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RESUMO

A esporotricose € uma micose granulomatosa cronica, cosmopolita, que acomete
humanos e animais. A infeccdo é causada por fungos dimorficos do complexo Sporothrix
schenckii. No Brasil, o Rio de Janeiro € considerado area hiperendémica de esporotricose
causada por S. brasiliensis associada a transmissdo zoonotica felina. O método padrdo de
referéncia para o diagndstico de esporotricose € a caracterizacdo microscopica do patogeno
isolado em cultura, porém essa metodologia é demorada. Caso a cultura micoldgica ndo seja
possivel, as amostras clinicas podem ser previamente fixadas em formalina tamponada a 10%
e emblocadas em parafina (FFEP). Métodos moleculares, como a reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) para deteccdo das sequéncias de DNA fangico, também podem ser utilizados
para o diagndstico por serem rapidos, sensiveis e espécie-especificos e, além disso, podem ser
aplicados em amostras frescas e FFEP. N&o existe até 0 momento um protocolo estabelecido
para a extracdo de DNA do fungo Sporothrix spp. em amostras FFEP de esporotricose felina e
canina, assim como ndo existe ainda uma metodologia padronizada e reprodutivel para
realizacdo da PCR para o diagnostico definitivo da esporotricose felina e canina a partir de
tecidos FFEP. O presente trabalho tem como objetivo avaliar a sensibilidade de duas técnicas
de PCR para o diagnostico de esporotricose felina e canina, em nivel de género, em tecidos
FFEP. Foram utilizadas seis espécies diferentes de Sporothrix (S. chilensis, S. mexicana, S.
pallida, S. globosa, S. brasiliensis e S. schenckii) de pellets obtidos por centrifugacéo de cultura
micoldgica e FFEP para padronizagdo da metodologia de extracdo e identificagdo molecular.
Foram também utilizadas 14 amostras de peles de gatos e 20 amostras de peles de cées atendidos
no Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LAPCLIN-
DERMZOO0), Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, no periodo de 2009 a 2019,
cujo diagnostico de esporotricose foi confirmado por cultura micoldgica para validacdo das
metodologias. Neste estudo, as amostras FFEP foram submetidas a dois protocolos de cortes
histoldgicos: (1) 8 cortes de 5 um de espessura; e (2) um corte de 16 um de espessura, e a
extracdo de DNA de Sporothrix spp. utilizando dois kits comercias para tecidos FFEP (extracdo
quimica e térmica), sendo os mesmos validados no presente estudo. O DNA extraido foi
utilizado para identificacdo molecular pela técnica da nested PCR, em nivel de género de
Sporothrix spp., para o diagndéstico da esporotricose felina e canina em tecidos FFEP baseada
na amplificacdo para a regido 18S do RNA ribossomal (ITS). O protocolo de extracdo quimica
utilizando o protocolo de 8 cortes histoldgicos de 5 um de espessura apresentou melhor
desempenho. O ensaio da nested PCR, utilizando primers especificos para o género Sporothrix,
apresentou alta sensibilidade e especificidade para identificar esse fungo em amostras FFEP de
pellets de cultura micologicas. As metodologias de extracdo de DNA e da nested PCR utilizadas
apresentam grande potencial para serem aplicadas no diagnostico da esporotricose felina e
canina em amostras FFEP na rotina clinica.

Palavras-chave: Esporotricose. Sporothrix spp.. PCR. Diagndstico. FFEP.
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a cosmopolitan, chronic granulomatous mycosis that affects humans
and animals. The infection is caused by dimorphic fungi of the Sporothrix schenckii complex.
In Brazil, Rio de Janeiro is considered a hyperendemic area of sporotrichosis caused by S.
brasiliensis associated with feline zoonotic transmission. The standard reference method for
the diagnosis of sporotrichosis is the microscopic characterization of the pathogen isolated in
culture, but this methodology is time-consuming. If mycological culture is not possible, clinical
samples can be previously fixed in 10% buffered formalin and embedded in paraffin (FFPE).
Molecular methods, such as polymerase chain reaction (PCR) for detection of fungal DNA
sequences, can also be used for diagnosis because they are fast, sensitive and species-specific
and, in addition, can be applied to fresh samples and FFPE samples. There is no established
protocol for extracting DNA from the fungus Sporothrix spp. in feline and canine sporotrichosis
FFPE samples, as well as there is still no standardized and reproducible methodology for
performing PCR for the definitive diagnosis of feline and canine sporotrichosis from FFPE
tissues. The present work aims to evaluate the sensitivity of two PCR techniques for the
diagnosis of feline and canine sporotrichosis, at the level of genus, in FFPE tissues. Six different
species of Sporothrix (S. chilensis, S. mexicana, S. pallida, S. globosa, S. brasiliensis and S.
schenckii) from pellets obtained by mycological culture centrifugation and FFPE were used to
standardize the extraction and molecular identification methodology. Fourteen cat skin samples
and 20 dog skin samples treated at the Laboratory of Clinical Research in Dermatozoonosis in
Domestic Animals (LAPCLIN-DERMZOO), Evandro Chagas National Institute of Infectious
Diseases, from 2009 to 2019, were also used for validation of methodologies, whose diagnosis
of sporotrichosis was confirmed by mycological culture. In this study, the FFPE samples were
submitted to two protocols of histological sections: (1) 8 sections of 5 um thick; and (2) one
sections of 16 um thick. DNA extraction from Sporothrix spp. using two commercial kits for
FFPE tissues (chemical and thermal extraction) were used and validated in this study. The
extracted DNA was used for molecular identification by the nested PCR technique, at the genus
level of Sporothrix spp., for the diagnosis of feline and canine sporotrichosis in FFPE tissues
based on amplification for the 18S region of ribosomal RNA (ITS). The chemical extraction kit
using the protocol of 8 histological sections of 5 um thick presented better performance. The
nested PCR assay, using specific primers for the Sporothrix genus, showed high sensitivity and
specificity to identify this fungus in FFPE samples of mycological culture pellets. The DNA
extraction and nested PCR methodologies used here have great potential to be applied in the
diagnosis of feline and canine sporotrichosis in FFPE samples in clinical routine.

Keywords: Sporotrichosis. Sporothrix spp.. PCR. Diagnosis. FFPE.
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1 INTRODUCAO

1.1 Historico da esporotricose

O primeiro caso de esporotricose humana foi descrito em 1898, onde o estudante de
medicina Benjamin Robinson Schenck, no Hospital Johns Hopkins, em Baltimore, Estados
Unidos, realizou o isolamento de um fungo em um paciente com lesdes cutaneas. A amostra foi
identificada como uma espécie do género Sporotrichum pelo micologista Erwin F. Smith
(SCHENCK, 1898).

Em 1900, Hektoen e Perkins descreveram em Chicago, também nos Estados Unidos, 0
segundo caso da doenca em uma lesdo cutanea de uma crianca. Apos o isolamento do fungo,
foi proposto um novo nome para o agente, Sporothrix schenckii (HEKTOEN; PERKINS, 1900).
Mais de 200 casos da doenca foram relatados por De Beurmann e Gougerot (1912) entre 1903
e 1912.

No Brasil, Lutz e Splendore em 1907 descreveram infec¢bes humanas e em ratos no
estado de Sdo Paulo (LUTZ; SPLENDORE, 1907). Terra e Rabelo descreveram em 1912 no
Rio de Janeiro o primeiro caso de esporotricose humana (DONADEL et al., 1993) e o primeiro
relato de esporotricose animal foi descrito por Le&do e colaboradores (1934).

O primeiro relato da esporotricose naturalmente adquirida em gatos foi feito por Singer
e Muncie (1952) em Nova York, nos Estados Unidos. No Brasil, a esporotricose felina foi
relatada pela primeira vez em 1956, em Sao Paulo (FREITAS; M; ZANI, 1956), e em 1998 no
Rio de Janeiro (BARONI; CAMPQOS; DIREITO, 1998). Em 1915 na Franca, Meyer descreveu
0 primeiro caso de esporotricose canina, e 0S primeiros casos caninos no Brasil foram relatados
em 1957 e 1964, originarios de Recife, Rio Grande do Sul e Sdo Paulo (SOUZA, 1957;
MIGLIANO et al., 1963; LONDERO et al., 1964).

1.2 Complexo Sporothrix schenckii

A esporotricose € uma micose subaguda ou crénica causada por fungos termodimorficos
do género Sporothrix que sdo encontrados em plantas e matéria organica em decomposicéo e
apresentam predilecdo por climas temperados e tropicais apesar de serem distribuidos

universalmente na natureza (RIPPON, 1988). Por serem termodimorficos, apresentam-se na



forma filamentosa na natureza ou em meio de culturaa 25 ° C, e na forma leveduriforme quando
em parasitismo ou em meio de cultura a 37 ° C (KWON-CHUNG E BENNET, 1992).

Estudos moleculares utilizando metodologias como o RFLP (restriction fragment length
polymorphism) (ARENAS; MILLER; CAMPOS-MACIAS, 2007), RAPD (random amplified
polymorphic DNA), (MESA-ARANGO et al., 2002), sequenciamento do DNA da regido de
transcricdo interna do RNA ribossomal (ITS) (ZHANG et al., 2011), PCR com alvo no gene da
topoisomerase Il (KANBE et al.,, 2005), entre outros, demonstraram a presenca de
polimorfismos nos diferentes isolados de S. schenckii, indicando que a esporotricose poderia
ser causada por outras espécies.

Com base nas anéalises da sequéncia parcial dos genes de quitina sintase, B-tubulina e
calmodulina, analises moleculares demonstraram que a esporotricose é na verdade causada por
fungos patogénicos do complexo S. schenckii, composto de sete espécies, discriminadas
filogeneticamente, S. brasiliensis, S. schenckii sensu stricto (s. str.), S. globosa, S. luriei, S.
pallida, S. mexicana e S. chilensis (DIAS et al., 2011; MADRID et al., 2009; MARIMON et
al., 2006a, 2007, 2008; OLIVEIRA et al., 2010; RODRIGUES et al., 2013, 2016)

Entretanto, S. schenckii e S. globosa sdo as espécies geralmente associadas a via de
transmissao classica (ndo zoondtica), enquanto que a espécie S. brasiliensis esta associada a
esporotricose zoondtica (KANO et al., 2015; MARIMON et al., 2007; MONTENEGRO et al.,
2014; RODRIGUES et al., 2016; SONG et al., 2013). Além disso, S. brasiliensis demonstra
possuir um perfil de viruléncia mais acentuado quando comparado as demais espécies do
complexo, o que pode estar relacionado a secrecdo de fatores de viruléncia especificos (DELLA
TERRA et al., 2017).

1.3 Esporotricose

A esporotricose € uma micose granulomatosa cronica, cosmopolita, causada pelo fungo
termodimérfico do género Sporothrix, que acomete humanos e uma grande variedade de
animais, principalmente gatos e cdes (ARENAS, 2014; DIAZ, 1989;: GREMIAO et al., 2017;
OROFINO-COSTA et al., 2017).

A transmissdo classica da esporotricose ocorre na pele por meio da implantacao
traumatica do fungo, que encontra-se presente na matéria vegetal ou organica de solo

contaminado por conidios de Sporothrix (RIPPON, 1988). Além disso, pode ocorrer a



transmissao zoonotica por meio de animais infectados (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011)
e raramente a doenca pode ser adquirida através da inalago do esporo (LOPEZ-ROMERO et
al., 2011).

A esporotricose apresenta diversas manifestac@es clinicas, desde infeccdes localizadas
até infecgdes disseminadas, incluindo linfocutaneas e extracutaneas (GARCIA CARNERO et
al., 2018). A forma clinica predominante em casos humanos € a linfocutanea classica,
frequentemente relacionada a infeccao pelo contato com gatos doentes (arranhaduras, mordidas
e secrecdo) (SCHUBACH; BARROS; WANKE, 2008).

E a micose subcutanea com maior distribuicio pelo mundo, com casos relatados em
praticamente todos 0s continentes, especialmente em areas tropicais e subtropicais (BONIFAZ;
VAZQUEZ-GONZALEZ, 2013), com areas de alta incidéncia no Brasil, China e Africa (DE
BEER; DUONG; WINGFIELD, 2016; GREMIAO et al., 2017, 2020a; SCHUBACH,;
BARROS; WANKE, 2008; SONG et al., 2013).

Desde 1998, ocorre no Rio de Janeiro um grande nimero de casos da doenca, e no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI), da Funda¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz),
principal centro de referéncia para o tratamento da doenca, foi registrado entre 1998 e 2015 em
torno de 5.000 casos de esporotricose humana, 5.113 casos de felinos e 247 caninos (1998 a
2014) (GREMIAO et al., 2017; GREMIAO et al., 2020; PEREIRA et al., 2014).

Na maioria dos paises a esporotricose ndo é uma doenca de notificagdo compulsoria,
sendo assim, as publicacBes cientificas representam as principais fontes dessa informacéo
(BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011; GREMIAO et al., 2020). No Brasil, os casos de
esporotricose humana se tornaram de notificacdo compulséria no ano de 2013, através da
resolucdo SES n° 674 de 12 de junho de 2013 (SES-RJ, 2013) e em 2014 os casos de
esporotricose felina e canina, através da portaria GM/MS n° 1.271 de 6 de junho de 2014, no
artigo 2°, paragrafo IV (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.4 Esporotricose felina

No municipio do Rio de Janeiro a esporotricose é considerada uma epidemia urbana,
por apresentar uma distribuicdo geografica da doenga com alta incidéncia de casos no entorno
da capital carioca, e em seus municipios vizinhos, afetando principalmente areas com baixo

nivel socioecondmico, dificuldades ambientais e presenca de felinos (BARROS et al., 2010)



(SILVA et al., 2012). Nos altimos 20 anos, outros estados brasileiros também relataram casos
de esporotricose felina, especialmente no Rio Grande do Sul e S&o Paulo (MADRID et al.,
2012b; MONTENEGRO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2011a; RODRIGUES et al., 2013).

Na maioria dos felinos, a infeccéo é adquirida através das arranhaduras e/ou mordeduras
durante as brigas com outros gatos infectados, quando o fungo é inoculado na pele. Os gatos
também podem ser infectados pelo contato fisico com outros gatos doentes e do contato com
ambientes contaminados (GREMIAO et al., 2017; PEREIRA et al., 2014; SCHUBACH et al.,
2004a). Os gatos desempenham um papel epidemiol6gico importante na disseminacdo da
esporotricose, especialmente os gatos machos jovens, ndao castrados e com livre acesso a rua,
que inclusive sdo aqueles mais gravemente afetados pela infeccdo (MADRID et al., 20123;
SCHUBACH et al., 2004b).

Diferentemente dos casos humanos, 0s gatos com esporotricose podem apresentar
simultaneamente mais de uma forma da doenga, o que dificulta a classificagdo. A doenca
apresenta desde uma infeccdo subclinica, passando por lesdes cutdneas Unicas até formas
maultiplas e sistémicas, acompanhadas ou ndo de sinais extracutaneos, como as manifestacdes
respiratorias. Nesses animais, as lesdes cutaneas assumem as formas nodular, ulcerada e de
gomas (SCHUBACH et al., 2004a). As manifestacdes clinicas mais frequentes observadas em
gatos sdo as lesbes cutaneas multiplas com envolvimento da mucosa, especialmente das
membranas mucosas do trato respiratorio (GREMIAO et al., 2014; SCHUBACH et al., 2004a),
como demonstrado nas figuras 1 e 2. Por conta do acometimento da mucosa nasal, sinais
respiratorios como espirros sdo frequentes em gatos com esporotricose (SCHUBACH et al.,
2004a).



Figura 2: Esporotricose felina: Glcera no nariz (GREMIAO et al., 2014).

A esporotricose felina envolvida na hiperendemia do Rio de Janeiro apresenta
caracteristicas, como a diversidade de manifestagdes clinicas, a gravidade e extensao das lesGes
da doenca, baixo indice de cura clinica e alta carga fangica. Esses fatores podem estar
relacionados a viruléncia das espécies dos fungos circulantes nessa regido envolvidos nessas
infeccBes (GREMIAO et al., 2014; SCHUBACH et al., 2003).



Diferentemente da esporotricose humana, o tratamento da esporotricose felina é de
longa duracédo e requer cuidados especiais, pois a administracdo dos farmacos por via oral é
dificultada nos gatos e normalmente a adesdo dos tutores ao tratamento do animal é baixa
(CHAVES et al., 2013; PEREIRA et al., 2010). Entre os principais antifungicos recomendados
para o tratamento da esporotricose felina estdo o itraconazol e cetoconazol, sendo o primeiro a
droga de escolha (PEREIRA et al., 2010). Além desses, a anfotericina B, os iodetos de potéassio
e sodio, terbinafina, a termoterapia local, a remocéo cirurgica das lesGes cutaneas (PEREIRA

etal., 2018) e a criocirurgia (PEREIRA et al., 2014) sdo outras opcdes de tratamento.

1.5 Esporotricose canina

Existem poucos estudos envolvendo a esporotricose canina (SCHUBACH et al., 2006).
Os primeiros casos de esporotricose canina foram relatados na Franca e no Brasil, na cidade do
Recife e nos estados do Rio Grande do Sul e Sdo Paulo (MEYER, 1915; SOUZA, 1957;
LONDERO et al., 1964; MIGLIANO et al., 1963 ).

Em cées, a infeccdo ocorre pela introducdo do fungo quando esses animais entram em
contato com lascas de madeira ou espinhos contaminados, sendo por isso comum em cdes de
caca (RAMSEY, 2008). Entretanto, no Brasil, principalmente no Rio de Janeiro, observa-se
que a infeccdo do cdo ocorre na maioria dos casos ap6s contato prévio com gatos com
esporotricose (SCHUBACH et al., 2006). Entre 1998 e 2001, ndo houve relatos de casos de
esporotricose humana associados a transmissdo por cées nesta epidemia no Rio de Janeiro,
apenas por felinos (BARROS et al., 2004).

As lesdes frequentemente nodulares e ulceradas acometem, de modo geral, a cabeca,
orelhas e torax, raramente sdo descritas formas disseminadas nos cdes (SCHUBACH et al.,
2006; SYKES et al., 2001). Nos cées, a esporotricose pode se manifestar em trés formas
clinicas: cutanea localizada, cutdnea linfatica e cutdnea disseminada (SCOTT et al., 1996;
CROTHERS et al., 2009; PEREIRA et al., 2015). Foi demonstrado que cerca de 40% dos cées
com esporotricose apresentaram lesdes cutaneas Unicas, encontradas com maior frequéncia no
focinho e membros anteriores, 20,5% com acometimento da mucosa nasal, 6,8% com linfangite
e 43,2% dos animais avaliados com linfadenomegalia regional (Figuras 3 e 4) (SCHUBACH et
al., 2006).



Figura 4: Esporotricose canina: linfangite nodular (SCHUBACH et al., 2006).

Os farmacos mais utilizados para o tratamento da esporotricose canina sdo itraconazol oral,
cetoconazol, seguido pelos iodetos de sodio e potassio (SCHUBACH et al., 2006;
SCHUBACH et al., 2012). O potencial terapéutico da terbinafina foi confirmado para uso em
humanos (FRANCESCONI et al., 2011). Recentemente, em dois casos de esporotricose canina



tratados com a terbinafina, a droga foi bem tolerada pelos animais, ndo gerando efeitos clinicos
e auséncia de sinais clinicos consistentes com a doenca (VIANA et al., 2018).

1.6 Diagnostico da esporotricose felina e canina

O método padrédo de referéncia no diagnostico da esporotricose humana e animal € a
identificacdo morfoldgica do fungo através de seu isolamento em meio de cultura (RIPPON,
1988), a partir de amostras clinicas, como bidpsias de lesdes de pele ou exsudato das lesdes,
secre¢Bes da mucosa e aspirado de linfonodos (SCHUBACH et al., 2012). Para o diagnostico
micoldgico, o material clinico é semeado inicialmente no meio &gar Sabouraud dextrose
acrescido de cloranfenicol ou no meio agar Mycosel e incubado a 25 °C durante o periodo de
cinco a sete dias ou mais. Apos a incubacdo, é observado o crescimento de um fungo hialino na
forma filamentosa, e que posteriormente observa-se a producdo de melanina. Esse fungo é
inoculado em meio de infusdo de cérebro e coracdo (BHI) e incubado a 37 °C por mais cinco a
sete dias, para a conversdo do fungo da forma filamentosa para a forma leveduriforme, que
apresenta um aspecto cremoso e coloragdo amarelada (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011,
RIPPON, 1988).

Apesar de apresentar alta sensibilidade e especificidade, a cultura micoldgica apresenta
algumas desvantagens, tais como a necessidade de um laboratério de biosseguranca nivel 2 para
a manipulacdo do fungo Sporothrix spp., a possibilidade de contaminacdo bacteriana ou por
acaros devido aos swabs e bidpsias contaminados. Além disso, é uma metodologia laboriosa e
muitas vezes demorada, devido ao lento crescimento flngico e por requerer a conversdo para a
fase de levedura pela subcultura a 37 °C, o que pode gerar atraso no inicio do tratamento
antifangico. Por fim, requer conhecimentos considerdveis para a correta identificacdo
morfoldgica das espécies fungicas (ALEXANDER; PFALLER, 2006; GREMIAO et al., 2020b;
RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2015). O isolamento do fungo nos caninos é mais
dificil do que em felinos, provavelmente devido a baixa carga flngica geralmente encontrada
nas lesdes cutaneas (SCHUBACH et al., 2004a, 2006).

Para o diagndstico da esporotricose felina e canina, também podem ser utilizados
exames microscopicos, como a citopatologia e histopatologia que sdo métodos presuntivos de
diagndstico, onde resultados negativos nesses métodos ndo descartam a presenca de Sporothrix
spp. (GREMIAO et al., 2020b; MARIA et al., 2011).



O exame citopatoldgico baseado no imprint da lesdo cuténea é utilizado rotineiramente
como método de triagem devido a sua rapidez e facilidade de execucdo, baixo custo,
necessidade de uma estrutura laboratorial simples, resultado rapido e alta sensibilidade, mas
precisa de experiéncia para a correta identificacio do agente (GREMIAO et al., 2020b;
PEREIRA et al., 2011). Em 2015 foi descrito o primeiro estudo de acuracia e confiabilidade da
citopatologia para diagnéstico da esporotricose felina usando a cultura fingica como padréo de
referéncia. Nos 244 gatos com suspeita clinica de esporotricose avaliados no estudo foi
demonstrado que esse método apresentou sensibilidade de 84,9%, porém com baixa
especificidade (SILVA et al., 2015). O exame citopatoldgico tem sido amplamente utilizado no
diagnostico da esporotricose felina por conta da facilidade de observagdo das estruturas
fangicas devido a alta carga fngica presente nas lesGes cutaneas desses animais (SILVA et al.,
2015).

A histopatologia é uma ferramenta auxiliar de diagnéstico que também é usada como
uma alternativa rapida, barata e amplamente disponivel para o diagnéstico da esporotricose
felina (MIRANDA et al., 2013). O diagnostico é mais dificil em casos onde a carga fungica é
baixa, como nas lesdes de caes, entdo 0 uso de métodos mais precisos € necessario, Como a
imuno-histoquimica. Colorag6es histoquimicas, como a coloragdo de prata de Grocott, foram
descritas para o diagndéstico de esporotricose humana e animal e sdo geralmente aplicadas para
melhorar a visualizacdo das células semelhantes a leveduras nos tecidos (MIRANDA et al.,
2009).

A imuno-histoquimica permite a detec¢do do antigeno no tecido através da avaliacdo
das interacOes antigeno-anticorpo (SILVA et al., 2018). Esse método ja demonstrou melhorar
a sensibilidade do diagnéstico histolégico da esporotricose humana e canina (MIRANDA et al.,
2011), mas ainda ndo foi aplicada a esporotricose felina (SILVA et al., 2018). Em cdes, a
deteccdo de antigenos intracelulares de S. schenckii por imuno-histoquimica aumentou a
sensibilidade do diagnéstico histoldgico para 80,5%, 0 que sugere que essa técnica possa ser
indicada para o diagnostico de esporotricose devido & sua maior sensibilidade diagnostica
(MIRANDA et al., 2011).

As técnicas soroldgicas podem ser utilizadas como ferramentas de diagndstico ou para
monitoramento da resposta ao tratamento ou recidivas da esporotricose humana
(BERNARDES-ENGEMANN et al., 2014; OROFINO-COSTA et al., 2017). Um estudo
demonstrou o desempenho de um novo teste imunoenzimatico (ELISA), desenvolvido com o

antigeno SsCBF isolado e purificado da parede celular de S. schenckii, adaptado do teste ELISA
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humano previamente desenvolvido, onde foi validado utilizando 62 soros de gatos infectados,
com diagnostico citopatoldgico e/ou cultura fangica de esporotricose confirmado e ja se
encontra disponivel em laboratérios privados (FERNANDES et al., 2011; MONTI, 2019).

Metodologias moleculares sdo bastante utilizadas para a identificagcdo de Sporothrix spp.
(GREMIAO et al., 2020b). E crescente a busca por novos métodos de diagndstico molecular
para identificar espécies patogénicas em amostras de tecido, pois poucos ensaios de PCR foram
descritos para a deteccdo de Sporothrix nessas amostras e ainda ndo sdo usados na rotina do
diagnostico da esporotricose humana e animal (KANO et al., 2005; RODRIGUES; DE HOOG;
DE CAMARGO, 2015).

1.7 Diagnostico molecular de Sporothrix spp.

A identificacdo precoce, répida e precisa de fungos patogénicos é importante para
orientar a selecdo da terapia antifingica apropriada e, assim, melhorar os resultados dos
pacientes, bem como para fins epidemiologicos (HINRIKSON et al., 2005). O desenvolvimento
de métodos de identificacdo de Sporothrix que sejam rapidos, confiaveis e de baixo custo sdo
necessarios, principalmente, em areas endémicas e com recursos limitados (RODRIGUES; DE
HOOG; DE CAMARGO, 2015).

Poucos métodos moleculares tém sido aplicados na deteccdo de DNA de S. schenckii a partir
de amostras clinicas e na identificagdo de Sporothrix em cultura (OLIVEIRA et al., 2014). O
diagndstico molecular usando a PCR, baseado na amplificacdo de sequéncias do gene do fungo,
é uma importante ferramenta para identificar micoses invasivas (OLIVEIRA et al., 2014).

Para a identificacdo molecular de Sporothrix spp., tém sido desenvolvidas metodologias
baseadas em PCR como o RFLP (restriction fragment length polymorphism) (ARENAS;
MILLER; CAMPOS-MACIAS, 2007), RAPD (random amplified polymorphic DNA), (MESA-
ARANGO et al., 2002), PCR M13 fingerprinting e PCR T3B fingerprinting (OLIVEIRA et al.,
2012, 2014; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2014), sequenciamento parcial do
DNA da regido de transcri¢do interna do RNA ribossomal (ITS), sequenciamento parcial do
DNA da regido da calmodulina (CAL), B-tubulina (Btub) e quitina sintase (CHS), nested PCR
(HU etal., 2003; OLIVEIRA et al., 2020), PCR com alvo no gene da topoisomerase Il (KANBE
et al., 2005; KOURKOUMPETIS et al., 2012).

Nessas metodologias, para a diferenciacdo entre as espécies de Sporothrix, séo

utilizados como marcadores moleculares sequéncias de DNA em loci gendmicos que codificam
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proteinas, como CAL (MARIMON et al., 2006a, 2007; ZHANG et al., 2015), ftub (MARIMON
et al., 2006b) e CHS (MARIMON et al., 2007), além de outro biomarcador como a regido ITS
(RASHMI; HAMSAVEENA, 2015a; RODRIGUES et al., 2014). Cabe ressaltar que os estudos
para identificacdo das espécies tém o foco na caracterizacdo do isolado fangico obtido na
cultura e ndo em amostras clinicas.

Em 2001, foi descrita a primeira PCR para identificagdo de S. schenckii, a partir de
espécimes clinicos, onde primers especificos foram desenvolvidos com alvo no gene da quitina
sintase 1 (KANO et al., 2001). Em seguida, amostras de bidpsia de seis casos de esporotricose
humana foram submetidas a analise molecular do estudo anterior, confirmando o uso da
metodologia para o diagndstico da esporotricose (KANO et al., 2003).

Hu et al. (2003) descreveram o primeiro uso da nested PCR com alvo no gene 18S do
RNA ribossomal para deteccdo de DNA de S. schenckii em amostras de tecido de camundongos
infectados experimentalmente e em amostras clinicas de pacientes com esporotricose,
demonstrando alta sensibilidade e especificidade (HU et al., 2003). Em 2010 foi demonstrado
que o ensaio de nested PCR identificou 0 DNA de S. schenckii de todos os tipos de mtDNAS
(DNA mitocondrial), ndo demonstrado no estudo anterior, em isolados de diferentes areas do
mundo (XU et al., 2010). Entretanto, Mendoza et al. (2012) demonstraram um estudo de
esporotricose experimental em camundongos, onde a nested PCR e estudos microscopicos
apresentaram baixa eficicia, enquanto que a cultura e a deteccdo de anticorpos foram
procedimentos diagndsticos eficazes (MENDOZA et al., 2012).

Recentemente, foi demonstrado um método inovador e altamente especifico para
detectar o Sporothrix sensu lato no liquido cefalorraquidiano, o que pode melhorar o
diagndstico e o tratamento precoce em pacientes com meningoencefalite causado por esse fungo
(OLIVEIRA et al., 2020), o qual foi baseado em uma reacdo descrita por Hu et al. (2003) com

pequenos ajustes e possibilitou a identificacdo de amostra clinica humana.

1.8 Diagndstico molecular de Sporothrix spp. em felinos e caninos

Kano et al. (2005) descreveram um dos primeiros estudos para identificar o DNA de S.
schenckii diretamente de amostras obtidas de bidpsia de pele de um caso de esporotricose felina
utilizando primers espécie-especificos para PCR baseados na sequéncia do gene CHS1 (KANO et
al., 2005).
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Poucos estudos realizaram a caracterizagéo de isolados felinos e caninos em nivel de espécie
do complexo Sporothrix. A identificagdo molecular de Sporothrix spp. em isolados caninos é
incomum. Em 2018, foi relatada a primeira descri¢do da espécie S. brasiliensis em cdes do Rio de
Janeiro por meio da PCR T3B fingerprinting, entretanto utilizando o isolado fangico (VIANA
etal., 2018).

Um estudo analisou 15 isolados flngicos de gatos da endemia do Rio de Janeiro que foram
classificados como pertencentes a espécie S. brasiliensis (RODRIGUES et al., 2013). Em outro
estudo, atraves de analises fenotipicas e moleculares, foram caracterizados 8 isolados felinos
obtidos do Rio Grande do Sul, sendo um caracterizado como S. brasiliensis, outro como S. pallida
e seis como S. schenckii (OLIVEIRA et al., 2011a).

Por meio da técnica de PCR fingerprinting utilizando o primer universal T3B para
distinguir entre as espéecies do género Sporothrix, Boechat et al. (2018) identificaram 47
isolados obtidos de gatos, atendidos no INI/FIOCRUZ no Rio de Janeiro, como sendo da
espécie S. brasiliensis (BOECHAT et al., 2018). Apesar dos resultados fenotipicos
inconclusivos observados em 12 isolados do estudo, essa técnica molecular foi capaz de
identificar com sucesso a espécie S. brasiliensis em todos os isolados testados (BOECHAT et
al., 2018).

Recentemente, um estudo analisou isolados clinicos de 4 gatos com esporotricose de trés
regides do estado do Rio de Janeiro e, pela a PCR, os mesmos foram identificados como da
espécie S. brasiliensis (MACEDO-SALES et al., 2020). Além disso, 0 estudo mostrou que 0s
isolados de S. brasiliensis apresentavam caracteristicas fenotipicas diversas, como pigmentacéao
diferente na cultura micolégica do mesmo isolado, indicando uma coinfec¢édo entre isolados de
S. brasiliensis distintos, 0 que pode representar uma ocorréncia comum em areas
hiperendémicas (MACEDO-SALES et al., 2020).

O primeiro estudo que descreveu uma metodologia de PCR direto de lesBes sugestivas
de esporotricose em gatos, observou que 87,1% dos casos foram positivos pela PCR ou cultura
fangica para Sporothrix; 81,4% foram confirmados como sendo S. brasiliensis por PCR
utilizando primers especificos, 71,4% por isolamento flngico e 65,7% pelos dois métodos,
indicando ser um bom método para identificar espécies de Sporothrix e permitir um diagndstico
rapido (GONSALES et al., 2020).
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1.9 Diagnostico molecular em amostras FFEP

Metodologias de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foram recentemente
desenvolvidas com o intuito de melhorar a sensibilidade e especificidade dos testes de
diagndsticos da esporotricose. Estas técnicas podem ser aplicadas em amostras frescas, bem
como em amostras fixadas em formalina e emblocadas em parafina (FFEP) (LAU et al., 2007).
Assim, se a cultura ndo for possivel por razdes logisticas ou técnicas e, se nao houver amostras
alternativas disponiveis além do material fixado em formalina e emblocado em parafina,
poderdo ser utilizadas as abordagens moleculares de diagndstico baseado em PCR
(FRICKMANN et al., 2015).

Os tecidos FFEP apresentam diversas vantagens para fins diagndsticos, pois sdo faceis
de manusear e transportar, seu processamento € de baixo custo e mantém a estabilidade mesmo
qguando armazenados por muito tempo em temperatura ambiente (DONCZO; GUTTMAN,
2018). A obtencéo de produtos de PCR a partir do DNA extraido de tecido parafinado é uma
tarefa dificil, porque, em geral, esse material é escasso, degradado e contém substancias que
inibem a reacdo de amplificacdo, como a formalina, ou inibem a proteinase K utilizada no
procedimento de extragdo, como o xilol (CAO et al., 2003). A forma mais comum de dano ao
DNA encontrada em tecidos fixados em formalina é a fragmentagdo dessa molécula (WONG
et al., 2013). Foi demonstrado que a fragmentacdo do DNA em tecidos fixados em formalina
aumenta com o longo tempo de armazenamento e com pH mais baixo da formalina usada na
fixacdo dos tecidos (LUDYGA et al., 2012). Estudos comparando a amplificacdo do DNA
fangico de amostras frescas e FFEP descrevem consistentemente uma sensibilidade reduzida
do tecido FFEP, indicando que o processo de fragmentacao pode continuar acontecendo durante
0 armazenamento da amostra (LAU et al., 2007; LUDYGA et al., 2012; WILLINGER et al.,
2003). Alem disso, moléculas de DNA danificadas em tecidos FFEP podem criar artefatos que
interferem na identificacdo dos fungos (DO; DOBROVIC, 2015).

Algumas sequéncias génicas passaram a ser utilizadas como marcadores moleculares do
fungo Sporothrix spp., sendo o sequenciamento pela PCR com alvo no gene da calmodulina
(CAL) o mais utilizado. Todavia, 0 uso de primers desenvolvidos para outras regides como ITS,
B-tubulina, quitina sintase, e a PCR fingerprinting utilizando o primer universal T3B, também
apresentam bons resultados para distinguir entre as espécies do complexo Sporothrix
(OLIVEIRA et al., 2011b, 2014; RASHMI; HAMSAVEENA, 2015b; RODRIGUES et al.,
2013; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2014). Todos os marcadores citados acima
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foram desenvolvidos para a utilizagdo em amostras de DNA flngico obtidas de cultura, havendo
a caréncia de um marcador com sensibilidade e especificidade para utilizacdo em amostras de
DNA fangico oriundos de amostras FFEP. Uma metodologia de semi-nested PCR foi
desenvolvida para o diagnostico de esporotricose humana em tecidos emblocados em parafina.
Esse estudo apresentou 100% de sensibilidade e 98,7% de especificidade, apesar de apresentar
diversas limitacdes (HAYASHI et al., 2019).

As infeccdes por Sporothrix spp. tém aumentado nos Gltimos anos e séo dificeis de
tratar, principalmente em gatos, devido a falta de diagnosticos e terapias antifungicas eficazes.
Na ocorréncia de surtos, especialmente com envolvimento zoonotico, o diagnostico rapido é
essencial para minimizar a continuidade da transmissdo e auxilia na escolha da terapia
antifingica mais adequada e na sua administracdo mais precoce nos pacientes, aumentando as
chances de cura. A selecdo de um tratamento efetivo depende, em parte, da correta identificacdo
do agente etiolégico envolvido na infeccdo. Com os métodos tradicionais, essa identificacao
pode demorar e os resultados podem ser inconclusivos. A identificagdo molecular e o
diagnostico podem ser realizados com microrganismos que ndo estdo mais viaveis e 0 DNA
pode ser detectado a partir de uma ampla variedade de amostras (RODRIGUES; DE HOOG;
DE CAMARGO, 2015), como por exemplo, em amostras FFEP. Portanto, s&o importantes

estudos utilizando esse tipo de amostra clinica em casos de esporotricose animal.
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2 JUSTIFICATIVA

A esporotricose € uma micose causada por fungos do género Sporothrix, com elevado
namero de casos no Rio de Janeiro e em outros estados do Brasil. O agente etioldgico prevalente
no Brasil € S. brasiliensis, espécie mais virulenta dentro do género. O crescente aumento desses
casos demonstra a grande necessidade do desenvolvimento de novas ferramentas de diagnostico
que sejam rapidas, eficientes e confidveis, principalmente em areas endémicas.

O método padrdo de referéncia no diagnostico desta micose é o isolamento/identificacéo
de Sporothrix spp. em meio de cultura a partir de espécimes clinicos. Geralmente, os gatos
apresentam uma elevada carga fangica em suas lesGes cutaneas facilitando o diagnostico
laboratorial, ao contrario do que é observado nos cées, nos quais a regra € encontrar uma baixa
carga fungica. Entretanto, a cultura micoldgica pode apresentar falhas, tais como o crescimento
fangico pode ndo ser observado, pode haver contaminacdo microbioldgica ou por acaros e, em
alguns casos, pode atrasar o inicio do tratamento antifungico porque o isolamento do fungo é
um processo prolongado. Assim, a doenca pode se agravar, aumentando o risco de transmissao
e reduzindo as chances de cura clinica.

A possibilidade de extrair o DNA fungico em amostras emblocadas em parafina, e ndo
a partir de amostras frescas ou congeladas, como é realizado rotineiramente, para diversos
patdgenos, e de identificar a presenca do fungo Sporothrix spp. por PCR em nivel de género
e/ou espécie € um avanco para a obtencdo do diagnéstico rapido, sensivel e especifico.
Adicionalmente, a PCR em amostras FFEP e facilitard o acesso ao diagnostico a animais
atendidos em regies onde ndo dispdem de um servico de micologia clinica.

A técnica da PCR apresenta um bom potencial para elevar a sensibilidade do diagnéstico
da esporotricose felina e canina em peles FFEP, principalmente por serem, por muitas vezes, a
Unica amostra disponivel. Isso porque, é uma metodologia mais rapida e sensivel que as
convencionais, de alta especificidade, confidvel e capaz de detectar e identificar o DNA fangico
escasso nos tecidos FFEP, como em alguns casos de lesdes felinas e em grande parte das leses
caninas, cujos métodos tradicionais sdo pouco sensiveis.

Formas acuradas e rapidas de diagnostico sdo fundamentais para iniciar o tratamento
precoce, aumentando a chance de sucesso terapéutico, bem como a reducgéo de custos para o

sistema publico de salde.
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N&o existe até 0 momento um protocolo estabelecido para a extracdo de DNA do fungo
Sporothrix spp. em amostras FFEP de esporotricose felina e canina, assim como ndo existe
ainda uma metodologia padronizada e reprodutivel para realizacdo da PCR para o diagnostico

definitivo da esporotricose felina e canina a partir de tecidos FFEP.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar a sensibilidade do ensaio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) para o
diagndstico de esporotricose felina e canina, em nivel de género, em amostras de pele fixadas
em formalina tamponada a 10% e emblocadas em parafina (FFEP), frente a cultura micolégica

como método padrao de referéncia.

3.2. Objetivos especificos

e Padronizar e validar dois Kits para extracdo de DNA de Sporothrix spp. a partir de amostras
de pele FFEP de gatos e cdes com esporotricose: (1) kit de extracdo quimica; e (2) kit de

extracdo térmica;

e Auvaliar o desempenho dos kits de extracdo de DNA de Sporothrix spp. em amostras FFEP
conforme a quantificacdo de DNA em relacdo a dois parametros: (1) concentracdo de DNA,;
e (2) grau de pureza do DNA, utilizando dois protocolos diferentes de cortes histolégicos
dos blocos parafinados;

e Auvaliar a sensibilidade e especificidade da técnica da nested PCR, em nivel de género de
Sporothrix spp., para o diagndstico da esporotricose felina e canina em tecidos FFEP
baseada na amplificacdo para a regido 18S do RNA ribossomal (ITS).
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4 CAPITULO1

Avaliacao e padronizacao de dois Kits de extracdo de DNA em pellets FFEP de cultura

micologica de diferentes espécies de Sporothrix.

Neste capitulo, apresentamos um estudo de padronizacdo da extracdo de DNA e
identificacdo molecular de amostras FFEP de Sporothrix spp..

Foram utilizadas seis espécies diferentes de Sporothrix (S. chilensis, S. mexicana, S.
pallida, S. globosa, S. brasiliensis e S. schenckii) de pellets obtidos por centrifugacdo de cultura
micoldgica e FFEP, e trés controles (Cryptococcus sp., Leishmania infantum e Histoplasma sp.)
para avaliar a especificidade e a possibilidade de ocorréncia de reacdes cruzadas. As amostras
deste estudo foram provenientes de projetos aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Fundagédo Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ): L-041/06, LW-25/11, LW-32/12, LW-14/16,
LW-12/17,e LW -17/17.

As amostras FFEP foram submetidas a dois protocolos de cortes histologicos (oito
cortes de 5 um de espessura e um corte de 16 um de espessura) e a extracdo de DNA utilizando
dois kits diferentes de extracdo de DNA (extracdo quimica e extracao térmica). O DNA extraido
foi quantificado em um espectrofotdmetro para avaliagdo dos parametros de concentragéo e
pureza do DNA (relacdo Azeo/Azso entre 1,8 e 2,0). Para a identificacdo pela PCR em nivel de
género de Sporothrix spp. nas amostras FFEP, foi realizada uma metodologia de nested PCR
similar a descrita baseada na amplificacdo para a regido 18S do RNA ribossomal (ITS) (HU et
al., 2003) com alguns ajustes para obtencdo da padronizacdo da reacdo possibilitando a
amplificagdo do DNA oriundo de amostras parafinadas.

A comparacdo dos kits de extracdo de DNA em relacdo a concentracdo de DNA revelou
gue ndo houve diferenca estatistica na concentracdo de DNA entre os kits de extracdo e também
entre os protocolos de cortes histoldgicos testados (corte — 5 um e corte — 16 pum). A
quantificacdo do grau de pureza do DNA indicou que o DNA extraido era mais puro, utilizando
o critério da razdo Azeo/A2g0 NO intervalo 1,8 — 2,0, no protocolo de extracdo térmica usando o
protocolo de corte histologico de 16 um em relacdo ao kit de extracdo quimica no mesmo
protocolo de corte histologico.

A técnica de nested PCR foi capaz de identificar o género Sporothrix em todas as seis
espécies FFEP testadas de Sporothrix utilizando o kit de extracdo quimica de DNA nos dois

protocolos de cortes histoldgicos (100% de sensibilidade). A sensibilidade da técnica
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molecular, utilizando o kit de extracdo térmica nos protocolos de cortes histoldgicos de 5 um e
16 pm, foi de 83,3% e 50%, respectivamente. Ambos os Kits de extragdo de DNA mostraram
100% de especificidade para Sporothrix spp e nenhuma reagéo cruzada foi observada.

O kit de extracdo quimica de DNA utilizando o protocolo de corte histolégico de 5 pum
de espessura apresentado neste estudo apresentou um desempenho superior ao kit de extragao
térmica, e ao outro protocolo de corte histoldgico, para a extracdo de DNA de Sporothrix spp.
em amostras FFEP e, juntamente com o ensaio de nested PCR de alta sensibilidade, tém grande
potencial para serem aplicados no diagnostico de diferentes espécies de Sporothrix spp. em
amostras FFEP.

O manuscrito foi submetido ao jornal Frontiers in Veterinary Science, conforme

apresentado abaixo.
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different DNA extraction kits (chemical and thermal extractions). A nested PCR was performed on the extracted DNA to identify
the genus Sporothrix. We observed that the chemical extraction protocol with the 5 pm thick paraffin section was more effective
in extracting DNA from Sporothrix sp. from FFPE samples and the nested PCR technique showed a high sensitivity and specificity.
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a chronic, cosmopolitan granulomatous mycosis that affects humans and animals.
The infection is caused by the dimorphic fungi Sporothrix sp. The aim of the present study was to
evaluate and standardize two DNA purification kits from formalin fixed and paraffin-embedded tissues
(FFPE). FFPE mycological culture pellet samples of different Sporothrix species (S. chilensis, S.
mexicana, S. pallida, S. globosa, S. brasiliensis and §. schenckii) were sectioned into two distinct
paraffin sections (5 and 16 um thick). The sections were subjected to two different DNA extraction
kits (chemical and thermal extractions). A nested PCR was performed on the extracted DNA to identify
the genus Sporothrix. The chemical extraction protocol with the 5 um thick paraffin section was more
effective in extracting DNA from Sporothrix sp. from FFPE samples and the nested PCR technique

showed a high sensitivity and specificity for the diagnosis of sporotrichosis in these samples.
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1 INTRODUCTION

Sporotrichosis is a chronic cosmopolitan granulomatous mycosis, caused by the thermodimorphic
fungus of the genus Sporothrix, which affects humans and a wide variety of animals, especially cats
and dogs (1-4). Since 1998, there have been a large number of cases of sporotrichosis in Rio de Janeiro.
At the Evandro Chagas National Institute of Infectious Diseases (INT) of the Oswaldo Cruz Foundation
(Fiocruz), one of the main reference center for the treatment of the disease in Brazil, it was registered
between 1998 and 2015 around 5,000 cases of human sporotrichosis, 5,113 felines cases during 1998
— 2018, and 244 canines (1998 to 2014) (3,5,6). The classical transmission of sporotrichosis occurs
through skin trauma by traumatic implantation of the fungus, which is present in the vegetal or organic
matter of soil contaminated by Sporothrix conidia (7). In addition, zoonotic transmission through
infected animals can occur (8). In most cats and canines, the infection is acquired after fights with other
infected cats and a contaminated environment (3,6). Sporotrichosis is caused by pathogenic species of
Sporothrix, including S. brasiliensis, S. schenckii sensu stricto (s. str.), S. globosa, S. luriei, S. pallida,
S. mexicana, and S. chilensis (9-15). S. schenckii and S. globosa are the species generally associated
with the classical (non-zoonotic) transmission route, while the species S. brasiliensis is associated with
zoonotic sporotrichosis (11,15-18).

The reference standard method for diagnosing animal sporotrichosis is mycological culture from
clinical samples, such as skin biopsies or exudate from animal lesions or swab of nasal mucosa, with a
presumptive diagnosis using microscopic examinations, such as cytopathology and histopathology
(19). However, in mycological culture, fungal growth may not be observed and there may be
microbiological contamination. It is a laborious and often time-consuming methodology, in addition
to requiring considerable knowledge for the correct morphological identification of fungal species
(20,21). Formalin-fixed and paratfin-embedded (FFPE) tissue specimens represent an extremely
valuable sample source for prospective and retrospective studies (22). If mycological culture is not
possible for logistical or technical reasons, and if there are no alternative samples available other than
FFPE material, polymerase chain reaction (PCR)-based molecular diagnostic approaches may be used
(23). PCR methodologies have recently been developed with the aim of improving the sensitivity and
specificity of diagnostic tests for sporotrichosis. These techniques can be applied to fresh samples as
well as to FFPE samples (24). Obtaining quality and pure PCR products from DNA extracted from
FFPE tissue is a difficult task, because, in general, this material is scarce, degraded and contains
substances that inhibit the amplification reaction, such as formalin, or inhibit proteinase K used in the

extraction procedure, such as xylene (25). There is still no standardized and reproducible PCR
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methodology for the definitive diagnosis of animal sporotrichosis using FFPE tissues. The aim of the
present study was to analyze and standard two kits for DNA extraction from Sporothrix sp. (chemical
and thermal extractions) from FFPE mycological culture pellet samples of different Sporothrix species,
using two different protocols of paraffin scctions and to identify at the genus-level the pathogenic

species of Sporothrix by nested PCR.

2 METHODS

Samples: Pellets of isolates of six different reference strains of Sporothrix species characterized in
previous studies of our group were used (8. chilensis, S. mexicana, S. pallida, S. globosa, S. brasiliensis
and 8. schencikii) (26-29) obtained by centritugation of mycological culture were fixed in 10% butfered
formalin and embedded in paraffin (FFPE) (30). These paraffin blocks were prepared in 2019. The
mycological culture technique for isolation of Sporothriv spp. was performed as described by Rippon,
1988 (7). FFPE tissue samples from mandibular lymph nodes from a Cryplococcus sp. positive cat,
and skin and spleen biopsies from [leishmania infantum and Histoplasma sp. positive dogs,
respectively, were used to evaluate the specificity and the occurrence of cross-reactions. These I'I'PE
tissues are from the year of 2013, 2016 and 2013, respectively. The DNA of type strain of S. brasiliensis
CBS120339 (formerly IPEC 16490) (11) was used as positive control in every PCR assay. To monitor
possible contamination, reaction mixtures without DNA were performed in the first and nested PCRs

as negative controls.

Preparation of FFPE samples: Each paraffin block was sectioned into two distinct protocols paraffin
scctions: (a) cight 5 pm thick sections (5 pm section) and (b) one 16 um thick section (16 pm section),
including the blocks of negative control samples, using a microlome. Weighting of the samples was
also performed in an analytical balance (Shimadzu). The sections were submitted to DNA extraction
from Sporothrix sp. as well as the other species of infectious agents (specificity and cross-reaction

controls). The extracted DNA was conditioned at -30° C until molecular identification by PCR.

DNA extraction from FFPE samples: DNA was extracted from the sectioned paraffin blocks using
two different commercial DNA extraction kits: (1) chemical extraction using the QIAamp® DSP DNA
FFPE Tissue Kit (Qiagen, California, USA) where the sections of FFPE samples were deparatfinized
with xylene: (2) thermal extraction using the ReliaPrepTM FFPE gDNA Miniprep System kit

(Promega Corporation, Madison, USA) where the sections of FI'PLEL samples were deparaffinized with
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mineral oil and incubated at 80° C. The extraction steps followed all the manufacturer’s instructions.

After extraction, the DNA of the samples was frozen at —30° C.

DNA quantification: The DNA quantification in all FFPE samples was evaluated in DNA extract
using two parameters: (1) DNA concentration, using spectrophotometric measurement of absorbance
at 260 nm wavelength (NanoDrop™ 2000c, Thermo Fisher Scientific. Waltham, USA); (2) DNA
purity, using an absorbance ratio of 260 nm to 280 nm (A260/A2s0), considering the range of 1.8-2.0 to

be of good quality (31).

Nested PCR assay: For the genus-level PCR identification of Sporothrix sp. in FFPE specimens a
nested PCR was performed according to a previously described method that is based on amplification

for the 18S region of ribosomal RNA (ITS) (32) with slight modifications (33).

A ready-to-use PCR master mix 2X solution was used (Promega Corporation, Madison, USA). PCR
master mix contains 50 units/ml of Taq DNA polymerase supplied in a proprictary reaction buffer (pH
8.5), 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP and 3mM MgCI2. For a 50 ul total
reaction volume, reactions were standardized to obtain a final concentration of 100 to 120 ng of DNA.
The reaction mixture of the first-round PCR consisted of 1-15ul of DNA template. with final
concentrations of 1 X PCR master mix and 0.2 uM of outer primers SS1 (5°-CTC GTT CGG CACCTT
ACA CG-3")and SS2 (5'-CGC TGC CAA AGC AAC GCG GG-3") (34). The reaction mixture of the
nested PCR was identical, except that 3ul of the first reaction product and the inner primer pair SS3
(5-ACT CAC CAG GTC CAG ACA CGA TG-3") and SS4 (5'-CGC GGG CTA TTT AGC AGG
TTA AG-3") (34) were used. The PCR reaction was performed in 0.5-ml thin-wall polypropylene tubes
in a thermal cycler Veriti™ 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) under the conditions:
initial denaturation at 95°C for 5 minutes, followed by 40 cycles of 1 minute denaturation at 95°C,
hybridization for I minute at 68°C and extension for 1 minute at 72°C and then final extension for 10
minutes at 72°C. PCR products were analyzed by electrophoresis on a 2% w/v agarose gel (Agarose
Ultra-Pure — Invitrogen). DNA was stained with Blue Green Loading Dye I (LGC Biotecnologia) and
the amplicons were visualized on a LED K33-333 transilluminator (KASVI). The first round amplified

a 305 bp fragment and the second one, a 152 bp fragment.

Statistical analysis: The exploratory analysis used mean, median, interquartile range, minimum and
maximum to summarize the quantitative variables and absolute and relative frequencies to describe the

qualitative variables. To compare the quantitative variables, Wilcoxon tests were used. The quantitative
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DNA purity variable was categorized in pure and not pure, considering acceptable as pure for DNA
the value between 1.8 and 2.0, and is optimal around 1.8 (31). The sensitivity value of positive samples
by nested PCR was provided with the respective 95% confidence interval (CT). P-values <0.05 indicate
significant differences in the tests, however, due to the sample size. whenever possible, uncertainty
measures (variability and CI) were also provided. Free software R version 4.0 was used for statistical

analyses.

3 RESULTS

No statistical difference between the weights of the paraffin sections was observed (p>0.05). The mean
weight of the FFPE samples in the eight 5 um thick paraffin sections and in the single 16 pm thick
section was 15.1 mg and 8.5 mg, respectively.

The comparison of the DNA extraction protocols based on the concentration and purity of the DNA
using both paraffin sections (S um and 16 pm) is shown in the Table 1. There was no statistical
difference in the DNA concentration between the extraction kits (p=0.8203 in 5 pm and p=1.000 in 16
um). There was also no statistical difference in the DNA concentration between the tested paraffin
sections (Table 1). The degree of DNA purity indicated that the extracted DNA was purer (A2s0/A2so
ratio within the range 1.8-2.0) in the thermal extraction protocol using the 16 pum paraftin section in
relation to the other kit in the same paraffin section (p = 0.009) (Table 2).

Using the chemical extraction methodology, nested PCR technique was able to detect the 152bp
fragment ot all six FFPE Sporothrix species tested for both paraffin sections (100% sensitivity) (Figure
1). The sensitivity of the thermal extraction in the 5 um and 16 pm paraffin sections was 83,3% and
50%, respectively (Table 3). Both DNA FFPE extraction protocols showed 100% specificity for
Sporothrix sp. and no cross-reactions were observed, demonstrated by the absence of amplified product
in nested PCR in FFPE samples of Cryprococcus sp., Leishmania infantum and Histoplasma sp. (Figure

1).

DISCUSSION

FFEP tissues have several advantages for diagnostic purposes, as they are easy to handle and transport,
their processing is low-cost and maintain stability even when stored for a long time at room temperature
(22). However, obtaining DNA in this type of sample with sufficient quantity and quality using
extraction techniques is a challenge (35). Several preanalytical factors can influence the analysis of

nucleic acids in FFPE samples, such as biospecimen fixation, specimen size, block storage, section
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thickness, section storage, and others (36). The 5 um thick sections are commonly used in the analysis
of different types of FFPE tissues, with different numbers of sections (37-43), and the 16 um thick
sections were tested in this work as an alternative to produce samples with a smaller amount of paraffin,
which contains PCR inhibitors (44), also in an attempt to increase the sensitivity of the methods. In the
present study, the chemical DNA extraction methodology demonstrated the best performance
compared to the thermal protocol, mainly in 5 pm thick section.

Although the DNA concentration was similar in both protocols and paraffin section and the purest
DNA was observed in thermal extraction (16 um section), the nested PCR assay demonstrated the
superiority of the chemical extraction methodology by the positivity observed in all samples tested.
The chemical extraction kit used in our study was used by Sarnecka et al. with FFPE tumor tissues,
where the amount of DNA was similar to the present study (median of 13.20ng/ul), including the result
of DNA purity with the same median (A2co/Azs0=1.90) in the 5 um thick sections. However, molecular
analyzes were not performed and the performance of this kit in the study was inferior to the other tested
(automated extraction) (43). Higher DNA concentrations ranging from 12.3 to 618.9 ng were observed
in another study with FFPE fungal samples using the same chemical extraction kit with one 25 pm
thick sections and modifications such as longer incubation time with proteinase K and another cell lysis
protocol (23).

In this work, the nested PCR methodology performed was similar to that described by Hu et al. based
on amplification for the 18S region of ribosomal RNA (ITS), using specific primers for Sporothrix spp
(32). Despite the high sensitivity and specificity observed, a semi-nested PCR methodology was
developed for the diagnosis of human sporotrichosis in tissues embedded in paraftin, but few cases
were analyzed and there is a lack of details that make its reproducibility difficult (45). Also, they used
the same chemical DNA extraction kit but it was not reported how the paraffin blocks were sectioned
(45). Hu et al. described a nested PCR assay for the detection of S. schenckii for diagnosing cutaneous
sporotrichosis from frozen skin tissues (32). Based on them, Hayashi et al. designed new primers to
increase the sensitivity and specificity (100% and 98,7%, respectively) in their semi-nested PCR assay
(45). In the present study, we used the same primer sets, specific for Sporothrix DNA, described by Hu
etal. (32), and we were able to detect this fungus in FFPE samples.

Another important factor in this work was the standardization of the methodology using a master mix
solution to perform the PCR mixture, which facilitates and could expedite the performance of the
assays and the diagnosis of sporotrichosis in the clinical laboratory. The amount of DNA in these
samples was considered ideal, as a standardization of the DNA concentration was performed in our

study, but the highest degree of DNA purity was only 44.4%, within the purity criteria, observed in the
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thermal extraction protocol using the 16 pm paraffin section. This result may have been influenced by
the low amount of material in the paraffin blocks. However, the nested PCR assay showed that even
with low DNA purity in FFPE samples, it was possible to obtain high sensitivity and specificity. This
indicates that in FFPE samples the degree of DNA purity can be more variable than in fresh or frozen
samples, with a range of purity larger than the one considered. Furthermore, the nested PCR was
capable to identify at the genus-level the pathogenic species of Sporothrix tested (S. chilensis, S.
mexicana, S. pallida, S. globosa, S. brasiliensis and S. schenckii). Oliveira et al. also used the same
sets of primers to detect the Sporothrix sensu lato in cerebrospinal fluid, therefore, the nested
amplification of the 18S rRNA gene fragment can detect all the Sporothrix species of the Sporothrix
complex (33). In order to ensure no cross-reaction with fungi and protozoan frequently found in feline
and canine skin cases, Cryptococcus sp., Leishmania infantum and Histoplasma sp. FEPE tissue
samples was included. As Sporothrix species have a large geographic distribution (46), this protocol
can be applied in different regions of the world regardless of the species associated with the cases.
Statistical tests may have been impaired due to sample size. So, our findings need to be validated in a
larger number of FI'PL clinical samples of animals in next studies.

In conclusion, the DNA chemical extraction protocol with the 5 um thick paraffin section presented
here was more effective in extracting DNA from Sporothrix sp. from FFPE samples and together with
the high sensitivity nested PCR assay have great potential to be applied in Sporothrix sp. diagnosis in

these samples.
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Table 1: Comparison of chemical and thermal DNA extraction protocols in 9 paratfin blocks of
Sporothrix sp. and negative controls, using the two paraffin sections (5 pm and 16 pm), in relation to
the DNA concentration (ng/ul) and the degree of DNA purity (A260/Azg0 nm ratio).

DNA FFPE Parameter 5 um - Paraffin section 16 um - Paraffin section It
protocol Median  Min. Max. IQR | Median Min. Max. IQR
DNA
Chemical quantity 8.2 4.5 122.8 13.5 8.9 0.6 152.8 13.7 0.4961
extraction DN(,:g;TJ)rity
1.80 1.59 7.23 0.4 1.93 0.91 6.66 0,51 1.000
(A260/Azs0)
DNA
Thermal quantity 10.3 7.2 89.5 6.0 11.6 5.7 72.5 14.3 0.5703
extraction Dl\l(zggt:nrity
1.71 1.49 1.92 0.09 1.63 1.33 199 0.42 1.000
(Az60/ A230)

Median, minimum (min), maximum (max) values, and interquartile ranges (IQR) of the DNA quantification
results of the 9 paraffin blocks used are expressed. * Wilcoxon test between the two paraffin sections (Sum

and l6um).

Table 2: Comparison of chemical and thermal DNA extraction protocols in 9 paratfin blocks of
Sporothrix spp and negative controls, using the two paraffin sections (5 pm and 16 um), in relation to
the degree of DNA purity (Azen/A2zo nm ratio).

DNA FFPE protocol (n=9)

DNA purity

5pum

16 pm

Pure (%) Non-pure (%) Pure (%) Non-pure (%)
Chemical extraction 2(22.2) 7 (77.8) 2 (22.2) 7(77.8)
Thermal extraction 2(22.2) 7(77.8) 4(44.4) 5 (55.6)

DNA results with the A»q/Asso ratio falling within the range of 1.8 — 2.0 were considered as pure.
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Figure 1: Nested PCR products on agarose gel. A) Chemical extraction. B) Thermal extraction. Left to
right: Molecular marker DNA ladder, 100 bp (Fermentas). S. chilensis: 1 (5 um) and 2 (16 pm): S.
chilensis: 3 (5 ym) and 4 (16 um): S. pallida: 5 (5 ym) and 6 (16 pm); S. pallida: 7 (5 pm) and 8 (16
um): 8. globosa; 9 (5 pm) and 10 (16 um): S. brasiliensis; 11 (5 nm) and 12 (16 pm): S. schenckii; 13
(5 um) and 14 (16 um): Cryptococcus sp.; 15 (5 um) and (16 um): L. infantun; 17 (5 pm) and 18 (16
um): Histoplasma sp.; PCR negative control (sterile water). The nested PCR product is a 152 base pair
(152 bp) amplicon.
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Table 3: Comparison of chemical and thermal DNA extraction protocols in paraffin blocks of
Sporothrix spp paraffin blocks (n = 6), using the two paraffin sections (5 pm and 16 pm), in relation
to positivity, method sensitivity and confidence interval (95% CI).

Nested PCR - Sporothrix spp.

DNA FFPE protocol — - —
Positive Negative Sensitivity (%) 95%Cl (%)
5 pum 6 0 100 54 - 100
Chemical extraction
16 um 6 0 100 54 - 100
5pm 5 2 83.3 35.8-99.6
Thermal extraction
16 pm 3 3 50 11.8-88.2
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5 CAPITULO?2

Avaliacao e validacédo da extracdo de DNA de Sporothrix spp. em tecidos FFEP de felinos

e caninos.

Neste capitulo, apresentamos um estudo de validagdo da metodologia de extracdo de
DNA e identificacdo molecular previamente descrito pelo nosso grupo (Luiz et al., dado néo
publicado - artigo do capitulo 1) em tecidos FFEP de felinos e caninos com diagndstico de
esporotricose.

O estudo representa o desenvolvimento de um método de diagndstico laboratorial, onde
foram utilizadas 14 amostras de peles FFEP de gatos e 20 amostras de peles FFEP de céaes, com
diagnostico definitivo de esporotricose pelo isolamento de Sporothrix spp. por cultura
micoldgica. As amostras de pele foram obtidas por meio de bidpsia da borda de lesdes ativas,
com a utilizacéo de punch de 3-4 mm. Os animais foram atendidos no Laboratério de Pesquisa
Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos (LAPCLIN-DERMZOO), Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas, no periodo de 2009 a 2019. As amostras deste estudo
foram provenientes de projetos aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais da
Fundagdo Oswaldo Cruz (CEUA/FIOCRUZ): L-041/06, LW-25/11, LW-32/12, LW-14/16,
LW-12/17 e LW -17/17.

A preparacdo das amostras FFEP foi realizada como descrito no capitulo anterior por
Luiz et al. (dado ndo publicado - artigo do capitulo 1). Cada bloco parafinado foi submetido a
dois protocolos de cortes histoldgicos (oito cortes de 5 um de espessura e um corte de 16 um
de espessura). Em seguida, os cortes foram submetidos a extracdo de DNA de Sporothrix spp
utilizando dois kits comerciais de extracdo de DNA (extracdo quimica e extracdo térmica). O
DNA extraido foi quantificado em um espectrofotdmetro para avaliacdo dos parametros de
concentragdo e pureza do DNA (relacdo Azeo/Azgo entre 1,8 e 2,0). Por fim, uma nested PCR
foi realizada no DNA extraido para identificagdo do género Sporothrix.

Em relacdo a concentracdo de DNA foi observado que ndo houve diferenca estatistica
entre os Kits de extracdo e também entre os protocolos de cortes histologicos entre as amostras
de cées e gatos (p>0,05). O mesmo foi observado em relacdo ao grau de pureza do DNA. As
amostras de cdes e gatos apresentaram baixa pureza do DNA extraido utilizando os kits de

extracdo quimica e térmica e em ambos os protocolos de cortes histologicos (p>0,05).
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A técnica de nested PCR demonstrou que mesmo com DNA impuro foi possivel detectar
a presenca de Sporothrix spp. nos tecidos parafinados, principalmente dos gatos. Utilizando os
Kits de extracdo quimica e térmica, no protocolo de corte histoldgico de 5 pum, a sensibilidade
da PCR foi de 42.8% e 28.6%, respectivamente. Para as amostras de cées, a sensibilidade da
técnica molecular foi muito baixa em todas as metodologias de extracdo de DNA e cortes
histoldgicos.

Em acordo com os resultados encontrados pelo estudo anterior do nosso grupo (Luiz et
al., dado nédo publicado), foi observado que mesmo nédo havendo diferenca estatistica em relacédo
a concentracdo e baixo grau de pureza de DNA, para as amostras clinicas emblocadas em
parafina de cdes e gatos, o kit de extracdo quimica de DNA utilizando o protocolo de corte
histologico de 5 pum de espessura foi mais eficaz que o kit de extracdo térmica, € ao outro
protocolo de corte histoldgico, principalmente pela maior sensibilidade demonstrada pelo
ensaio de nested PCR.

O manuscrito estd em fase de preparacdo para submissdo a revista BMC Veterinary

Research, conforme apresentado abaixo.
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a chronic, cosmopolitan granulomatous mycosis that affects humans and
animals. The infection is caused by the dimorphic fungi Sporothrix spp. The aim of the present
study was to validate a DNA extraction and molecular identification methodology previously
described by our group from formalin fixed and paraffin-embedded tissues (FFPE). FFPE
tissues from 14 felines and 20 canines with a definitive diagnosis of sporotrichosis by isolation
of Sporothrix spp. by mycological culture were sectioned into two paraffin sections protocols
(5 and 16 um thick). The sections were subjected to two different DNA extraction Kkits (chemical
and thermal extractions).The extracted DNA was subjected to a nested PCR to identify the
genus Sporothrix spp. The chemical extraction with the 5 pum thick paraffin section protocol
showed higher sensitivity for the identification of Sporothrix spp. by nested PCR in felines
FFPE tissues (42.8 %), while canine samples showed low sensitivity in both DNA extraction

protocols and histological sections tested.
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INTRODUCTION

Sporotrichosis is a chronic cosmopolitan granulomatous mycosis, caused by the
thermodimorphic fungus of the genus Sporothrix, which affects humans and a wide variety of
animals, especially cats and dogs (1-4). Since 1998, there haves been a large number of cases
of sporotrichosis in Rio de Janeiro. At the Evandro Chagas National Institute of Infectious
Diseases (INI) of the Oswaldo Cruz Foundation (Fiocruz), one of the main reference center for
the treatment of the disease in Brazil, it was registered between 1998 and 2015 around 5,000
cases of human sporotrichosis, 5,113 felines cases during 1998 — 2018, and 244 canines (1998
to 2014) (3,5,6). The classical transmission of sporotrichosis occurs through skin trauma by
traumatic implantation of the fungus, which is present in the vegetal or organic matter of soil
contaminated by Sporothrix conidia (7). In addition, zoonotic transmission through infected
animals can occur (8). In most cats and canines, the infection is acquired after fights with other
infected cats and a contaminated environment (3,6). Sporotrichosis is caused by pathogenic
species of Sporothrix, including S. brasiliensis, S. schenckii sensu stricto (s. str.), S. globosa,
S. luriei, S. pallida, S. mexicana, and S. chilensis (9-15). S. schenckii and S. globosa are the
species generally associated with the classical (non-zoonotic) transmission route, while the
species S. brasiliensis is associated with zoonotic sporotrichosis (11,15-18).

The reference standard method for diagnosing animal sporotrichosis is mycological culture
from clinical samples, such as skin biopsies or exudate from animal lesions or swab of nasal
mucosa, with a presumptive diagnosis using microscopic examinations, such as cytopathology
and histopathology (19). However, in mycological culture, fungal growth may not be observed
and there may be microbiological contamination. It is a laborious and often time-consuming
methodology, in addition to requiring considerable knowledge for the correct morphological
identification of fungal species (20,21). Formalin-fixed and paraffin-embedded (FFPE) tissue
specimens represent an extremely valuable sample source for prospective and retrospective
studies (22). If mycological culture is not possible for logistical or technical reasons, and if
there are no alternative samples available other than FFPE material, polymerase chain reaction
(PCR)-based molecular diagnostic approaches may be used (23). PCR methodologies have
recently been developed with the aim of improving the sensitivity and specificity of diagnostic

tests for sporotrichosis. These techniques can be applied to fresh samples as well as to FFPE
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samples (24). Obtaining quality and pure PCR products from DNA extracted from FFPE tissue
is a difficult task, because, in general, this material is scarce, degraded and contains substances
that inhibit the amplification reaction, such as formalin, or inhibit proteinase K used in the
extraction procedure, such as xylene (25). There is still no validated and reproducible PCR
methodology for the definitive diagnosis of animal sporotrichosis using FFPE tissues. The aim
of the present study was to validate a DNA extraction and molecular identification methodology
previously described by our group (Luiz et al. (unpublished data)) from formalin fixed and
paraffin-embedded tissues (FFPE) by analyzing two kits for DNA extraction from Sporothrix
sp. (chemical and thermal extractions) from FFPE tissues from 14 felines and 20 canines, with
a definitive diagnosis of sporotrichosis by isolation of Sporothrix spp. by mycological culture,
using two different protocols of paraffin sections. The identification at the genus-level of

Sporothrix was performed by nested PCR.

METHODS

Samples: FFPE tissues from 14 felines and 20 canines, with a definitive diagnosis of
sporotrichosis by isolation of Sporothrix spp. by mycological culture, were used. These paraffin
blocks were prepared in the period from 2009 to 2019. The mycological culture technique for
isolation of Sporothrix spp. was performed on Sabouraud Dextrose Agar (Difco Becton,
Dickinson and Comapany/Sparks) with chloramphenicol and incubated at 25°C for five to seven
days. After the growth of a hyaline fungus in the filamentous form, it produces melanin, which
was inoculated into a Brain Heart Infusion medium (BHI, Difco Becton, Dickinson and
Comapany/Sparks) and incubated at 37°C for five to seven days to convert the fungus to the
yeast form (7). The DNA of type strain of S. brasiliensis CBS120339 (formerly IPEC 16490)
(11) was used as positive control in every PCR assay. To monitor possible contamination,
reaction mixtures without DNA were performed in the first and nested PCRs as negative

controls.

Preparation of FFPE samples: Each paraffin block was sectioned into two distinct protocols
of paraffin sections: (a) eight 5 um thick sections (5 pum section) and (b) one 16 um thick section
(16 um section), including the blocks of negative control samples, using a microtome.
Weighting of the samples was also performed in an analytical balance (Shimadzu). The sections
were submitted to DNA extraction from Sporothrix sp. The extracted DNA was conditioned at

-30° C until molecular identification by PCR.
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DNA extraction from FFPE samples: DNA was extracted from the sectioned paraffin blocks
using two different commercial DNA extraction Kits: (1) chemical extraction using the
QlAamp® DSP DNA FFPE Tissue Kit (Qiagen, California, USA) where the sections of FFPE
samples were deparaffinized with xylene; (2) thermal extraction using the ReliaPrepTM FFPE
gDNA Miniprep System kit (Promega Corporation, Madison, USA) where the sections of FFPE
samples were deparaffinized with mineral oil and incubated at 80° C. The extraction steps
followed all the manufacturer’s instructions. After extraction, the DNA of the samples was

frozen at —30° C.

DNA quantification: The DNA quantification in all FFPE samples was evaluated in DNA
extract using two parameters: (1) DNA concentration, using spectrophotometric measurement
of absorbance at 260 nm wavelength (NanoDrop™ 2000c, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA); (2) DNA purity, using an absorbance ratio of 260 nm to 280 nm (A2e0/A2g0), considering
the range of 1.8-2.0 to be of good quality (26).

Nested PCR assay: For the genus-level PCR identification of Sporothrix sp. in FFPE
specimens a nested PCR was performed according to a previously described method that is
based on amplification for the 18S region of ribosomal RNA (ITS) (27) with slight

modifications (28).

A ready-to-use PCR master mix 2X solution was used (Promega Corporation, Madison, USA).
PCR master mix contains 50 units/ml of Tag DNA polymerase supplied in a proprietary reaction
buffer (pH 8.5), 400uM dATP, 400uM dGTP, 400uM dCTP, 400uM dTTP and 3mM MgCI2.
For a 50 pl total reaction volume, reactions were standardized to obtain a final concentration of
100 to 120 ng of DNA. The reaction mixture of the first-round PCR consisted of 1-15ul of DNA
template, with final concentrations of 1X PCR master mix and 0,2 uM of outer primers SS1
(5"-CTC GTT CGG CAC CTT ACA CG-3") and SS2 (5"-CGC TGC CAA AGC AAC GCG
GG-3) (29). The reaction mixture of the nested PCR was identical, except that 3l of the first
reaction product and the inner primer pair SS3 (5"-ACT CAC CAG GTC CAG ACA CGA TG-
3) and SS4 (5"-CGC GGG CTA TTT AGC AGG TTA AG-3") (29) were used. The PCR
reaction was performed in 0.5-ml thin-wall polypropylene tubes in a thermal cycler Veriti™
96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher Scientific) under the conditions: initial denaturation
at 95°C for 5 minutes, followed by 40 cycles of 1 minute denaturation at 95°C, hybridization
for 1 minute at 68°C and extension for 1 minute at 72°C and then final extension for 10 minutes

at 72°C. PCR products were analyzed by electrophoresis on a 2% wi/v agarose gel (Agarose
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Ultra-Pure — Invitrogen). DNA was stained with Blue Green Loading Dye | (LGC
Biotecnologia) and the amplicons were visualized on a LED K33-333 transilluminator
(KASVI). The first round amplified a 305 bp fragment and the second one, a 152 bp fragment.

Statistical analysis: The exploratory analysis used mean, median, interquartile range,
minimum and maximum to summarize the quantitative variables and absolute and relative
frequencies to describe the qualitative variables. To compare the quantitative variables,
Wilcoxon tests were used. The quantitative DNA purity variable was categorized in pure and
not pure, considering acceptable as pure for DNA the value between 1.8 and 2.0, and is optimal
around 1.8 (26). The sensitivity value of positive samples by nested PCR was provided with the
respective 95% confidence interval (Cl). P-values <0.05 indicate significant differences in the
tests, however, due to the sample size, whenever possible, uncertainty measures (variability and

ClI) were also provided. Free software R version 4.0 was used for statistical analyses.

RESULTS

It was observed no statistical difference between the weights of the paraffin sections was
observed (p>0.05). The mean weight of the FFPE samples in the eight 5 um thick paraffin
sections and in the single 16 um thick section was 15.1 mg and 8.5 mg, respectively.

The comparison of the DNA extraction protocols based on the concentration and purity of the
DNA using both paraffin sections (5 um and 16 pm) is shown in the Table 1. No statistical
difference in the DNA concentration between the extraction kits was observed. There was also
no statistical difference between the protocols of histological sections in the samples of dogs
and cats (p>0.05) (Table 1). The same was observed regarding the degree of purity of the DNA.
The samples of dogs and cats showed low purity of the extracted DNA using the chemical and
thermal extraction Kits and in both histological section protocols (p>0.05) (Table 2).

In cats FFPE tissues, the higher sensitivity of nested PCR technique was observed using the
protocol of 5 um paraffin sections in the chemical extraction methodology (42.8% sensitivity),
followed by 28.6% sensitivity in the thermal extraction (Table 3). The sensitivity of nested in
FFPE tissues from dogs was low in both extraction Kkits and histological sections protocols
(Table 3).

DISCUSSION
FFEP tissues have several advantages for diagnostic purposes, as they are easy to handle and

transport, their processing is low-cost and maintain stability even when stored for a long time
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at room temperature (22). However, obtaining DNA in this type of sample with sufficient
quantity and quality using extraction techniques is a challenge (30). Several preanalytical
factors can influence the analysis of nucleic acids in FFPE samples, such as biospecimen
fixation, specimen size, block storage, section thickness, section storage, and others (31). The
5 um thick sections are commonly used in the analysis of different types of FFPE tissues, with
different numbers of sections (32—38), and the 16 um thick sections were tested in this work as
an alternative to produce samples with a smaller amount of paraffin, which contains PCR
inhibitors (39), also in an attempt to increase the sensitivity of the methods.

In the present study, it was observed a large variability in DNA concentration (0.1 to 178.2
ng/ul) in the FFEP skin biopsy samples from cats and dogs with sporotrichosis. Nechifor-Boila
et al. (2015) considered the DNA concentration of 100 ng/ul an ideal cutoff point for a good
DNA concentration in FFEP carcinoma samples (NECHIFOR-BOILA et al., 2015). Although
the DNA concentration was similar between these animals in both protocols and paraffin
sections, our data corroborate with the previous study, since we validated our PCR methodology
using a DNA concentration of 100 to 120 ng/ul as the ideal one for the amplification of our
target sequence. Higher DNA concentrations ranging from 12.3 to 618.9 ng were observed by
Frickmann et al. (2015) with FFPE fungal samples using the same chemical extraction kit but
with one 25 pum thick sections and modifications such as longer incubation time with proteinase
K and another cell lysis protocol (23). The degree of DNA purity, mainly in FFPE tissues of
dogs, showed low purity of the extracted DNA using the chemical and thermal extraction kits
and in both histological section protocols, considering the range of 1.8-2.0 in the Azeo/Azgo ratio
to be of good quality. Between our clinical samples from cats and dogs, the highest degree of
purity was observed in FFEP tissues from cats using the chemical extraction kit in the 16 um
section (42.9%). However, is unknown the ideal degree of purity expected in relation to samples
of lesions of Sporothrix spp. previously fixed in formalin and embedded in paraffin.

In this work, the nested PCR methodology performed was similar to that described by Hu et al.
based on amplification for the 18S region of ribosomal RNA (ITS), using specific primers for
Sporothrix spp (27). In the present study, we used the same primer sets, specific for Sporothrix
DNA, described by Hu et al. (2003) (27), and we were able to detect this fungus in FFPE
samples from cats and dogs with sporotrichosis. Despite the high sensitivity and specificity
observed, a semi-nested PCR methodology was developed for the diagnosis of human
sporotrichosis in tissues embedded in paraffin, but few cases were analyzed and there is a lack

of details that make its reproducibility difficult (40). Also, they used the same chemical DNA
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extraction Kit but it was not reported how the paraffin blocks were sectioned (40). Despite the
low DNA purity observed in our FFPE samples, the nested PCR assay showed higher sensitivity
of nested PCR technique using the protocol of 5 um paraffin sections in the chemical extraction
methodology in cat FFPE samples (42.8% sensitivity). This indicates that in FFPE samples the
degree of DNA purity can be more variable than in fresh or frozen samples, with a range of
purity larger than the one considered. Oliveira et al. also used the same sets of primers to detect
the Sporothrix sensu lato in cerebrospinal fluid, therefore, the nested amplification of the 18S
rRNA gene fragment can detect all the Sporothrix species of the Sporothrix complex (28).
Another important factor in this work was the use of a master mix solution to perform the PCR
mixture, which facilitates and could expedite the performance of the assays and the diagnosis
of sporotrichosis in the clinical laboratory.

Despite the satisfactory results observed in our study by the nested PCR assay, it is necessary
to search for alternatives to obtain FFEP samples with higher concentration and purity of DNA,
such as the collection of a larger fragment of the biopsy of the lesions of dogs and cats, in order
to obtain a greater fungal load in these samples, mainly from dogs, and adjustments in DNA
extraction methodologies to reduce inhibitors and contaminants.

In conclusion, the DNA chemical extraction protocol with the 5 pum thick paraffin section
presented here was more effective in extracting DNA from Sporothrix sp. from FFPE clinical
samples from cats and dogs and together with the nested PCR assay have great potential to be

applied in the diagnosis of feline and canine sporotrichosis in these samples.
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Table 1: Comparison of chemical and thermal DNA extraction protocols in FFPE tissues of 14

felines and 20 canines, using the two paraffin sections protocols (5 pm and 16 pm), in relation

to the DNA concentration (ng/ul) and the degree of DNA purity (Azso/Az2s0 Nm ratio).
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5 pm - Paraffin section 16 pum - Paraffin section

DNA FFPE protocol Parameter Animal

Median Min. Max. Median Min. Max.
DNA quantity Cat 7.9 05  65.0 6.0 01 686
(ng/ui) Dog 4.9 04 1782 2.6 0.4 243

Chemical extraction
DNA purity Cat 1.71 0.00  2.99 1.83 0.00 2.52
(A260/A280) Dog 1.9 112 11.94 2.37 000 7.72
DNA quantity Cat 10.6 21 737 10.4 29 492
(ng/ul) Dog 8.0 21 329 8.4 22 356

Thermal extraction
DNA purity Cat 1.79 1.37 331 1.64 112 1.86
(A260/A280) Dog 1.60 130  1.94 1.55 0.88 2.16

Median, minimum (min), maximum (max) values, and interquartile ranges (IQR) of the DNA

quantification results of the 34 paraffin blocks used are expressed.

Table 2: Comparison of chemical and thermal DNA extraction protocols in FFPE tissues of 14

felines and 20 canines, using the two paraffin sections protocols (5 pm and 16 pm), in relation

to the the degree of DNA purity (Azs0/A2s0 Nm ratio).

DNA purity
DNA FFPE protocol (n=35) Animal 5um 16 um
Pure (%) Non-pure (%) Pure (%) Non-pure (%)

Cat 2(14.3) 12 (85.7) 6 (42.9) 8 (57.1)
Chemical extraction

Dog 7 (35) 13 (65) 3 (15) 17 (85)

Cat 5 (35.7) 9 (64.3) 2 (14.3) 12 (85.7)
Thermal extraction

Dog 2 (10) 18 (90) 1(5) 19 (95)

DNA results with the Agzso/Asso ratio falling within the range of 1.8 — 2.0 were considered as pure.

Table 3: Comparison of chemical and thermal DNA extraction protocols in FFPE tissues of 14

felines and 20 canines, using the two paraffin sections protocols (5 um and 16 pm), in relation

to the positivity, method sensitivity and confidence interval (95% CI).
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Nested PCR - Sporothrix spp.

DNA FFPE protocol Animal
Positive Negative Sensitivity (%) Cl (%)
Cat 6 8 42.8 176-71.1
5um
Dog 1 19 5 0.12-24.8
Chemical extraction
16 Cat 1 13 7.1 0.18-33.8
Hm Dog 1 19 5 0.12 -24.8
Cat 4 10 28.6 8.4-58.1
5 um
Dog 3 17 15 3.2-37.8
Thermal extraction
16 Cat 1 13 7.1 0.18-33.8
Hm Dog 3 17 15 3.2-37.8
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6 DISCUSSAO

Para fins diagnosticos, os tecidos FFEP apresentam diversas vantagens, pois sdo faceis
de manusear, seu processamento & de baixo custo e mantém a estabilidade mesmo sendo
armazenados em longo prazo (DONCZO; GUTTMAN, 2018). Apesar de pouco explorados,
esses tecidos representam um valioso recurso para estudos moleculares retrospectivos
(KOKKAT et al., 2013). Porém, a obtencdo de DNA nesse tipo de amostra, em quantidade e
qualidade suficientes a partir de técnicas de extracéo, € um desafio (MARASCHIN et al., 2017).
Diversos fatores pré-analiticos podem influenciar a analise de &cidos nucleicos em amostras
FFEP, como o método de fixacdo de amostra, o seu tamanho, armazenamento de bloco,
espessura do corte histologico e seu armazenamento, entre outros (BASS et al., 2014). Além
disso, 0 DNA extraido de amostras FFEP é escasso, degradado e geralmente contém substancias
que podem inibir as reagdes de amplificacdo (CAO et al., 2003; COURA et al., 2005).

Nesse estudo utilizamos dois kits comerciais de extracdo de DNA desenvolvidos para
purificar o0 DNA de patogenos em tecidos FFEP de gatos e cdes com esporotricose. A
metodologia de extra¢do quimica utiliza xilol no processo de desparafinizacdo, enquanto que a
metodologia de extracdo térmica utiliza 6leo mineral e incubagéo a 80°C para desparafinizar as
amostras FFEP. Em relacdo aos agentes utilizados para desparafinizagéo, o xilol € um solvente
toxico e 0 mais utilizado para este fim em amostras FFEP, embora possa causar a fragmentacéo
do DNA (RAMESH et al., 2019). J& sem possibilidade de risco ocupacional, o 6leo mineral
tem sido eficaz como método de desparafinizacdo em experimentos de recuperacdo de DNA de
amostras FFEP (LIN et al., 2009).

Cada amostra FFEP utilizada foi submetida a dois protocolos de cortes histoldgicos:
oito cortes histologicos de 5 um de espessura e a um corte histoldgico de 16 pum de espessura.
Os cortes histoldgicos de 5 um sdo comumente usadas na andlise de diferentes tipos de tecidos
FFEP, com diferentes nimeros de cortes, conforme metodologias sugeridas em estudos
anteriores com outros microganismos (BARTON ROGERS et al., 1990; BERNHARDT et al.,
2015; ISOLA et al., 1994; JANECKA; ADAMCZYK; GASINSKA, 2015; LIN et al., 2009;
MUNOZ-CADAVID et al., 2010; SARNECKA et al., 2019). Neste trabalho foi também testado
0 protocolo com corte de 16 um de espessura como alternativa para a producdo de amostras
com menor quantidade de parafina, que apresenta inibidores de PCR, conforme descrito por
Franck, Svoboda-Newman e Hsi (1996).
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Alguns estudos descrevem a obtencdo de alta concentracdo de DNA extraido de blocos
parafinas, porém diferem em relacdo ao tipo de amostra clinica testada, tamanho do tecido
emblocado em parafina, metodologia de extracdo e cortes histologicos (NAGAHASHI et al.,
2017; NECHIFOR-BOILA et al., 2015; PATEL et al., 2016; SANTOS et al., 2009). Em um
estudo de Nechifor-Boila e colaboradores (2015), 100 ng/ul foi considerado um ponto de corte
ideal para uma boa concentragdo de DNA em amostras FFEP de carcinomas (NECHIFOR-
BOILA et al., 2015). Nosso estudo com amostras de bidpsia de pele de cdes e gatos com
esporotricose mostrou uma grande variabilidade da concentracdo de DNA (0,1 a 178,2 ng/ul).
Entretanto nossos dados corroboram com o estudo anterior de Nechifor-Boila e colaboradores
(2015), uma vez que validamos nossa PCR utilizando uma concentracdo de DNA de 100 a 120
ng/ul, como a ideal para a amplificacdo do nosso alvo de estudo

A pureza do DNA extraido pode ser avaliada através da razdo da absorbancia a 260 nm
dividida pela leitura a 280 nm no espectrofotometro, onde o DNA com melhor qualidade
apresenta uma relacao Axeo/Azgo Nm entre 1,8 e 2,0. Valores dessa relagdo muito baixos indicam
a presenca de contaminantes, como proteinas e RNA, segundo dados de estudos apresentados
pelo grupo Thermo Fisher Scientific (2010). Porém, ndo se sabe o grau de pureza ideal esperado
em relacdo as amostras de lesbes de Sporothrix spp. previamente fixadas em formalina e
emblocadas em parafina. Alguns estudos utilizando diferentes tipos de tecidos FFEP e
metodologias de extracdo demonstram que o grau de pureza do DNA varia nessas amostras,
inclusive adotando diferentes critérios de intervalo de pureza de DNA (como 1,6 — 1,9, por
exemplo) (NECHIFOR-BOILA et al., 2015; SARNECKA et al., 2019). Em nosso estudo com
amostras clinicas, o maior grau de pureza foi observado nos tecidos FFEP de gatos utilizando
o kit de extragdo quimica no corte de 16 um (42.9%). Ja nas amostras de pellet de cultura
micoldgica, a pureza foi baixa em todos os cenarios. As amostras FFEP utilizadas em nossos
estudos sdo do periodo de 2009 a 2019, porém o periodo de estocagem dos blocos parafinados
é sugerido por Nechifor-Boila e colaboradores (2015) nao influenciar na concentragao e pureza
do DNA.

Um fator importante deste trabalho foi a padronizagdo da metodologia da PCR
utilizando uma solucdo master mix para realizagdo da mistura da PCR. Essa ferramenta facilita
e agiliza a realizacdo dos ensaios e o diagnostico da esporotricose no laboratorio clinico. Além
disso, para as reacOes de amplificacdo, a concentracdo de DNA foi padronizada para obter uma
concentracgéo final de 100 a 120 ng de DNA.
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A metodologia padréo de referéncia para o diagnostico definitivo de Sporothrix spp. é
a cultura fungica, geralmente realizada através de bidpsia de pele de lesdes cutaneas (MORRIS-
JONES, 2002). Caso a cultura ndo seja possivel ou se tenha apenas amostras fixadas em
formalina e emblocadas em parafina disponiveis, métodos moleculares podem ser utilizados
como ferramenta diagnostica, como as rea¢des de PCR (FRICKMANN et al., 2015). A reacédo
da nested PCR é uma técnica que reduz a amplificacdo de regides ndo especificas do DNA de
interesse, aumentando a sensibilidade do ensaio, e é realizada por duas PCRs sucessivas
(WANGER et al., 2017), sendo indicada para amplificar o DNA de amostras com baixa
concentragdo, como em tecidos FFEP. Nesse estudo, a metodologia de nested PCR realizada
foi similar a descrita por Hu et al. baseada na amplificacdo para a regido 18S do RNA
ribossomal (ITS), utilizando primers especificos para Sporothrix (HU et al., 2003). Uma
metodologia de semi-nested PCR com alta sensibilidade e especificidade foi desenvolvida para
o0 diagndstico de esporotricose humana em tecidos emblocados em parafina utilizando novos
primers baseados no estudo de Hu et al., porém foram analisados poucos casos e com caréncia
de detalhes que dificultam sua reprodutibilidade (HAYASHI et al., 2019). No presente estudo,
foram utilizados os mesmos conjuntos de primers, especificos para DNA de Sporothrix,
descritos por Hu et al., que foram capazes de detectar esse fungo em amostras de FFEP.

Apesar dos resultados satisfatorios observados em nossos estudos, principalmente em
relagdo & identificacdo molecular pela nested PCR, se faz necesséria a busca por ferramentas
para a obtencdo de amostras FFEP com maior concentracdo e grau de pureza de DNA, como
por exemplo, a coleta de um fragmento maior da bidpsia das lesdes de cées e gatos, a fim de
obter maior carga fungica nessas amostras, principalmente dos cées e ajustes nas metodologias
de extracdo de DNA para reduzir inibidores e contaminantes.

Em nosso estudo de padronizacdo das metodologias de extracdo de DNA, a nested PCR
foi capaz de identificar em nivel de género as espécies patogénicas de Sporothrix testadas (S.
chilensis, S. mexicana, S. pallida, S. globosa, S. brasiliensis e S. schenckii). Assim, devido a
grande distribuicdo geogréafica desse fungo, esse protocolo pode ser utilizado em qualquer
regido do mundo para o diagnostico da esporotricose felina e canina em tecidos emblocados em

parafina.
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7 CONCLUSOES

e A extracdo de DNA de tecidos FFEP de gatos e cées para detec¢do de Sporothrix foi

descrita pela primeira vez;

e O protocolo de extracdo quimica utilizando o protocolo de 8 cortes histologicos de 5

pm de espessura apresentou melhor desempenho;

e O ensaio da nested PCR, utilizando primers especificos para o género Sporothrix,
apresentou alta sensibilidade e especificidade para identificar esse fungo em amostras
FFEP de pellets de fungos obtidos por centrifugacdo de cultura micoldgica (protocolo
de extracdo quimica);

e As metodologias de extracdo de DNA e da nested PCR utilizadas apresentam grande
potencial para serem aplicadas no diagnéstico da esporotricose felina e canina em
amostras FFEP na rotina clinica.
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8 PERSPECTIVAS FUTURAS

e Conclusdo do desenvolvimento de novos marcadores moleculares espécie-especificos

para identificacdo de Sporothrix sp.;

e Concluir a redacdo do artigo cientifico sobre a validacdo da metodologia de extracdo de

DNA de Sporothrix a partir de tecidos parafinados desenvolvido neste estudo;

e Ingressar no curso de doutorado em Pesquisa Clinica em Doengas Infecciosas

(INI/Fiocruz) para o segmento dessa linha de estudo.
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