com coloracdo branca amarelada que gradativamente assumem
coloragdo marrom a negra, devido a formagéo de conidios e melanina 2. Suas caracteristicas
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micromorfolégicas sdo caracterizadas pela presenca de conididsporos alongados, com conidios
unicelulares com formas elipticos ou ovaladas em forma de “ flor de margarida’’, suas hifas séo
hialinas e septadas "/,

O Sporothrix na sua forma parasitaria possui colonias cremosas de cor creme a cinza, e
micromorfologicamete ha a presenca de células levedurifomes pequenas, ovaladas e em forma
de “ charuto ”, podendo apresentar brotamento simples ou maltiplo ”°. Em 2007, Marinon e
colaboradores consideraram a possibilidade da caracterizacdo das espécies de S. schenckii
através da morfologia dos conidios .

Fungos saprofitas degradam todos os tipos de matéria organica, e o contato dos sereis
vivos com os metabolitos produzidos por eles, causam infeccdes, devido a perda da fungdo
decompositora, adaptando-se ao novo ambiente 7. Durante esta evolucdo, espécies de
Sporothrix desenvolveram alguns fatores de viruléncia para lidar com estresses ambientais,
entre eles destacam-se a producdo de melanina, que auxiliam na sobrevivéncia do micro-
organismo ®®, Recentemente um estudo mostrou que na presenca de algumas bactérias, a

espécie S. brasiliensis produz maiores quantidade de melanina &,

2.1.7 ManifestacGes clinicas

Por ser uma doenca polimorfica, a esporotricose apresenta diferentes manifestacdes
clinicas, sendo elas, a linfocutanea, cutinea fixa, cutanea disseminada e extracutanea . A
forma linfocutanea e cutanea fixa sdo as mais frequéntes em pacientes, enquanto a cutanea
disseminada e extracutanea aparecem com menos frequéncia na populacdo, mas quase sempre
acometendo pacientes imunocomprometidos (HIV/AIDS, cancer, diabetes, alcoolismo) 8. A
forma de manifestacdo extracutanea resulta da inalacdo dos esporos, e mesmo sendo rara pode
ser fatal 7. Alguns fatores contribuem na patogénese da esporotricose, como a imunidade do

hospedeiro, profundidade do trauma, quantidade do indculo e a espécie de Sporothrix envolvida
11

2.1.7.1 Forma linfocutanea

Das diferentes manifestacdes clinicas, a forma linfocutanea € considerada a mais
frequente (80% dos casos), sendo resultado da inoculagdo dos esporos fangicos na pele,

principalmente em maos e antebracos seguido por ulceracdo da lesdo cerca de quatro semanas
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ap6s o contagio (Figura 4A) 8182 A forma linfocutanea pode acometer pessoas de diferentes
idades, sendo que em criancas ela se manifesta com lesdes faciais e formacdo de nddulos,
dificultando a diferenciacio entre a forma cutaneo fixa 884 Na lesdo primaria, a infeccéo
segue pelo trajeto linfatico com a presenca de nddulos indolores, ja na lesdo secundaria ha uma
variacdo de morfologia na qual nédulos ou pépulas eritematosas ulceram, produzindo material
purulento *8% A cicatrizagdo das lesdes, se tratadas corretamente, ocorrem entre algumas

semanas, podendo tornar-se cronicas caso nao tratadas 2.

2.1.7.2 Forma cutanea fixa

A forma cutanea fixa é vista em cerca de 20% dos infectados com esporotricose e
geralmente acomete individuos de todas as idades, causando lesbes papulosas com placas
verrucosas ou ulceradas na face, pescogo, bragos, maos e pernas, normalmente indolores e
restritas ao sitio de inoculacdo, sem comprometimento linfatico (Figura 4B) 3887 As leses
causadas pela forma fixa tendem a apresentar remissdo espontanea, mas podem recidivar,

levando a cronicidade do caso, podendo persistir durante anos *’.

2.1.7.3 Forma cutanea disseminada

A forma cutanea disseminada é relativamente rara, correspondendo cerca de 8% dos
casos de esporotricose, podendo resultar da disseminacdo hematogénica geralmente associadas
a pacientes imunossuprimidos (pacientes com HIV/AIDS, diabetes, etilista, uso de
quimioterapia ou drogas imunossupressoras) causado lesGes Osseas, pulmonares e articulares,
devido a inalaco ou ingestdo dos esporos de S. schenckii "#8. Ha relatos de esporotricose
cutanea disseminada em pacientes de diferentes idades, mas poucos relatos em pacientes
imunocompetes 829091 Inicialmente a forma disseminada pode apresentar lesdes cutaneas
verrugosas apos trés semanas do contagio, e ao alcangar a circulacéo linfatica forma nodulos

ulcerativos que podem liberar secrecdo (Figura 4C) %,
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Figura 4: Diferentes manifestacOes clinicas causadas pela esporotricose. A) Lesdes ulcerativas
no membro superior — forma lifocutanea; B) Lesdo eritematosa na face — forma cuténea fixa;
C) Lesoes ulcerativas nos membros inferiores — forma cutanea disseminada; D) Les&o ulceratia

no membro superior — forma extracutanea.

Fonte: Adaptado de Belda et al. &; Taninratapat et al. 8"; Alvarez-Rivero et al. °*; Friedman et

al. %, respectivamente.

2.1.7.4 Forma extracutanea

Entre as manifestacGes clinicas da esporotricose, a menos frequente é a forma
extracutanea, caracterizada por afetar um ou mais 6rgdos devido a sua disseminacao
hematogénea, normalmente em pacientes imonocomprometidos ‘. Por ser de carater
oportunista, pode haver comprometimento dos 0ssos, pulmdes, sistema nervoso central (SNC),
olhos, articulacdes e pele 17°4%, Distlrbios osteosarticulares sdo os mais frequentes, podendo

ocorrer mesmo sem a presenca da lesdo cutanea, afetando os metacarpos, a tibia, articulaces
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do cotovelo e tornozelo, ou qualquer outro osso (Figura 4D) . A esporotricose pulmonar
ocorre mais comumente por meio da inalacdo dos conidios, e casos esporadicos tem sido
descrito em pacientes portadores de HIV/AIDS, podendo ser confundida no primeiro instante
como tuberculose, devido sua apresentagdo clinica semelhante °%, O comprometimento do
SNC é de dificil diagndstico, sendo mais visto na forma de meningoencefalite e hidrocefalia, e
na maior parte também associada a pacientes portadores de HIV/AIDS 17,

2.1.8 Melanina

A pigmentacdo de cor marrom e/ou preta presente nas diferentes espécies de Sporothrix
ocorre devido a deposicdo de melanina na sua parede celular, sendo esta, considerada fator de
viruléncia no desenvolvimento da doenca . Além disso, a melanina possui 0 mecanismo de
protecdo ao fungo, seja ele contra altas temperaturas, condi¢Oes de estresse, predacao de outros
micro-organismos presentes no solo, como também contra a fagocitose e morte por macrofagos,
monacitos, e proteinases extracelulares, garantindo a sobrevivéncia dos fungos no ambiente e
durante a infeccdo 79190, As principais espécies patogénicas do género Sporothrix capazes de
sintetizar pelo menos um dos trés tipos de melanina (DHN-melanina, a L-DOPA-melanina, e a
Piomelanina) sdo: S. globosa, S. brasiliensis e S. schenckii %1, No presente estudo, as
amostras melanizadas ndo inteferiram no crescimento e na metodologia utilizada.

Além do género Sporothrix, outros fungos apresentam esta caracteristica de
melanizacdo, como o0 Paracoccidioides brasiliensis e também agentes da cromoblastomicose
(CBM), como visto no estudo de Heidrich e colaboradores, onde foi verificado que a melanina
presente nos agentes da CBM conferiu protecéo contra o estresse oxidativo em todos os isolados
102-104 'Na Figura 5 ¢ possivel observar a diferenca entre a cultura com e sem a presenca de

melanina.
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Figura 5: Diferenca entre as culturas de Sporothrix sp em agar Sabouroud Dextrose a 35°C por
14 dias; a esquerda apresentando melanizacao; a direita, cultura branca-bege ndo-mielinizada.

Fonte: Autoria propria.

2.1.9 Diagnostico

A esporotricose necessita de métodos precisos e confiaveis para sua identificacdo
correta, e seu diagndéstico ocorre através de técnicas classicas, como o cultivo microbioldgico,
exames citoldgicos e histopatolégicos, sorodiagndstico, até a utilizacdo de técnicas moleculares
complexas *2. A suspeita clinica é o primeiro passo para o diagnostico precoce da esporotricose,
visto que, suas lesdes cutdneas fazem diagnostico diferencial com a leishmaniose tegumentar,
tuberculose cutanea, paracoccidioidomicose, cromoblastomicose, blastomicose, e outras
micobacterioses atipicas °. Em situacOes hiperendémicas, o diagnostico clinico e
epidemioldgico é aceitavel para iniciar o tratamento, contudo, € importante ressaltar que o
tratamento prévio com antifangicos pode reduzir a sensibilidade dos exames laboratoriais para
o diagnostico da infeccéo, por isto a confirmacao diagndstica é fundamental para um tratamento
correto, diminuindo a morbidade que impacta a satide pablica 4,

A cultura fangica é considerada o padréo ouro do diagndstico da esporotricose, onde o

isolamento de S. schenckii é obtido através do cultivo da amostra, tais como, saliva, fragmento
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das lesBes cutaneas, puncionado das lesGes purulentas, secre¢do nasal, sangue e até liquidos
sinovial, cultivados em &gar Sabouraud Dextrose com cloranfenicol para evitar contaminacao
bacteriana, ou em meio ciclo-heximida na qual reduz a contaminacdo por alguns fungos
saprofitos 8, O cultivo € feito a 25°C e exige em média sete dias para o crescimento inicial
do fungo, onde ha o aparecimento de colénias filamentosas hialinas, inicialmente brancas, que
com o tempo tornam-se de cor marrom no centro da coldnia, devido a formagéo de melaninal®.
Microscopicamente observam-se hifas finas, sepatadas e ramificadas, com arranjo semelhante
a “flor de margarida” *'.

Por ser considerado um fungo de crescimento lento, é necessario a conversao da fase
filamentosa para a leveduriforme por subcultura a 37°C em agar sangue ou em agar Brain Heart
Infusion (BHI) para confirmar o suposto agente 2. Entre cinco a sete dias, a coldnia assumira
um aspecto cremoso de cor bege amarelado, sua micromorfologia apresenta células
leveduriformes hialinas e globosas ". Para a confecgdo do microcultivo tanto na forma
levuduriforme quanto filamentosa, a 1amina é feita utilizando lactofenol-azul de algoddo em
um microscopico Optico nos aumentos 100 e 400X %, Estas caracteristicas morfologicas
analisadas no microcultivo determinam a correta identificacdo do género, mas ndo sdo capazes
de diferenciar as diferentes espécies do complexo Sporothrix . E importante ressaltar que
amostras sem crescimento em até duas semanas, ndo devem ser consideradas negativas, em
algumas culturas é necessario manter por pelo menos 30 dias devido a possibilidade de
crescimento tardio %,

Outros métodos utilizados para diagnéstico micol6gico direto da esporotricose sdo 0s
exames citopatoldgico, histopatologico e imuno-histoquimico, especialmente em animais 1%.
O exame citopatologico é considerado um exame simples, rapido e de baixo custo, realizado
através da impressdo da lesdo cutanea “3. Os métodos de coloracio utilizados rotineiramente
s&o do tipo Romanowsky, como o método Pandptico Rapido e/ou Gram e Giemsa 3. A lamina
deve ser feita com qualidade para entdo ser corada e analisada por microscopia de luz, utilizando
objetiva de 40x e 100x, para a observacio de estruturas leveduriformes Sporothrix spp. 1%.

As estruturas fangicas do Sporothrix sdo de dificil observagdo em amostras humanas,
devido a escassez de células fungicas, ja& em amostras felinas, ha uma elevada carga flngica
presente, fazendo com que as células leveduriformes sejam facilmente encontradas °. Em
felinos, as estruturas observadas sdo células leveduriformes de formato redondo a oval, podendo
apresentar também forma de “charuto” no interior dos macréfagos e neutréfilos 1%. O exame

citopatologico é recomendado em areas endémicas e quando ha dificuldade em realizar a cultura
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fangica, permitindo que haja um tratamento precoce da doenga, mas é importante ressaltar que
resultados negativos ndo devem ser descartados devido a possibilidade de falso negativo *.

O exame histopatoldgico possui as mesmas limitacGes do citopatoldgico em relacdo ao
ndo aparecimento de células de S. schenckii devido a escassez de leveduras nas lesbes de
humanos !, Para este exame, sdo coletadas amostras de pele das bordas das lesdes e entdo
fixadas em blocos de parafina para posterior bidpisia ''? . Recomenda-se no minimo 20 cortes
seriados ao bloco de parafina 2. Esse método utiliza a coloragdo Hematoxilina e Eosina (HE),
Grocott e Acido Periddico Schiff (PAS) para o diagndstico de esporotricose, na qual facilita a
observagéo das células em forma de “charuto” 1%,

As caracteristicas do exame histopatolégico em geral, sdo constituidas por
microabscessos de neutréfilos, mostrando processo inflamatorio granulomatoso e piogénico,
sendo possivel observar ‘“corpos asteroides” e leveduras globosas e em “forma de
charuto”3114 A presenca de corpos asteroides é chamada de fendmeno de Splendore-Hoeppli,
que consiste em um material eosinofilico circundando a célula flngica, ressaltando que esse
fendmeno ndo é especifico da esporotricose podendo ser observado em outras doencas
infecciosas e granulomatosas %4,

Outra opcdo possivel, mas quase em desuso, é o teste intradérmico, utilizado desde
1947, que consiste em detectar hipersensibilidade tardia a esporotriquina ou Peptideo
Rhamnomanano (PRM) através da aplicacdo intradérmica de antigenos obtidos de culturas
filtrada de S. schenckii 1*°. A aplicacéo ¢ feita por injecdo intradérmica no antebrago ou dorgo,
se resultado positivo, em 48h ap0s aplicacdo, a area da injecdo se torna eritematosa, dolorosa e
endurecida ’. Os casos cutaneos fixos e linfocutaneos, o teste é altamente positivo, em pacientes
com baixa imunidade celular (AIDS, diabetes), e, em casos de esporotricose disseminada, ha a
possibilidade de diagnosticos falso negativo 1611,

Diferentes técnicas soroldgicas podem ser empregadas no diagnostico da esporotricose,
como a imunoeletroforese, imonodifusdo e aglutinacdo em latex, que atualmente estdo sendo
substituidas por testes imunoenzimaticos por apresentarem maior sensibilidade e rapidez 612,
Os testes imunoenzimaticos, em especial o Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA), é
um teste que detecta anticorpos 1gG utilizando antigenos purificados de Sporothrix spp. na
forma leveduriforme, ou extrato bruto na forma filamentosa de S. schenckii, ambos com
especificidade e sensibilidade satisfatorios, sendo utilizado tanto para diagnésticos humanos

quanto para animais 118120,
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Este teste possui papel fundamental na prevaléncia e transmisséo do fungo, podendo ser
aplicado no monitoramento do tratamento ou recidivas da esporotricose 8. Sobretudo, mesmo
com seu alto desempenho, o teste ELISA e as outras técnicas soroldgicas citadas, fornecem um
diagnostico presuntivo da esporotricose, fazendo-se necessario o uso da correlacdo clinica e
epidemioldgica para diagnostico final 12,

H4 ainda os testes de diagnosticos moleculares, na qual possuem papel importante na
determinacdo de espécies, reduzindo cerca de 12h o tempo de identificacdo do agente e
ajudando a minimizar surtos devido a espécies distintas de Sporothrix 2. Por ser de dificil
acesso em laboratdrios convencionais, pesquisadores levaram ao desenvolvimento de diferentes
métodos diagndsticos a nivel molecular, a fim de identificar as diferentes espécies de Sporothrix
através do sequenciamento de seus genes 8. A técnica de reacdo em cadeia da polimerase
(PCR) é utilizada no diagndstico da esporotricose, e principalmente na identificacdo ao nivel
de especie, sendo uma técnica altamente sensivel, e as amostras a serem analisadas podem ser
desde culturas fungicas, a fragmentos de tecidos congelados ou parafinizados %122,

A PCR é baseada em sequéncias de Acido Desoxirribonucleico (DNA), que codificam
proteinas, como beta-tubulina e calmodulina, sendo o gene CAL, o padrdo ouro capaz de
separar claramente as diferentes espécies na arvore filogenética 1%/, Ha também técnicas
moleculares capazes de diferenciar S. schenckii, S. globosa, S. brasiliensis e S. luriei, através
do DNA extraido de cultura pura, sendo o PCR espécie-especifica, Rolling Circle Amplification
(RCA) e T3B RAPD, porém, algumas dessas técnicas podem apresentar limitacGes devido a
suas complexidades 12312,

Os métodos moleculares podem vir a se tornar sistemas de deteccdo e identificagdo
rotineiros em laboratérios de micologia, por utilizar pequenas quantidades de amostras, quando
comparado a métodos tradicionais, e outro método comumente utilizado é a Matrix Associated
Laser Desorption lonization - Time of Flight (MALDI-TOF), através da espectrometria de
massa de tempo de voo (TOF-MS) , onde possuem apenas 0 banco de dados de S. schenckii,
ndo sendo capazes de diferenciar as diferentes espécies %1262/ Possui a vantagem de
identificar rapidamente as col6nias com economia de material e mao de obra, porém, possui a

desvantagem de ser um equipamento caro 128,
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2.1.10 Tratamento

A escolha do tratamento da esporotricose é baseada nas condic¢des clinicas que o
individuo apresenta, junto com a avaliacdo das interacGes medicamentosas e analises das lesdes
cutaneas, tudo para prevenir a disseminacéo de casos graves 2. As medicacdes utilizadas ainda
sdo bastante estudadas, e 0 baixo custo, a forma de administragéo, o local da infecgéo (se
localizada ou disseminada), ou se ha infeccdes sistémicas e graves, influenciam na escolha da
terapia 3. Em geral, os medicamentos utilizados para humanos e animais sio 0s mesmos,
entretanto, casos de esporotricose felina representam um desafio no tratamento devido a
dificuldades de administracdo dos farmacos e ao isolamento do animal em local proprio,
contribuindo para o abandono do tratamento por parte do tutor 129130,

O uso de iodetos no tratamento da esporotricose foi descrito em 1903 por Sabouraud, e
desde 1907, e através de De Bermann, sua solucdo saturada vem sendo utilizada para
esporotricose cutanea e linfocutdnea por apresentar resposta terapéutica satisfatoria, facil
administragdo e baixo custo 2. A solucgo saturada de iodeto de potassio (SSKI), ndo é efetiva
para formas extracutaneas de esporotricose e no geral apresenta uma demanda grande de efeitos
colaterais, incluindo iodismo, ictericia, tremores, intoler&ncia  gastrointestinal,
hipertireoidismo, hipotireoidismo, problemas cardiacos, cefaleia, insdnia e depressdo, podendo
ser suspensa a medicagdo por alguns dias e reinstituida com doses menores 314,

A duracdo do tratamento é dependente do quadro clinico do paciente e de culturas
negativas ap0s a completa terapia, que varia de 3 a 4 meses. A administracao € feita por via oral
em solucdo saturada de iodeto de potassio 2 a 4 g/dia 3xdia 3. O uso do SSKI tem sido efetivo
em casos de resisténcia a outros antifingicos, podendo também ser utilizado por pacientes
pediatricos, com dose maxima de 1 a 2g/dia 3x/dia 31132, Em gestantes e lactantes o uso de
iodeto de potassio é contraindicado, devido ao alto risco de hipertireoidismo neonatal *.

Como alternativa ao iodeto, na década de 1980 o itraconazol (ITZ) entrou em cena, €
apesar o alto custo, tornou-se o farmaco de primeira escolha para casos de esporotricose 113133,
Pertencente a classe dos azois, 0 ITZ nas doses de 100 a 200 mg/dia com duracéo de 3 a 6 meses
costuma ser eficiente e toleravel, com menos efeitos adversos quando comparado ao SSKI 4,
Em pacientes pediatricos seu uso é recomendado com doses de 5 mg/kg/dia, e apesar de ser
considerado o medicamento de escolha, esta cada vez mais frequente espécies de Sporothrix
resistentes ao 1TZ 8135136 Além da monoterapia, a associagdo do iodeto de potassio com o

itraconazol mostrou ser efetivo com alta taxa de cura clinica no tratamento da esporotricose em

35



casos humanos e animais "%, O fluconazol (FLU), também da classe dos azdis, na dosagem
de 400 mg/dia, € utilizado como terapia de segunda linha contra a esporotricose, quando o
paciente ndo consegue tolerar o itraconazol ou por apresentar interagdes medicamentosas 3.

Em relacdo aos outros derivados azolicos, o cetoconazol (KET) ndo é recomendado por
apresentar baixa eficacia clinica e hepatotoxicidade nos casos de esporotricose . O
posaconazol (PSZ) e o voriconazol (VRZ) mostraram ser efetivos em murinos, mas ainda néo
ha relatos de sua efetividade em humanos infectados com Sporothrix 139140,

A terbinafina (TRB) é um antifungico utilizado no tratamento de diferentes infeccdes,
incluindo a esporotricose, por ser bem tolerado quando o Itraconazol ndo é uma opcao a ser
utilizada, seja por interacbes medicamentosas, resisténcia fungica ou pelo custo do
mesmo’#142. A dose recomendada é de 250 mg/dia em um periodo de 4 a 6 meses, e diferente
dos triazélicos, a TRB apresenta menos efeitos colaterais e intera¢cbes medicamentosas, sendo
comumente relatados vomitos, desconforto abdominal e nauseas *3. Seu uso associado ao 1TZ
tem se mostrado eficaz em casos de esporotricose cutanea 14314,

A anfotericina B (AMB), apesar da alta toxicidade na forma convencional, sua forma
lipossomal é o medicamento de escolha em casos de esporotricose disseminada, pulmonar, em
pacientes imunocomprometidos, gestantes e em casos de recidivas **8, Seu uso é recomendado
na fase inicial da doenca, através da administracdo intravenosa na dose de 3-5mg/kg/dia, e ap6s
resposta positiva ao tratamento, a AMB pode ser substituida pelo Itraconazol %. A duragéo do
tratamento varia de acordo com a resposta do paciente e aos efeitos colaterais presentes . O
uso de 1TZ combinada com AMB lipossomal ¢ descrita em casos de esporotricose 2%146:147,

Além dos tratamentos com antifingicos, ha métodos alternativos que também podem
ser usados, como a termoterapia e crioterapia 1481, A termoterapia consiste em submeter o
local afetado a temperaturas acima de 42°C por 30 minutos 2x/dia, como banhos quentes e
bolsas térmicas, devido ao fato de que S. schenckii é incapaz de crescer em temperaturas
elevadas *°!. Esta técnica é normalmente combinada com outros farmacos, como o ITZ ou
SSKI, ndo sendo recomendada como monoterapia 14°.

A crioterapia é mais invasiva e dolorosa que a termoterapia, ela consiste no
congelamento do tecido bioldgico, levando a sua destrui¢do, principalmente em doengas
degenerativas ou neoplasicas 1492, Sua utilizagdo ocorre quando o tratamento com itraconazol
ou iodeto de potassio, no periodo superior a seis meses, nao sdo suficientes para a melhora do

paciente com lesbes cutineas 3. Ha relatos positivo do seu uso em humanos, em especial
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mulheres gestantes e felinos, principalmente quando combinado h& um farmaco

antiflingicol48.149.154,

2.2 Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)

2.2.1 ldentificacdo de micro-organismos por FTIR

A identificacdo das espécies de Sporothrix € realizada por meio da analise de DNA,
porém, a técnica € considerada complexa, envolvendo varios passos e possuindo alto custo com
0s reagentes necessarios para a analise, devido a estes aspectos, hd uma crescente busca por
novos métodos capazes de identificar micro-organismos através de ferramentas mais simples
19122155 O método espectrométrico de massa MALDI-ToF e o método espectrométrico de
infravermelho (IV) FTIR, estdo sendo utilizados com maior frequéncia, em especial o FTIR,
devido ao seu custo e sua rapidez 127156157,

O uso da radiacdo IV iniciou-se por volta do ano de 1900, e na década de 60 surgiram
0s primeiros espectrémetros por transformada de Fourier, operando com o principio do
interferometro de Michelson 1°8, Somente uma década depois, em 1970, o uso do FTIR tornou-
se popular, podendo hoje em dia, ser aplicada para qualquer tipo de composto °%16% A regido
IV é subdividida em trés regides, a regido do IV proximo (NIR), do IV médio (MIR) e do IV
distante (FIR), sendo 0 MIR a regi&o mais utilizada para a identificacio microbiana °°.

FTIR é um método fisico-quimico baseado na vibracdo dos &tomos e moléculas atraves
da interacdo entre luz e matéria, capaz de identificar individualmente a frequéncia de cada
espécie a ser analisada, gerando ao final, um espectro de IV contendo a “impressao digital” de
cada amostra, ou seja, quais grupos funcionais estio presentes em cada uma delas 6162, Esta
técnica possui aplicacbes muito amplas, sendo utilizada em diferentes areas, considerada ndo
destrutiva e relativamente facil, capaz de utilizar pouca amostra, gerando uma quantidade
minima ou nula de residuos, além de possuir alta sensibilidade e seletividade, com custos
consideravelmente menores quando comparado as demais técnicas de identificagdo 60163,

Esta técnica € capaz de medir os comprimentos de ondas simultaneamente, tornando
possivel a coleta de varios espectros sem gque haja aumento na relagéo sinal-ruido. Desta forma,
seu uso tem sido largamente empregado na pesquisa cientifica, com uma ampla faixa de estudos
bioldgicos 164185, Neste trabalho, o FTIR serd empregado na identificagdo das espécies de

Sporothrix, visto que, diversos estudos foram publicados com o uso do FTIR na identificagcéo
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de micro-organismos 221%6-19 Mas além desta capacidade, os espectros de IV sdo (teis na
deteccdo, quantificacdo e caracterizagdo de diferentes compostos 17174 Na Tabela 2 estéo
presente as bandas, com suas respectivas interpretacdes, que normalmente sdo encontradas em
espectros de 1V microbiano **°.

As amostras microbianas para medicdes no IV devem ser aplicadas as técnicas de
Absorbancia/Refletancia (A/R), Absorcdo/Transmissao (A/T), Reflexdo Difusa (DRIFTS) ou
Reflexdo Total Atenuada (ATR) **°. Tanto para a técnica A/R quanto para A/T, aplica-se 0 uso
de uma suspensdo microbiana desidratada em forma de uma pelicula transparente, ja na
DRIFTS as amostras utilizadas sdo liofilizadas, nas amostras por ATR € utilizada uma analise
direta de amostras de fungos para assegurar que haja contato direto com o cristal de diamante
do ATR %17 Ppor utilizar amostras na forma Umida ou liofilizadas, as técnicas A/R, A/T e
DRIFTS sdo consideravelmente menos interessantes em amostras de fungos
filamentosos/patogénicos, devido a facilidade dos esporos em serem dispersos no ambiente,
tornando a técnica ATR a mais escolhida para esse tipo de amostra 76,

Para analise dos conjuntos de dados espectrais da FTIR desenvolveram-se métodos
estatisticos sofisticados, capazes de analisar os dados de absorbancia espectral relacionados a
varias frequéncias simultaneamente, tornando possivel modelar as propriedades fisico-quimicas
das amostras analisadas *""1’8. Esses métodos estatisticos sdo chamados de métodos de analise
multivariada, dividindo-se em métodos supervisionados e ndo supervisionados, fazendo parte
do campo da quimiometria, uma area consideravelmente rica para aquisicdo de dados,
interpretacio e concepcdo 7°8. Os métodos ndo supervisionados incluem a Analise por
Componentes Principais (PCA) e a Analise Hierarquica de Agrupamentos (HCA), ambos
capazes de diferenciar espectros ainda ndo identificados, obtendo uma impressdo da
heterogeneidade e similaridade dos conjuntos de dados desconhecido, mostrando uma
separacao geral dos grupos presentes, além de detectar amostras andmalas, essas, excluidas para
entdo submissdo a uma analise por técnicas supervisionadas 174181,

Nas técnicas de andlise supervisionada sdo incluidas a analise discriminante por
minimos quadrados parciais (PLSDA), a regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) e a
de redes neurais artificiais (ANN) 8. Por possuirem conhecimento prévio das amostras a serem
analisadas, as técnicas supervisionadas tornaram-se as mais recomendadas para identificacdo
microbiana, com a capacidade de definir classes e otimizar modelos 8. Dentre as diferentes
técnicas, o PLSDA é a analise multivariada mais utilizada para classifica¢éo e discriminacgéo,

sendo uma ferramenta confiavel, rapida e consideravelmente de baixo custo 83184,
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Tabela 2 - Interpretacdo de bandas normalmente encontradas em espectros no infravermelho

microbiano.

Frequéncia (cm™)

Interpretacéo

~3500

~3200
2959
2934
2921
2898
2872
2852
1741
1715

~1695, 1685, 1675

~1655
~1637
1548
1515
1468
~1400
1310-1240
1250-1220
1200-900
1085
720
900-600

O-H: estiramento ou grupo hidroxila

N-H: estiramento (amida A) de proteina

C-H: estiramento assimétrico de -CHs

C-H: estiramento assimétrico de >CH>

C-H: estiramento assimétrico de >CH em acidos graxos
C-H estiramento de metina-CH

C-H: estiramento simétrico de -CHz

C-H: estiramento simétrico de >CH> em &acidos graxos
>C=0 estiramento de ésteres

>C=0 estiramento de ésteres, RNA/DNA, -COOH
amida I: folha pregueada antiparalela ou voltas 3 das proteinas
amida | de estrutura a-hélice

amida | de folha 3 pregueada

amida Il

banda de tirosina

C-H: deformacéo de >CH>

C=0: estiramento simétrico de COO"

amida 111 de proteinas

P=0: estiramento assimétrico de >PO>" de fosfodiésteres
C-0O-C, C-O: vibragdes do anel de carboidratos C-O-P, P-O-P
P=0: estiramento simétrico de >POy

C-H rocking de >CH>

Regido Fingerprint

Fonte: adaptado de Neumann.
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2.2.1.1 Identificacdo de fungos patogénicos humanos por FTIR

Infecgbes flngicas causadas por micro-organismos patogénicos tém aumentado
concomitantemente durante os anos, e a identificacdo errdnea de tais, pode levar a um
tratamento antifingico inadequado, causando complicagBes 1’®. Embora os métodos de
sequenciamento de genes sejam eficazes, o FTIR tornou-se um método promissor para a
identificacdo rapida e precisa, especificamente na area microbiol6gica quando aliada a analises
estatisticas multivariadas, permitindo monitorar alteracdes bioquimicas e moleculares das
amostras microbianas analisadas 17618,

Estudos analisando fungos patogénicos humanos pela técnica de FTIR sdo recentes,
sendo o primeiro deles publicado por Schmalreck e colaboradores no ano de 1998, com a
diferenciacéo e caracterizacdo de Candida albicans e Exophiala dermatitidis, comparadas com
métodos convencionais de identificagdo 8°.

O artigo citado acima foi utilizado para compor a reviséo da literatura sobre o tema,
ademais, seguindo uma linha do tempo baseada na busca de dados dos ultimos cinco anos de
fungos identificados por FTIR, citada na Tabela 1, dez artigos tiveram como objetivo o0 uso de
FTIR como possivel método de identificacdo fungica. Os estudos publicados estdo apresentados
na Tabela 3, onde alguns aspectos gerais dela podem ser discutidos, entre eles, estéo:

- Das leveduras patogénicas apresentadas, o género Candida possuiu maior destaque,
correspondendo a 50% de todos os estudos com o objetivo de identificar fungos patogénicos
pela técnica de FTIR, sendo utilizadas tanto a técnica exploratéria PCA e HCA como também
SIMCA, CPCA, OPLS-DA, LDA e EMSC, para encontrar semelhangas e também diferencas
entre as espécies;

- Alguns fungos filamentosos considerados patogénicos ndo oportunistas também estdo
presentes, como os dermatdfitos do género Microsporum e Trichophyton e suas diferentes
espécies, e também agentes da CBM como o género Exophiala sp..

- Dentre os meios de cultura utilizados para analise das leveduras patogénicas, o Agar
Sabouroud correspondeu a 80% dos ensaios, enquanto o dgar YEPD correspondeu apenas 20%
dos ensaios para leveduras. Os meios utilizados para analise dos fungos filamentosos
patogénicos foram ASD, PDA e MEA, ndo havendo uma padronizagdo especifica. A
padronizacdo do cultivo é um pré-requisito indispensavel para se obter espectros bons, visto

que, 0s constituintes presentes nos meios de cultura sao refletidos na fisiologia das células

40



Tabela 3 - Estudos de avaliacdo de fungos patogénicos humanos a partir de Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

Morfologia

Géneros/Espécies analisadas

Preparo da Cultura (Liquido

Preparo da amostra

Métodos de analises

Referéncia

ou s6lido)
Levedura Candida albicans HCA nas regifes: 3197-3600/ 698-
902/ 900-1 200 / 1199-1500/ 1498- 188
Filamentoso Exophiala dermatitidis 1801/ 2797-3003 / 3001-3300
Candida albicans, CHROMagar™ a 32 °C por PCA
Levedura Candida glabrata e ASD & 32°C por 24h 24h a 48 h para formar a SIMCA na regido espectral de: 1792— 18
) ) biomassa 1561 cm !
Candida krusei
Candida albicans, YEPDA 4 37°C
. x PCA/CPCA
Levedura CEmefe g o Para gerar biomassa: Caldo gulsjgin::gode B it Nas regides 3050-2800 cm - ‘e 1800- %
Candida tropicalis e YEPD a 37°C com agitacao g 700 cm - !
Candida parapsilosis de 150 rpm
Candida albicans, ASD & 25°C e 37°C por 7 4 uL d Oes de célul
a e or e suspensdes de células
Levedura Candida glabrata e dias P deuCandidapa 10 8 células/mL PCA/HCA e
Candida tropicallis
Levedura Candida albicans, C. parapsilosis e C. krusei
Filamentoso . . . -
Trichophyton erinacei, T. interdigitale, T.
mentagrophytes, T. rubrum, T. soudanense, T.
tonsurans e T. violaceum, ASD 4 28°C por 7 dias Suspenso de coldnia HCA/PCA/SIMCA 189
Microsporum canis e M. persicolor,
Fusarium sp.
Penincillium sp.
ASD: 4gar Sabouraud dextrose; YEPDA: Agar Extrato Levedura Peptona Dextrose; YEPD: Extrato Levedura Peptona Dextrose.
Continua
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Morfologia

Géneros/Espécies analisadas

Preparo da Cultura (Liquido
ou sélido)

Preparo da amostra

Métodos de analises

Referéncia

Levedura

Filamentoso

Filamentoso

Candida dubliniensis, C. krusei, C. lusitaniae, C.
orthopsilosis, C. parapsilosis e C. neoformans

Trichosporon spp.
Cryptococcus neoformans
Rhodotorula

Aspergilus brasiliensis,
Aspergilus phoenicis,
Aspergilus spp.,
Aspergilus carbonarius,
Aspergilus flavus,
Aspergilus acidus,
Aspergilus awamori,
Aspergilus aculeatus,
Aspergilus eucalypticola e
Aspergilus oryzae

Alternaria sp.
Aspergillus sp.
Mucor sp.
Paecilomyces spp.
Peyronellaea spp.
Phoma sp.

ASD & 30°C por 48h

PDA a 28°C por 7 dias

MEA e MEB a 25°C por 5-6
dias

Coldnia isolada usando uma
alca descartavel estéril
depositada diretamente na

superficie de amostragem ATR

Suspensdo adicionadas em
cristal de ZnSe e seco

Suspensdo e secas

HCA/PCA

Infravermelho nas regides 600
cm1-3700 cm !

EMSC

175

190

23

ASD: agar Sabouraud dextrose; PDA: 4gar Batata dextrose; MEA

: gar Extrato de Malte; MEB: Caldo Extrato de Malte.

Continua
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Preparo da Cultura (Liquido
ou s6lido)

Morfologia Géneros/Espécies analisadas Preparo da amostra Métodos de andlises Referéncia

Fonsecaea
Cladophialophora Suspensdo de conidios em ASD,
. . fatias de cultura de agar em
- 0 . 174
Filamentoso Phialophora PDA a 30°C por 10 dias papel filtro Whatman® secas HCA, PCA e OPLS-DA
Exophiala e em estufa de secagem.
Rhinocladiella

ASD: agar Sabouraud dextrose; PDA: 4gar Batata dextrose MEA: dgar Extrato de Malte.

Fonte: Autoria propria.
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fangicas, e os espectros no infravermelho englobam informagdes importantes sobre a
composicéo das células 191192,

Os estudos presentes na Tabela 3 confirmam o fato que a utilizacdo de FTIR em
combinacdo com técnicas quimiomeétricas para a identificacdo de fungos patogénicos possuli
um grande potencial para ser utilizado em laboratorios clinicos para devido as vantagens que
apresenta em relacdo ao método de sequenciamento de DNA, e também pelo seu menor custo

e rapidez na obtencéo de resultados.
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3 MARCO CONCEITUAL

Agente

|
l

Sporothrixspp ‘

'

Fator de que produz
virulencia ’
T ¢

L queé % Melanina

p

de——>

————————— 3

[ \

Espectroscopia no

Infravermelho por

Transformada de Necessitando de
\ Fourier - FTIR novas tecnologias
oy

e
Micose ’
_ Subcutanea

|

queé

4{ ESPOROTRICOSE }— ——— Tratamento
etiologico

= Alto custo

Diagnosticada por l
Exame direto /
Exame cultural lodetos
Fluconazol p
R Itraconazol que sﬁo—»‘ Antifingicos
~ Terbinafina \
Identificada quantoa Anfotericina B
espéc‘ie por j—#
,+— Combinado com
Biologia molecular J l

—— { Termoterapia ‘ que sio . Mettqdos 5
que apresenta limitacOes Crioterapia — alterna |v9§nao
e farmacologicos

|

(—\

Figura — Marco conceitual da pesquisa realizada.

Fonte: Autoria propria.

A figura acima representa 0 marco conceitual da pesquisa realizada, organizado na

forma de um mapa conceitual, evidenciando os principais elementos da pesquisa e como se

relacionam entre si. Abaixo serdo descritos brevemente cada conceito e suas relacoes.

A esporotricose € uma micose subcutanea cujo principal agente etiologico € a espécie

Sporothrix schenckii. Este fungo esta presente principalmente na América Latina, sendo

considerado Rio de Janeiro o estado brasileiro com maior incidéncia de casos. O Sporothrix é

considerado um fungo dimorfo (presente tanto na forma miceliar quanto leveduriforme) capaz

de produzir melanina, um dos fatores de viruléncia do fungo.
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Outro fator em relacdo a esporotricose € 0 seu tratamento, que por vezes depende das
condigdes clinicas que o individuo apresenta. Podem ser utilizados antifungicos da classe dos
azodis como o fluconazol e o itraconazol, como também lodetos, a terbinafina e a anfotericina
B. Além dos tratamentos com antiflngicos, hd métodos alternativos que também podem ser
usados, como a termoterapia e crioterapia que normalmente sdo combinadas com outros
farmacos, ndo sendo recomendada como monoterapia.

A identificacdo de fungos do género Sporothrix € realizada atraves de exame micoldgico
direto, com o intuito de observar as células parasitarias leveduriformes, a cultura fangica é o
padrdo-ouro para o diagndstico, que é obtido através de semeaduras em placas de agar
Sabouraud. Estas caracteristicas estabelecem a identificacdo a nivel género. Todavia, para
identificacdo em nivel de espécie sdo utilizadas metodologias convencionais como a biologia
molecular, porém, estes métodos apresentam limitacGes por serem mais trabalhosos, terem um
elevado custo e possuirem um tempo relativamente longo para obtencao dos resultados. Nesse
sentido surgem novas metodologias, entre as quais se destaca a Espectroscopia de Absor¢édo
Molecular no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) associada com analises
guimiomeétricas, que permitem ser aplicavel a varios campos da biologia, sendo pouco

laboriosos, de baixo custo e com rapidez nos resultados.
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4  JUSTIFICATIVA

Para considerarmos uma técnica de diagnostico boa, € preciso a combinacdo de
diferentes caracteristicas, como a facilidade de aplicacao, uma alta sensibilidade e rapidez, além
de possui baixo custo e o minimo de residuos, e na esporotricose, a demanda é
consideravelmente grande por novos métodos de diagndstico para identificar corretamente as
espeécies patogénicas, e a espectroscopia no infravermelho representa uma metodologia simples
e de baixo custo, podendo ser utilizada em diversos estudos da area médica e biologica. A FTIR
é capaz de gerar uma quantidade minima de residuos, preservando a amostra, devido a
necessidade de miligramas ou até mesmo microgramas para cada ensaio.

Assim, sua utilizacdo para identificar e caracterizar micro-organismos é uma inovagao
tecnoldgica que garante 0 maximo de impacto, em relacdo a geracdo de dados significativos,
com o minimo de gastos financeiros. Apesar de ser uma metodologia promissora, ha uma
escassez na literatura de trabalhos que utilizaram FTIR como método de identificacdo de fungos
patogénicos, assim, iseri-lo na identificacdo de micro-organismos gerara maior robustez na
metodologia, impulsionando a tecnologia para utilizacdo em laboratdrio clinico de identificacdo
microbioldgica. E fundamental o desenvolvimento de metodologias acessiveis, possibilitando
novas descobertas que tragam beneficios para a sociedade.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo primario

Avaliar o potencial da técnica de FTIR em associacdo com algoritmos de analise multivariada

para a discriminagdo e identificagdo de agentes do complexo Sporothrix spp.

5.2 Objetivos secundarios

- Avaliar o perfil de impresséo digital metabdlica por FTIR micelial das amostras selecionadas;

- Avaliar a presenca de padr6es metabdlicos associados as amostras de Sporothrix spp. através

de algoritmos de analise exploratoria (Analise por Componentes Principais-PCA);
- Avaliar a aplicabilidade da FTIR micelial em associagdo com algoritmos de classificacdo

multivariada (OPLS-DA), supervisionada pelo método e identificacdo molecular para

identificar e diferenciar Sporothrix spp.
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ABSTRACT

Background: Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by the traumatic implantation
of the dimorphic fungus Sporothrix spp in the skin, having its highest incidence in Latin
America, becoming a serious public health problem. Its diagnosis is carried out through direct
and cultural examination at the gender level, and molecular for species-level identification,
being a high cost technique. Therefore, new tools are being searched for the identification of
microorganisms, easy to access and low cost. An innovative technology for identification is
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) associated with chemometrics.

Objectives: Identify and differentiate species of Sporothrix spp. using FTIR and chemometric
analyses.

Methods: A total of 54 genotyped Sporothrix isolates were studied. The isolates were cultivated
on plates with Sabouraud agar, then prepared for a Attenuated Total Reflectance Analysis
(FTIR-ATR) using a Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR spectrometer (Perkin Elmer). Five
spectrums were obtained in the range 4000 to 650 cm™ for each isolate. The chemometrics
analyses were performed in Pirouette 4.5 software (Infometrix), including exploratory analysis
using Principal Component Analysis (PCA) and Orthogonal Partial Least Squares Discriminant
Analysis (OPLS-DA).

Results: The spectrums were similar, with the main bands up to approximately 1700 cm™ and
1495 cm* (amide 1 and amide 11 bands). This same region was responsible for the separation
of the samples in PCA. The OPLS-DA model was able to correctly classify all samples with
only one latent variable, showing 100% specificity, sensitivity and accuracy for S. schenkii and
S. brasiliensis in relation to the other samples.

Conclusions: FTIR can be a fast and low-cost alternative for identification of fungus of the
Sporothrix gender, especially when associated with OPLS-DA modeling.

Key-words: Infrared spectroscopy; chemometrics; Sporothrix spp
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1 INTRODUCTION

Sporotrichosis is a mycosis caused by the traumatic implantation of the fungus
Sporothrix schenckii in the skin ®. Being the most common subcutaneous mycosis in Latin
America, it has become a serious public health problem 2. Considered a dimorph fungus, the
Sporothrix complex is composed by different species, Sporothrix brasiliensis being the most
virulent of the gender Sporothrix, and most common among humans and animals, isolated
exclusively in the Brazilian territory 3°. The transmission of sporotrichosis occurs from
scratches and bites from infected animals, and from small injuries during leisure activities such
as gardening and horticulture . This mycosis can affect several types of animals, but cats play
an important epidemiological role in the transmission and spread of the disease, because of the
high amount of infective fungal cells, characterizing them as the main source of infection "
Since it is a polymorphic disease, sporotrichosis presents different clinical manifestations,
which are: the lymphocutaneous, fixed cutaneous, disseminated cutaneous and extracutaneous
form ®.

Clinical suspicion is the initial step for the early diagnosis of sporotrichosis, since, in
hyperendemic situations, clinical and epidemiological diagnosis is acceptable to start treatment,
that is why a confirmed diagnosis is fundamental for a correct treatment %%, Its diagnosis
occurs through classical techniques, such as microbiological cultivation 2. However, there are
other diagnostic methods, such as molecular techniques, such as those based on polymerase
chain reaction (PCR), which are also a diagnostic option, but these methods have limitations,
such as high cost, relatively long time to obtain the results, and high generation of waste
products 34, Therefore, there is a need to develop new diagnostic methods for fungal
identification.

In this context, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) is a method that has

great potential. In the FTIR technique, infrared radiation interacts with chemical bonds,
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generating a spectrum that contains the fingerprint of the sample °. FTIR has many applications
in the medical and biological fields, due to its advantages of small sample size and minimal
preparation, resulting in little or no waste, precision and speed of analysis, and direct
computerized data storage 7. FTIR has already been proposed as an alternative tool for fungal
identification with promising results 822, For fungus of the gender Sporothrix, FTIR has not
yet been proposed, and considering that Sporotrichosis is a mycosis caused by a pathogenic
fungus, it is fundamental to carry out studies that expand the knowledge and bring
improvements in the diagnosis for this mycosis. To apply spectroscopic data in the development
of diagnostic methods, it is important to use different multivariate analyses, such as
chemometric classification algorithms, which include, for example, Principal Component
Analysis (PCA) and Partial Least Squares (PLS).1%%

The objective of the present study was to develop a methodology for the identification
of species of the gender Sporothrix, through the use of FTIR and supervised chemometric

analyses, specifically orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA).

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Microorganisms

A total of 54 isolates of different Sporothrix spp species have been evaluated from a
repository at the Laboratory of Pathogenic Fungi of the Microbiology Department of the ICBS,
Universidade Federal do Rio Grande do Sul. The lineages were identified to the gender level
by means of both macro and microscopic analysis, and were composed of Sporothrix schenckii
(n=23), Sporothrix brasiliensis (n=21), Sporothrix mexicana (n=2), Sporothrix pallida (n=2),
Sporothrix globosa (n=4) e Sporothrix chilensis (n=2); "n" represents the number of strains

included in the study.
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2.2 Strain preparation for FTIR identification

The strains were inoculated on Sabouraud dextrose agar (Acumedia, Sdo Paulo, Brazil)
at 32°C for 14 days, after growth they were inoculated on Potato dextrose agar (Himedia,
Mumbai, India) at 32°C for 7 days. Then, conidia suspensions were made by scraping the entire
surface of the fungal colonies with sterile plastic loops and sterile saline solution (0.85%) and
filtered with filter paper for separation of hyphae and conidia. 1000 uL of the filtrate from each
strain was spread over the total surface of a 100x20 mm diameter Petri dish containing 10 mL
of Sabouraud dextrose agar (Acumedia, S&o Paulo, Brazil), which was incubated for 14 days at
32°C.

For the identification of Sporothrix spp. species by FTIR, quintuplicates of
approximately 1 cm x 1 cm agar culture fragments of each strain were deposited on a piece of
Whatman® filter paper, number 1 (Sigma-Aldrich, USA), measuring approximately 0.8 x 0.8
cm, so that all sides of the fungus are in contact with the glass for fixation of the fungus during
drying, and one side of the paper is uncovered to assist in the removal of the fungus after drying
(Fig. 1). The slices deposited on the Petri dishes were dried in a drying oven at 60°C for one

hour, or until complete drying was achieved (Fig. 1).

2.3 FTIR/ATR analysis

The quintuplicate spectral acquisition of each sample by Attenuated Total Reflection
(ATR) FTIR spectroscopy was performed on the Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR (PerkinElmer
Inc.) linked to the standard Universal ATR Sampling Accessory (UATR, PerkinElmer Inc.;
Registration Number L1250050) with a single reflection diamond crystal and zinc selenide
(ZnSe) as focusing element. For each strain, five cuts of 2 mm long were made, totaling five

spectrums of each strain, where they were pushed against the crystal and pressed with a 70 N
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Figure 1. Sporothrix culture (A) on reverse (B) and reverse (C) agar slices adhered to filter

paper and oven dried (D) in a Petri dish.

dynamometer by the arm of the UATR accessory. Each spectrum was obtained from 8 scans,

and the acquisition range was 4000 to 650 cm™ using the spectral resolution of 4 cm™,

2.4 Chemometrics

The average spectrum of each Sporothrix sample was obtained after correcting and
normalizing each replicate. Chemometric analyses were done in Pirouette 4.5 software
(Infometrix), and the figures were done in OriginPro70 software.

Initially, an exploratory analysis using principal component analysis (PCA) was
performed to evaluate the possible separation of the Sporothrix schencki from the other samples
of Sporothrix (S. brasiliensis, S. globosa, S. pallida, S. mexicana e S. chilensis), and also the

separation of the S. brasiliensis samples of the other samples included in the study. The dataset
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was preprocessed with vector normalization followed by second derivative (Savitzky-Golay,
11 points) and centering of the data on the mean. To describe the results, the principal
components (PCs) that best separated the samples were chosen (via t-test of the scores, p<0.05),
with their respective loadings.

Supervised analysis with orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-
DA) was used to classify and differentiate S. brasiliensis and S. schenckii from all the other
species included in the study; For each of the two species, an OPLS-DA model was developed.
Initially, models were developed with the full set of samples, to test different types of
normalization (amplitude, area, vector), different preprocessing techniques (raw data, mean
centering, or autoscaling), and different variable transformation algorithms (1st or 2nd
derivative), to determine the best models.

After defining the best conditions, the data set was systematically splitina 1:1 ratio into
a calibration set (CS) and a prediction set (PS). The maximum number of latent variables (LV)
allowed in the OPLS-DA model was defined according to the recommendation of ASTM
E1655-05 guidelines using the equation N = 6 (A+1), where N is the number of CS samples
and A is the maximum number of LVs allowed in the model. Considering N = 27 samples, the
maximum number of LVs is 3 2. To develop the two identification models for S. brasiliensis
and S. schenckii at the species level, the species that was in evidence corresponded to a class
with a score of 1, while the other grouped species received a score of zero.

The CS was submitted to leave-one-out cross-validation with one to three latent
variables. External validation was performed including each sample from PS in the OPLS-DA
model obtained with CS (training set), and the respective class was predicted. The performance
of the OPLS-DA models for species classification was evaluated by the root mean square error
of cross-validation (RMSECV), root mean square error of prediction (RMSEP), coefficient of

determination (R?), tvias, Class threshold, sensitivity, specificity, and accuracy.
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3 RESULTS

3.1 FTIR/ATR spectra of Sporothrix samples

The average spectrums of the Sporthrix schenckii group and Sporothrix brasiliensis
group and the group of the other isolates analyzed are shown in Figure 2. A similar pattern is
observed among the species of the genus, with the main bands at approximately 1100-1000
cm? showing intense carbohydrate absorption, due to glycosidic bonds of p-glucanas (1023
cm -1) from the cell wall of the fungus . The vibrational modes of the bands marked in
Figure 2, are shown in Table 1, comprising the main bands present in microbial FTIR/ATR

spectra.

14

—— S. brasiliensis
—— S. schenckii
—— Other species

Absorbance

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Wavenumber (cm™)

Figure 2. Average FTIR/ATR spectrums of Sporothrix from each group analyzed: Sporothrix
brasiliensis (21), Sporothrix Schenckii (23), other species (10). The numbers present indicate

the main bands found in the Sporothrix spectrums in the region of 4000-650 cm™.
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Table 1. Main bands found in the spectra of Sporothrix samples with their respective spectral

assignments.

r?jrr:ldber I(:Crri(_qll;ency Spectral Assigment

1 ~3250 N-H: protein (amide A) stretching

2 ~2959 C-H: asymmetric stretching of -CHs

3 ~2934 C-H: asymmetric stretching of >CH,

4 ~2921 C-H: asymmetric stretching of >CH, in fatty acids

5 ~2852 C-H: asymmetric stretching of >CH, in fatty acids

6 ~1741 >C=0 ester stretching

7 ~1675 amide [: antiparallel pleated sheet or B protein turns

8 ~1548 amide Il

9 ~1468 C-H: deformation of>CH>

10 ~1400 C=0: symmetric stretching of COO

11 ~1310 amide 111 of proteins

12 ~1240 amide 111 of proteins

13 ~1250 P=0: asymmetric stretching of >PO, phosphodiesters
14 ~1050 C-O-C, C-0O: carbohydrate ring vibrations C-O-P, P-O-P
15 ~950 C-O-C, C-O: carbohydrate ring vibrations C-O-P, P-O-P
16 ~985 C-O-C, C-O: carbohydrate ring vibrations C-O-P, P-O-P
17 ~720 C-H rocking of >CH;

3.2 Exploratory analysis of Sporothrix samples

PCA of the mean-centered data, in the first five principal components, compacted

69.8% of the original spectral information, with PC1 = 27.5%; PC2 = 18.6%; PC3 = 14.3%;

PC4 = 5.1%; and PC5 = 4.3%.The principal components (PCs) that best separated the

Sporothrix schenckii samples from the others were PC4 (with 5.1% of the information) and PC7

(with 3.0% of the information) (Fig. 3A), while the PCs of the Sporothrix brasiliensis samples

from the others that best showed a separation were PC1 (27.5% of the information) and PC7

(3.0% of the information) (Fig. 3B), according to the t-test of the PCA scores (p<0.05).
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Figure 3. Two-dimensional PCA scores plot: (A) PC4 vs. PC7 from the FTIR spectral data set

relating to 21 samples of Sporothrix brasiliensis (S. brasiliensis) and 33 samples of the

remaining species (Other Species) and (B) PC1 vs. PC7 from the FTIR spectral data set relating

to 23 samples of Sporothrix schenckii (S. schenckii) and 31 samples of the remaining species

(Other Species). Ellipses represent the 95% confidence level; (C) Full spectrums of the PC4

and PC7 loading; (D) Full spectrums of the PC1 and PC7 loading.
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From both spectrums, the main region that contributed to the separation of the groups was
between 1700 and 1490 cm™, where the amide I, amide 11 and tyrosine bands are found. Also
in Figure 3, it is possible to verify the main bands responsible for the separation of the samples
of Sporothrix brasiliensis from the others, present in the region 1675 cm™ (positive) and 1680
cm? (negative) in PC7; and 1665 cm™ (negative) and 1695 cm™ (positive) in PC4 (Fig. 3C),
while the main bands for the Sporothrix schenckii samples were 1675 cm™ (positive) and 1680
cm?® (negative) in PC7; and 1495 cm™ (positive) and 1505 cm™ (negative) in PC1 (Fig 3D). It
is possible to speculate that the separation of the samples from the different groups was mainly

due to the Amide | and Amide Il bands.

3.3 ATR/OPLS-DA model for Sporothrix diagnostics

The best ATR/OPLS-DA models for classification of S. brasiliensis and S. schenckii
were obtained using amplitude normalization (01, min-max normalization), first derivative of
the spectra (Savitizy-Golay, 5 points), withou any pre-processing, and with the use of one
orthogonal signal correction (OSC) component. The performance of the three types of
normalization tested was excellent and very similar, according to the analysis of the RMSECV
values (Fig 4). The ATR/OPLS-DA models showed figures of merit (R? and

RMSECV/RMSEP) compatible with high performance even with one latent variable (Table 2).
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Figure 4. Performance of RMSECV of the OPLS-DA models, from one to eight latent
variables, for classification of S. brasiliensis and S. schenckii, considering three types of
spectrum normalization: amplitude, area and vector. All test models were developed using the
total set of samples (N=54), first derivative (Savitzy-Golay, 5 points), and one orthogonal signal
correction (OSC) component. The performance of the models was evaluated by analyzing the

root mean square error of cross-validation (RMSECV) values.
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Table 2. Figures of merit of ATR/OPLS-DA models for classification of Sporotrhix brasiliensis
and S. schenckii, with one latent variable, after min—-max normalization, first derivative by

Saviztky-Golay (5 points) and one component of orthogonal signal correction (OSC).

S. brasiliensis S. schenckii
Set/l:ri%l;irtes o " 2827 " 2827 n= 27Cs§1mples " 2327
samples samples samples
RMSECV/RMSEP 0.0115 0.0277 0.0278 0.0251
R2 0.8499 0.9968 0.8521 0.9984
Class limiar 0.4059 0.6759 0.3463 0.4200
toias 0.6340 0.4878 1.2336 3.1470
Sensitivity (%) 100 100 100 100
Specificity (%) 100 100 100 100
Accuracy (%) 100 100 100 100

Abbreviations: RMSECV = root mean square error of cross-validation; RMSEP = root mean square error of
prediction; R? = determination coefficient; CS = calibration set; PS = prediction set.

4 DISCUSSION

For the identification of pathogenic fungus, such as the gender Sporothrix, at the species
level, molecular techniques are used; however, due to their difficult application and high cost,
the demand for new methods has grown, making the Fourier Transform Infrared Spectroscopy
a methodology capable of generating data with high sensitivity and speed, in addition to low
cost and minimal waste generation 142°,

However, in studies found in the literature, 50% of the pathogenic fungus identified by
FTIR are on Candida species, with no reports of Sporothrix, which highlights the need for
further studies on this gender 182730,

It is important to highlight that the preparation of suspensions of these pathogenic
fungus should be done in a vertical laminar flow cabin, so that there is no contamination of

samples and no risk to the laboratorian. In the present study, the use of dried agar slices
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containing the sample, fixed on glass, is the least risky protocol, ensuring that the ATR
technique is used with greater safety, without the release of spores into the environment.

The absorption spectra of fungus have compounds such as: polysaccharides, P=0 bonds
of phosphodiesters, amides, tallow, CH2 and CHs bonds of lipids, and H20 3. Based on the
bands found in the FTIR spectrums of this study, the broad peak around ~3250 cm™ represents
the presence of hydrogen bonded OH or NH bonded stretching vibrations 2. Shown in the
region ~2921-2982 cm™ are absorbance characteristic of alkyl chain fatty acids, while in the
regions ~1700 to 1490 cm! there are two absorption bands, amide I and amide 11, respectively,
that are in evidence due to vibrational coupling between the stretching frequencies of the C=0
25 deformation. The bands between 950 and 1200 cm™ refer to the polysaccharide bands, while
the ~1250 cm™ band is linked to phospholipids 3.

More optimal models were obtained when ATR/OPLS-DA modeling was applied,
where amplitude normalization was chosen, as it showed low and similar RMSECYV for both S.
brasiliensis and S. schenckii. One latent variable was sufficient to correctly classify all S.

brasiliensis and S. schenckii samples, with achieving 100% specificity, sensitivity, and

accuracy (Table 2; Fig 5).
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Figure 5. Predict class (in calibration set — CS, and in prediction set - PS) for the ATR-
FTIR/OPLS-DA models of classification of S. brasiliensis and S. schenckii (class = 1, em cada
um de seus respectivos modelos) and the other species of Sporothrix (class = 0). Models
elaborated with average spectra after min max normalization, non-processing, one component
of orthogonal signal correction, and one latent variable.

The use of ATR-FTIR spectroscopy was essential to detect the bond vibration signal of
these groups, along with principal component analysis (PCA), showing an initial separation of
the groups, mainly in the regions 1700 to 1490 cm™. The association of OPLS-DA modeling
with ATR-FTIR showed to be a promising tool in the identification of pathogenic fungi,
emphasizing the need for complementary mathematical implementation for multivariate
regression algorithms such as PLS-DA.

This study is the first to propose the use of FTIR as a method for identifying species of

the genus Sporothrix, making it a fast and low-cost alternative compared to traditional methods.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho foi o primeiro estudo a propor a utilizacdo de FTIR-ATR associada
a quimiometria para determinacéo da identificacdo de espécies patogénicas de fungos do género
Sporothrix. Esta plataforma analitica ja tem se mostrado promissora, devido a sua alta
sensibilidade e especificidade para identificar as espécies, sendo uma alternativa rapida e de
baixo custo para implementacdo em rotinas microbiologicas em substituicdo a métodos
convencionais, gerando mais oportunidade para destacar a compreensdo das espécies de fungos

patogénicos.
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9 PERSPECTIVAS FUTURAS

Sdo elencadas as seguintes perspectivas futuras para ampliar os resultados obtidos neste
trabalho, utilizando FTIR-ATR:

- Propor o modelo FTIR-ATR/PLS para identificacdo de fungos filamentosos, como o do
género Sporothrix.
- Propor o modelo FTIR-ATR/PLS para identificacdo de outras espécies de Sporothrix, para

para maior agilidade no tratamento da esporotricose;
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Methods
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Setti 5 Describe the setting, locations, and relevant dates, including periods of recruitment, exposure, follow- 81
ettin .
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Study size 10 Explain how the study size was arrived at 19
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Quantitativevariables

11

Explain how quantitative variables were handled in the analyses. If applicable, describe whichgroupings
were chosen and why

Statisticalmethods

12

(a) Describe all statistical methods, including those used to control for confounding

(b) Describe any methods used to examine subgroups and interactions

(c) Explain how missing data were addressed

(d) Cohort study—If applicable, explain how loss to follow-up was addressed
Case-control study—If applicable, explain how matching of cases and controls was addressed Cross-sectional
study—If applicable, describe analytical methods taking account of samplingstrategy

(e) Describe any sensitivity analyses

Results

Participants

13*

(a) Report numbers of individuals at each stage of study—eg numbers potentially eligible, examinedfor
eligibility, confirmed eligible, included in the study, completing follow-up, and analysed

(b) Give reasons for non-participation at each stage

(c) Consider use of a flow diagram

Descriptive data

14*

(a) Give characteristics of study participants (eg demographic, clinical, social) and information onexposures
and potential confounders

(b) Indicate number of participants with missing data for each variable of interest

(c) Cohort study—Summarise follow-up time (eg, average and total amount)

Outcome data

15*

Cohort study—Report numbers of outcome events or summary measures over time

Case-control study—Report numbers in each exposure category, or summary measures of exposure

Cross-sectional study—Report numbers of outcome events or summary measures

Main results

16

(a) Give unadjusted estimates and, if applicable, confounder-adjusted estimates and their precision (eg, 95%
confidence interval). Make clear which confounders were adjusted for and why they wereincluded

(b) Report category boundaries when continuous variables were categorized

(c) If relevant, consider translating estimates of relative risk into absolute risk for a meaningful time
period
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Other analyses 17 Report other analyses done—eg analyses of subgroups and interactions, and sensitivity analyses

85
Discussion
Key results 18 Summarise key results with reference to study objectives 90
Limitations 19 Discuss limitations of the study, taking into account sources of potential bias or imprecision. Discussboth a8
direction and magnitude of any potential bias
Interpretation 20 Give a cautious overall interpretation of results considering objectives, limitations, multiplicity of 92
analyses, results from similar studies, and other relevant evidence
Generalisability 21 Discuss the generalisability (external validity) of the study results -
Other information
Funding 22 Give the source of funding and the role of the funders for the present study and, if applicable, for theoriginal 78

study on which the present article is based

*Give information separately for cases and controls in case-control studies and, if applicable, for exposed and unexposed groups in cohort and cross-
sectional studies.

Note: An Explanation and Elaboration article discusses each checklist item and gives methodological background and published examples of
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