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RESUMO

Introducao: A esporotricose ¢ uma micose subcutanea emergente no mundo € um grave
problema de satde publica no Brasil, considerada como uma doenga negligenciada. A
regido costeira ao sul do Rio Grande do Sul, ha mais de duas décadas reporta casos da
enfermidade. Os gatos domésticos e a adaptacdo da espécie S. brasiliensis a este
hospedeiro apresentam papel central na epidemiologia da esporotricose, associando-se ao
atual preocupante cendrio na saude publica nacional. No entanto, casos de esporotricose
humana relacionados a infecdo por trauma com pescado sdo descritos. Diante da
complexidade da cadeia epidemioldgica da esporotricose e de sua interface com o
ambiente, torna-se fundamental aprofundar o conhecimento epidemiologico da doenga
em gatos domésticos, bem como ampliar o olhar para além da transmissdo classica,
incorporando a investiga¢dao de potenciais fontes nao convencionais de infec¢do, e atuar
com estratégias educativas que fortalecam a vigilancia, a prevencao e a formagdo em
micologia. Objetivos: monitorar o desfecho e tratamento da esporotricose felina em
regido hiperendémica; investigar pescados/peixes como possivel fonte de infec¢dao por
Sporothrix spp.; e elaborar materiais didaticos voltados ao ensino de micologia. Essas
tematicas originaram trés artigos/manuscritos apresentados como produgdo cientifica.
Manuscrito 1: Foi realizada a avaliagdo do manejo clinico, tratamento e desfechos da
esporotricose felina, bem como do conhecimento dos tutores sobre a doenca, em um
municipio hiperendémico do sul do Brasil. O estudo incluiu dados coletados a partir de
questiondrio semi-estruturado aplicado a 62 tutores de gatos com esporotricose,
demonstrando que a monoterapia com itraconazol foi o tratamento mais frequente, com
duracdo média de 147 dias. A cura clinica ocorreu em 63% dos casos, enquanto 37%
evoluiram a oObito, havendo associagdo significativa entre o uso de itraconazol
manipulado e o o6bito (p = 0,036). O tratamento representou importante impacto
financeiro para os tutores, € lacunas no conhecimento sobre a doenga foram evidenciadas.
Os resultados reforcam a necessidade de politicas publicas, incluindo a oferta de
antifngicos e acdes educativas, para o controle da esporotricose felina e zoonotica.
Manuscrito 2: Foi realizada a investigagdo da presenca de Sporothrix spp. em peixes
utilizando uma abordagem integrada, envolvendo andlises metagenOmicas, cultivo
micologico, genotipagem e sequenciamento de genoma completo. O estudo incluiu 991
espécimes de trés espécies de peixes, abrangendo diferentes estagios de vida, habitats e
origens. Os peixes foram agrupados em trés categorias e, ao todo, 46 pools de amostras
foram submetidos as andlises laboratoriais. A metagendmica revelou a detec¢do de
OTUs/ASVs compativeis com S. brasiliensis em 67,3% (31/46) dos pools analisados e
com S. schenckii em 6,5% (3/46). O cultivo micologico permitiu o isolamento de quatro
cepas de S. brasiliensis, cujos perfis genéticos se distribuiram em dois clados previamente
descritos no Brasil, apresentando estreita relacdo com isolados clinicos de origem humana
e animal. Os achados fornecem evidéncias inéditas da associagdo de Sporothrix spp. com
peixes, ampliando o conhecimento sobre possiveis nichos ambientais e rotas de exposi¢ao
desse patogeno em regides endémicas. Manuscrito 3: Foi realizada a elaboragdo de
materiais didatico-pedagogicos voltados ao ensino da micologia, diante da reconhecida
superficialidade dessa tematica nos diferentes niveis de formac¢ao no Brasil e da caréncia
de recursos educativos especificos. Foram desenvolvidos cultivos fungicos duradouros,
prototipos de estruturas microscopicas em impressdao 3D e um guia tedrico, contemplando
vinte géneros e espécies fungicas de importancia médica e biotecnoldgica. Os materiais
produzidos configuram uma alternativa lidica, inovadora que permite a visualizacdo
adequada de caracteristicas morfologicas essenciais a identifica¢do fungica e contribui
para a qualificagdo do ensino, a disseminagdo do conhecimento micologico e o
enfrentamento da negligéncia historica das doengas fungicas. Conclusdes: A presente



tese contribui de forma integrada e inovadora para melhor compreensdo da cadeia
epidemioldgica da esporotricose € seu impacto na saude publica. Os resultados
evidenciam os desafios no manejo e tratamento da esporotricose felina em darea
hiperendémica do sul do Brasil, destacando elevadas taxas de mortalidade, impacto
financeiro significativo para os tutores e lacunas no conhecimento da populagdo,
reforcando a necessidade de politicas publicas voltadas a oferta de antifingicos ¢ ao
fortalecimento da vigilancia em saude. Adicionalmente, a evidéncia de material gendmico
de Sporothrix spp. em peixes e pescados amplia a compreensao da interface ambiente—
patoégeno, abrindo novas perspectivas sobre rotas ndo convencionais de exposi¢ao € o
papel de ecossistemas aquaticos na dinamica da esporotricose. Por fim, a elaboragdo de
materiais didatico-pedagdgicos inovadores voltados ao ensino da micologia contribui
para a formagdo de profissionais mais capacitados e conscientes, enfrentando a
negligéncia historica das doengas flingicas. Em conjunto, os achados desta tese reforcam
a importancia de uma abordagem integrada entre saide animal, saide humana, ambiente
e educagdo para o enfrentamento efetivo da esporotricose em areas endémicas.

Palavras-chave: Fonte de Infeccdo, Materiais Didaticos, Micose Subcutanea,
Metagendmica, Vigilancia Epidemiologica.

Objetivos de Desenvolvimento Sustentavel (ODS) contemplado(s): 3- Saude e Bem-
estar; 4- Educacdo de Qualidade; 9- Industria, Inovagao e Infraestrutura; ODS 12 -
Consumo e Produgdo Sustentaveis; 14- Vida na agua; 15- Vida terrestre.



ABSTRACT

Sporotrichosis is an emerging subcutaneous mycosis worldwide and a serious public
health problem in Brazil, being considered a neglected disease. The southern region of
Rio Grande do Sul and the state of Rio de Janeiro have reported cases of the disease for
more than two decades. Domestic cats and the adaptation of Sporothrix brasiliensis to
this host play a central role in the epidemiology of sporotrichosis, being closely associated
with the current national public health scenario. This occurs because these animals are
the main victims and transmitters of the pathogen, carrying a high load of fungal
propagules in their lesions, which are easily transmitted to other animals and
humans.Given the complexity of the epidemiological chain of sporotrichosis and its
interface with the environment, it is essential to broaden the perspective beyond classical
transmission routes, incorporating the investigation of potential environmental and non-
conventional sources of infection, as well as educational strategies that strengthen
surveillance, prevention, and training in mycology. In this context, an integrated approach
involving animal health, human health, the environment, and education emerges as a key
axis for addressing sporotrichosis in endemic areas.The main objective of this thesis was
to address different dimensions of this issue, including: monitoring treatment outcomes
of feline sporotrichosis in a hyperendemic region; investigating fish and seafood as
potential sources of infection by Sporothrix spp.; and developing didactic materials aimed
at teaching mycology. These themes resulted in three articles/manuscripts presented as
the scientific output of this thesis. Manuscript 1: An evaluation of the clinical
management, treatment, and outcomes of feline sporotrichosis was conducted, as well as
an assessment of owners’ knowledge about the disease, in a hyperendemic municipality
in southern Brazil. This retrospective study included cases diagnosed between 2021 and
2024, comprising 293 cats, of which 62 owners participated in interviews. Most animals
were male, had outdoor access, and presented disseminated cutaneous lesions.
Itraconazole monotherapy was the most frequently used treatment, with a mean duration
of 147 days. Clinical cure was observed in 63% of cases, while 37% resulted in death,
with a significant association between the use of compounded itraconazole and mortality
(p = 0.036). Treatment represented a significant financial burden for owners, and gaps in
knowledge about the disease were identified. These results reinforce the need for public
policies, including the provision of antifungal therapy and educational actions, for the
control of feline and zoonotic sporotrichosis. Manuscript 2: The presence of Sporothrix
spp. in fish was investigated using an integrated approach combining metagenomic
analyses, mycological culture, whole-genome sequencing, and genotyping. The study
included three fish species (Mugil liza, Cynoscion guatucupa, and Micropogonias
furnieri), encompassing different life stages, habitats, and origins, with a total of 991
specimens analyzed. Fish were grouped into three categories: M. liza obtained from a
public market in the municipality of Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brazil; C. guatucupa
and M. furnieri obtained from fishing industries; and juvenile M. liza collected from
distinct natural environments. In total, 46 pooled samples were subjected to laboratory
analyses. Metagenomic analysis detected OTUs/ASVs compatible with Sporothrix
brasiliensis in 67.3% (31/46) of the analyzed pools and with Sporothrix schenckii in 6.5%
(3/46). Mycological culture yielded four S. brasiliensis isolates, whose genetic profiles
were distributed across two clades previously described in Brazil and showed close
relatedness to clinical isolates of human and animal origin. These findings provide
unprecedented evidence of the association between Sporothrix spp. and fish, expanding
current knowledge on potential environmental niches and exposure routes of this
pathogen in endemic regions. Manuscript 3: The development of didactic-pedagogical
materials aimed at teaching mycology was carried out in view of the recognized



superficiality of this subject across different levels of education in Brazil and the lack of
specific educational resources. Durable fungal cultures, three-dimensional printed
prototypes of microscopic fungal structures, and a theoretical guide were developed,
encompassing twenty fungal genera and species of medical and biotechnological
importance. The materials produced represent a playful, innovative, and highly durable
educational alternative, applicable to elementary and secondary education, higher
education, and university extension activities. This approach enables adequate
visualization of morphological characteristics essential for fungal identification and
contributes to improving teaching quality, disseminating mycological knowledge, and
addressing the historical neglect of fungal diseases.In summary, this thesis provides an
integrated and innovative contribution to the understanding of sporotrichosis in the
context of Brazilian public health by simultaneously addressing clinical, epidemiological,
environmental, and educational aspects of the disease. The findings highlight challenges
in the management and treatment of feline sporotrichosis in a hyperendemic area of
southern Brazil, emphasizing high mortality rates, a significant financial burden on
owners, and gaps in public awareness, thereby reinforcing the need for public policies
focused on antifungal provision and strengthening health surveillance. Additionally, the
investigation of fish and seafood as potential sources of infection by Sporothrix spp.
expands the understanding of the environment—pathogen interface, opening new
perspectives on non-classical routes of exposure and the role of aquatic ecosystems in the
dynamics of sporotrichosis. Finally, the development of innovative didactic-pedagogical
materials aimed at teaching mycology contributes to the training of more qualified and
aware professionals, addressing the historical neglect of fungal diseases. Taken together,
the findings of this thesis underscore the importance of an integrated approach involving
animal health, human health, the environment, and education for the effective control of
sporotrichosis in endemic areas.

Keywords: Source of Infection, Educational Materials, Subcutaneous Mycosis,
Metagenomics, Epidemiological Surveillance.

Sustainable Development Goals (SDGs) addressed: SDG 3: Good Health and Well-
Being; SDG 4: Quality Education; SDG 9: Industry, Innovation and Infrastructure; SDG
12: Responsible Consumption and Production; SDG 14: Life Below Water; SDG 15: Life
on Land
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1 INTRODUCAO

A esporotricose zoondtica, causada pelo fungo dimorfico Sporothrix brasiliensis,
configura-se como uma micose subcutanea emergente de alta relevancia epidemioldgica
e um crescente desafio para a saude publica brasileira, sendo classificada como uma
doenca negligenciada (Gremiao et al., 2020a). O felino doméstico representa o principal
hospedeiro acometido e o mais eficiente e transmissor do agente etiologico (Gremido et
al.,, 2015; Gremido et al., 2020b). Nos ultimos cinco anos, tem-se observado uma
acentuada expansao espacial da enfermidade, ja documentada em praticamente todas as
unidades federativas do Brasil, com manutencao de areas hiperendémicas consolidadas
nos estados do Rio de Janeiro (RJ) e Rio Grande do Sul (RS) por mais de duas décadas
(Lockhart et al., 2021). Ademais, a disseminagdo de S. brasiliensis ultrapassou fronteiras
nacionais, com registros em paises limitrofes e relatos de casos importados em regioes
geograficamente distantes, caracterizando um cendrio de emergéncia epidemioldgica

global (Rabello et al, 2022a; Rachman et al., 2022; Xavier et al., 2023).

Vale ressaltar que a regido sul do RS principalmente os municipios de Rio Grande
e Pelotas, hd mais de duas décadas reporta casos da enfermidade, apresentando ao longo
dos anos aumento no numero de casos tanto em humanos como em gatos domésticos,
totalizando cerca de 605 casos (504 em gatos ¢ 101 em humanos) até o ano de 2021
(Brandolt et al., 2019; Munhoz et al., 2022). Atualmente, outras regides do RS descrevem
surtos e/ou aumento de casos (Spanamberg et al., 2021; Munhoz et al., 2022). Esse
cenario regional, somado ao panorama nacional de expansao da esporotricose, contribuiu
para o recente reconhecimento da doenca como de notificagdo compulsoria em ambito
nacional, a partir de 2025, reforcando a necessidade de vigildncia epidemiologica

integrada para a esporotricose humana e animal no Brasil (Brasil, 2025).

Os felinos domésticos e a adaptagdo da espécie S. brasiliensis a este hospedeiro
apresentam papel central na epidemiologia da esporotricose, associando-se a atual
situagdo de satde publica nacional. Isto ocorre porque estes animais sdo as principais
vitimas e transmissores do patdgeno, carreando alta carga de propagulos fungicos em suas
lesdes, facilmente transmitidos para outros animais € humanos (Gremido et al., 2020b).
Além disso, estes animais frequentemente (74%) desenvolvem formas clinicas graves da

doenca (extracutanea e disseminada) raras em outros hospedeiros, podendo inclusive
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evoluir para 6bito se ndo tratada (Schubach et al., 2004; Gutierrez-Galhardo et al., 2015).
De forma associada a esta problematica, o tratamento da esporotricose em felinos
apresenta diversos obstaculos, como limitagdo de farmacos, dificuldade de administra¢ao
diaria de medicagdo por via oral, alto custo monetario, tempo prolongado (minimo de 4
meses) e taxa de cura variavel (40 a 96%), associada ao diagnoéstico tardio e aderéncia
limitada dos tutores ao tratamento prescrito (Gremiao et al., 2017; Gremiao et al., 2020b).
Portanto, levando em consideracdo o papel central que gatos domésticos apresentam na
epidemiologia da doen¢a como principais vitimas e disseminadores de S. brasiliensis, o
monitoramento bem como acompanhamento do manejo, tratamento e desfecho destes

animais em areas hiperendémicas ¢ essencial.

Embora medidas de controle e preven¢ao dessa micose incluam cautela no destino
correto das carcacgas de animais infectados para que ndo haja dispersdao e contaminagao
ambiental pelo fungo (Barros et al., 2010), o habitat da espécie S. brasiliensis ndo esta
totalmente esclarecido (Matute; Teixeira, 2025). Existe a hipdtese de que ambientes com
alta salinidade possam ser mais propicios para manuten¢do e reproducao de S.
brasiliensis, uma vez que as regides de maior endemicidade da esporotricose felina e
zoonotica no Brasil sdo costeiras e proximas ao mar, como Rio de Janeiro e Rio Grande
do Sul (Gremido et al., 2020a). Nesse contexto, 0 monitoramento € o rastreamento do
agente etiologico em pescados, bem como o conhecimento do seu perfil de tolerancia a
salinidade sdo fundamentais para melhor entendimento sobre o agente etiologico e as

fontes de infecdo importantes na cadeia epidemioldgica da doenca.

Em adicao, ressalta-se que com a populagdo mundial em crescimento e potencial
comércio global de aquicultura e pescado, o risco de contaminacdo ambiental e
desenvolvimento de zoonoses de origem aquatica em humanos estd aumentando (Ziarati
et al., 2022). Principalmente, as estruturas traumatizantes de peixes ja foram evidenciadas
como potenciais fontes de fungos patogénicos, inclusive os causadores da esporotricose
(Mayorga et al., 1978; Ranjana et al., 2001; Haddad et al., 2002). Nesse sentido, ha de se
aprofundar o conhecimento do impacto desse risco fisico na cadeia produtiva de pescado,
tendo em vista o grande nimero de pescadores e manipuladores em contato constante
com pescado (Leme et al., 2011). Entretanto, a aten¢do insuficiente aos fungos zoondticos
nos esforcos internacionais e nacional de saude publica acarreta um déficit no
desenvolvimento de medidas de prevencao e controle das doengas flingicas (Ziarati et al.,

2022).
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Além desses fatores ecologicos e ocupacionais, o desconhecimento generalizado
sobre a esporotricose agrava ainda mais o cendrio epidemioldgico. Em nossa regido
hiperendémica para a esporotricose, verificou-se que 26% dos profissionais de saude ndo
conheciam a doenga e cerca de 40% desconheciam ou apontaram incorretamente o agente
etioldgico e a principal manifestagdo clinica em seus pacientes (45%) (Poester et al.,
2019). Esse déficit de conhecimento compromete a suspei¢ao clinica, etapa fundamental
para o diagnoéstico precoce e o tratamento adequado, especialmente em areas de elevada
endemicidade. Logo, a escassez de materiais didaticos sobre essa drea em diferentes
esferas da educacdo, desde o ensino basico at€¢ o superior potencializam esse
desconhecimento, contribuindo indiretamente para que as doencas fungicas sejam

negligenciadas (Rodrigues; Nosanchuk, 2021).

Diante desse contexto multifatorial, o objetivo desta tese foi contemplar diferentes
vertentes da problematica relacionada a esporotricose, abrangendo: o monitoramento do
desfecho e tratamento da esporotricose felina em regiao hiperendémica; a investigagcao de
pescados/peixes como possivel fonte de infecgdo por Sporothrix spp.; € a elaboragao de
materiais didaticos voltados ao ensino de micologia. Essas tematicas originaram trés

manuscritos apresentados como produgao cientifica desta tese.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Caracteristicas gerais do género Sporothrix spp

Fungos do género Sporothrix pertencem ao Reino Fungi, filo Ascomycota, classe
Sordariomycetes, Ordem Ophiostomatales e tamilia Ophiostomataceae (Rodrigues et al.,
2020, Rodrigues; Camargo, 2022). Até 2007, apenas Sporothrix schenckii era
reconhecida como agente etioldgico da esporotricose. Contudo, andalises moleculares
realizadas com isolados clinicos de diferentes regides do mundo demonstraram haver
diferengas genéticas substanciais permitindo sua classificagdo em distintas espécies.
Assim, foram propostas as novas espécies S. schenckii sensu strictu, S. brasiliensis, S.
globosa, S. mexicana, S. luriae, S. chilensis e S. pallida como agentes relacionados a

esporotricose (Marimon et al., 2007; Rodrigues et al., 2020).

Todas espécies de Sporothrix sao fungos termodimorficos, podendo sobreviver e
se reproduzir na fase filamentosa e/ou leveduriforme. A fase filamentosa ¢ quando estdao
no ambiente a uma temperatura de 25°C e, a fase leveduriforme, como patégenos no
hospedeiro, a uma temperatura proxima a 37°C (Lacaz et al., 2002). As principais
caracteristicas macroscopicas na fase filamentosa sdo a presenca de colonias
membranosas de bordas radiadas e aderidas ao meio de cultura com mudancga de
coloragdo ao longo do seu crescimento, iniciando na maioria das vezes com coloragdo
creme e escurecendo gradativamente até ficar enegrecida, devido a produgdo de melanina

(Figura 1A) (Queiroz-Telles et al., 2021). Enquanto na fase leveduriforme a colonia

possui consisténcia cremosa, de coloragdo creme (Figura 1B) (Castro et al., 2013).

Figura 1. Macromorfologia de Sporothrix spp. A. Colonia filamentosa em agar batata
apos sete dias de incubacdo a 25°C, obtidas por técnica de esgotamento. B. Colonia
leveduriforme em meio de cultivo Brain Heart Infusion (BHI) apds sete dias de incubagao

a 37°C. Fonte: Laboratério de Micologia (FAMED — FURG).
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Microscopicamente, a fase filamentosa apresenta hifas hialinas, septadas, finas e
ramificadas, conidios sésseis, e conidi6foros com conidios em seu apice em disposicao
simpodial sendo relacionado a um aspecto de margarida (Figura 2A) (Castro et al., 2013).

E na fase leveduriforme ¢é caracterizado pela presenca de blastoconidios ovalados,

arrendondados ou alongados “em forma de charuto” (Figura 2B) (Queiroz-Telles et al.,

2021).
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Figura 2. Micromorfologia de Spbrothrix spp. A. Fase filamentosa com hifas

hialinas finas e septadas, e conidios cuja disposicao na extremidade do conididforo
confere aspecto semelhante a “margaridas” (lactofenol azul algodao, aumento de 40x). B.
Fase leveduriforme, com células pequenas ovaladas e alongadas, visualizadas em exame
direto de amostra clinica (coloragao de Gram em aumento de 40x). Fonte: Laboratdrio de

Micologia (FAMED — FURG).

As espécies de maior relevancia clinica sdo S. schenckii sensu stricto, S.
brasiliensis, S. globosa e S. mexicana. Recentemente, outras espécies de Sporothrix foram
identificadas como agentes etiologicos da doenca em gatos, incluindo Sporothrix
humicola, relatada em um gato diabético no Reino Unido, e Sporothrix brunneoviolacea,
descrita em um felino no extremo sul do Rio Grande do Sul. Embora capazes de causar
doenga em gatos, ainda ndo se sabe se essas espécies possuem potencial zoonotico ou
capacidade de causar infec¢cdes em humanos (Makri et al., 2020; Trapaga et al., 2025).
No entanto, S. globosa, S. schenckii sensu stricto e S. mexicana tem como fonte de
infec¢do o solo e vegetais, sendo a exposi¢cdo ao fungo, seja ocupacional ou recreacional
um fator importante no desenvolvimento da doenga (Orofino-Costa et al., 2022). Sao
fungos geofilicos, cujo habitat preferencial ¢ o solo com abundancia de matéria organica
em decomposicdo (Benvegnt et al., 2017). Por outro lado, S. brasiliensis apresenta um

perfil epidemiologico distinto, caracterizado pela predomindncia da transmissdo
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zoonotica, principalmente associada aos felinos domésticos, que atuam simultaneamente
como principais hospedeiros acometidos e fontes de infeccdo. Esses animais
desempenham papel central como amplificadores do agente etioldgico, contribuindo de
forma significativa para a manuten¢ao do ciclo de transmissdo e para a disseminag¢ao do

fungo em ambientes urbanos (Gremiao et al., 2015).

Dentre as espécies mencionadas, destaca-se S. brasiliensis como a espécie mais
virulenta, seguida de S. schenckii (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009; Della Terra et al.,
2017). Ensaios de viruléncia em modelo murino demonstraram que S. brasiliensis resulta
nas maiores cargas fungicas nos o6rgaos dos animais, além de provocar lesdes mais
extensas € maior mortalidade em comparacdo as espécies S. schenckii, S. globosa, S.
mexicana (Arrillaga-Moncrieff et al., 2009; Della Terra et al., 2017). De forma
semelhante, em humanos, formas clinicas mais atipicas da esporotricose tém sido
frequentemente associadas a infec¢do por S. brasiliensis. Essa maior gravidade clinica
parece estar relacionada a um conjunto de fatores de viruléncia, entre os quais se destaca
a maior capacidade de sintese de melanina por essa espécie fungica, caracteristica que
pode contribuir para a evasao da resposta imune do hospedeiro e para a persisténcia da
infec¢do, sem que esse seja, entretanto, o inico mecanismo envolvido (Almeida-Paes et

al., 2014; Almeida-Paes et al., 2015).

2.2 Historico e Epidemiologia da Esporotricose

A esporotricose ¢ uma enfermidade de distribuigdo mundial com alta
endemicidade principalmente em dareas tropicais e subtropicais, sendo considerada a
micose subcutdnea mais frequente na América Latina e, principalmente, no Brasil,
Colombia, México, Guatemala e Peru (Orofino-Costa et al., 2022). Casos de
esporotricose sdo igualmente relatados na China, india, Japao, EUA e Australia,

principalmente associados a traumas com fontes vegetais (Orofino-Costa et al., 2022).

A esporotricose foi inicialmente descrita no final do século XIX, quando Schenck
(1898) isolou o fungo causador da doenca a partir do abscesso de um paciente (Schenck,
1898; Barros et al., 2011). No Brasil, Lutz e Splendore registraram em 1907 os primeiros
casos, ao identificarem ratos naturalmente infectados no sistema de esgoto de Sao Paulo.
Décadas depois, na década de 1950, de Almeida e colaboradores reportaram o primeiro
caso zoondtico gato—humano no pais. Contudo, foi apenas a partir de meados dos anos
1990 que a esporotricose emergiu de forma explosiva, impulsionada por surtos felinos no

Rio de Janeiro, onde Sporothrix foi isolado das garras e da cavidade oral dos animais e
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68% dos pacientes humanos relataram arranhaduras ou mordeduras (Schubach et al.,
2001). Nesse mesmo periodo, também foram descritos os primeiros surtos de
esporotricose felina e zoondtica no estado do Rio Grande do Sul (Nobre et al., 2001). Em
poucas décadas, uma micose antes esporadica transformou-se em um dos mais
importantes problemas de satide publica veterinaria ¢ humana no Brasil (Rodrigues et al.,

2020).

A emergéncia dos casos no Brasil e paises vizinhos da América Latina, esta
relacionada especificamente a transmissdo zoonotica do Sporothrix brasiliensis
(Rodrigues et al., 2020). A presenga de felinos com esporotricose, sintomaticos em areas
urbanas populosas antecede a infec¢do humana bem como esta associado ao aumento no
nimero de casos dessa enfermidade zoondtica (Bento et al., 2021). A demora no
diagnodstico e no tratamento, a criagdo de gatos semidomiciliados e ndo castrados, o
abandono dos animais doentes e o descarte inadequado de animais mortos contribui para
a disseminacdo do fungo e a infec¢do entre os animais, e influencia diretamente no
numero de casos em seres humanos que vivem na mesma area geografica (Cavalcanti et

al., 2018).

O aumento da incidéncia da esporotricose transmitida por gatos no Brasil tem sido
amplamente descrito em diversos estados do Brasil. Nas regides Sul e Sudeste (Rio de
Janeiro, Sao Paulo, Minas Gerais ¢ Rio Grande do Sul) essa micose ¢ considerada
hiperendémica (Almeida-Paes et al., 2014; Montenegro et al., 2014; Fernandes et al.,
2018; Poester et al., 2022ab) e, nos ultimos cinco anos diversos estados relataram a
ocorréncia do aumento de casos de esporotricose, como na regido Nordeste (Arantes-
Ferreira et al., 2019; Lacerda Filho et al., 2019, Aguiar et al., 2023). Recentemente, casos
aloctones da doenca foram descritos em Mato Grosso (Veggi et al., 2025, Vieira et al.,

2025).

Casos de esporotricose por S. brasiliensis ja foram também relatados em paises
vizinhos ao Brasil, como Argentina (Etchecopaz et al., 2020), Paraguai (Garcia Duarte et
al., 2017) e Chile (Thomson et al., 2023; Godoy-Martinez et al., 2026). Em adi¢ao casos
exportados sdo descritos no Reino Unido e Estados Unidos, relacionados com gatos

doentes introduzidos do Brasil (Rachman et al., 2022; Barnacle et al., 2023).

Logo, o controle e a preveng@o da ocorréncia de novos casos de esporotricose por

S. brasiliensis sdo etapas essenciais para o manejo da doenca entre humanos e animais

23



(Sanchotene et al., 2015). No Brasil, até recentemente, a esporotricose nao integrava a
lista nacional de doengas de notificagdo compulsdéria, o que contribuiu para a
subnotificagdo e para a limitagdlo do conhecimento sobre seu real impacto
epidemioldgico, mesmo em estados considerados hiperendémicos (Munhoz et al., 2022).
Apenas em 2025 a esporotricose passou a ser incluida na lista de notificagdo compulsoéria
em ambito nacional, o que historicamente dificultou a estimativa precisa da incidéncia da
doenga no pais (Brasil, 2025). Nesse contexto, o estado do Rio de Janeiro destacou-se por
adotar a notificacao obrigatoria desde 2013, permitindo estimativas mais robustas, como
a incidéncia aproximada de dez casos por 100.000 habitantes registrada nesse estado

(Rodrigues et al., 2020; Orofino-Costa et al., 2022).

Os primeiros relatos de esporotrioce felina no Sul do Rio Grande do Sul foram
relatados ha cerca de 20 anos (Nobre et al., 2001), descrevendo a prevaléncia persistente
por trés anos da doenca no mesmo gatil desde 1997 e relatando caso de esporotricose
humana apds arranhdo de gato. Xavier e colaboradores (2004) relataram o primeiro caso
de transmissao zoondtica de esporotricose no municipio de Pelotas, no qual a infec¢ao foi
transmitida a um atendente de clinica veterindria apds arranhadura por um felino
infectado, ocorrida durante o procedimento de contencao para coleta de material de lesdes
cutaneas. Posteriormente Madrid e colaboradores (2012) atualizaram os dados quanto ao
cenario epidemioldgico da micose no Sul do estado, reportando uma série de casos de
esporotricose incluindo 92 gatos e 11 caes que foram diagnosticados em um periodo de
10 anos e oriundos de oito municipios do Rio Grande do Sul (Rio Grande, Pelotas,
Cangugu, Capao do Ledo, Morro Redondo, Pedro Osorio, Sao Lourengo eBento

Gongalves) (Madrid et al., 2012).

O estabelecimento da hiperendemia na regido sul do RS com crescimento
exponencial do nimero de casos foi subsequentemente reportado por Sanchotene e
colaboradores, que relataram o acometimento de 129 gatos em somente quatro anos
(2010-2014), diagnosticados no Laboratorio de Micologia da Universidade Federal do
Rio Grande (FURG). Os autores referem um aumento na incidéncia dos casos no decorrer
dos anos, passando de 0,75 novos casos/més em 2010 para 3,33 novos casos/més em 2014
(Sanchotene et al., 2015). Brandolt e colaboradores (2019) acrescentaram dados sobre a
ocorréncia de mais de 100 casos de esporotricose humana diagnosticados no periodo de
2012 a 2017, na regido, sendo cerca de 90% casos zoonoéticos. Vale ressaltar que nesse

estudo a distribui¢do temporal da doenca foi de 20 casos/ano e espacialmente foi
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evidenciado a prevaléncia da doenga principalmente em dois municipios, Rio Grande e

Pelotas, os principais municipios da regido sul do RS (Brandolt et al., 2019).

Em um estudo epidemiologico e de séries temporais sobre os casos confirmados
de esporotricose felina em Pelotas/RS, em um periodo de onze anos (2007 a 2018), foram
diagnosticados 288 felinos com a doenga, sendo em maior parte machos (75%, 212/280)
e adultos (60%, 121/200) (Pereira et al., 2024). Estudo subsequente conduzido por Poester
e colaborades (2018) na regido, demonstrou 372 casos de esporotricose diagnosticados
em felinos, 34 em caninos € 83 em humanos em um periodo de 07 anos, sendo que a
média de 18 casos/ano nos trés primeiros anos de estudo passou para 116 nos tltimos trés
anos (Poester et al., 2018). E, mais recentemente, Munhoz e colaboradores (2022),
reportaram o inicio da disseminacao da esporotricose para outras regidoes do estado do
Rio Grande do Sul, relatada por 83% dos participantes oriundos de 40 municipios do

estado (Munhoz et al., 2022).

Primeiro caso RIO GRANDE DO SUL Nota Técnica n° 3/2024 da
documentado transmissao Estabelecimento de ) - Secretaria Estadual da
zoonética (Pelotas, RS) cenério hiperendémico D|ssemlpagao el Sau;iseo S:;Sa/::s) de
_ _Ri . esporotricose para
Infecgdo de atendente de no Sul do RS - Rio Grande 288 casos de felinos outras regides do RS Sporothrix brasiliensis
clinica veterinaria apos 129 gatos diagnosticados com esporotricose et aap RS
arranhadﬂura durante em quatro anos. Pelotas e T e
contengao de felino Aumento da incidéncia: Maioria machos (75%) e 83% dos participantes 03 clados distintos
vlnfectado. 0,75 — 3,33 casos/més. adultos (60%) do estudo. (Trapaga et al., 2025)
(Xavier et al., 2004) (Sanchotene et al., 2015) (Pereira et al., 2018) (Munhoz et al., 2022)
2002 - 2010- a 2007- 2011- 2019 - 2024
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Figura 3. Série historica da esporotricose no Rio Grande do Sul (1997-2022). Linha do
tempo ilustrando os principais estudos e eventos epidemioldgicos relacionados a
esporotricose felina, canina e humana no estado, incluindo os primeiros registros, a
caracterizacdo da transmissdo zoondtica, o aumento progressivo da incidéncia na regido

sul e a disseminagdo para outras regioes do RS.

Estudos recente de georreferenciamento realizados na regido sul do Rio Grande
do Sul refor¢gam a complexidade e a magnitude da esporotricose como problema de saude

publica. Em uma andlise retrospectiva abrangendo o periodo de 2019 a 2023,
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aproximadamente 500 casos foram diagnosticados em um centro de referéncia, com
média anual de 102 casos. A distribui¢ao espacial, avaliada por meio da densidade de
Kernel, revelou areas de expressiva sobreposicdo de casos felinos e humanos,
evidenciando focos de transmissdo ativa. As prevaléncias observadas atingiram 18,5
casos por 1.000 habitantes em areas rurais e 6,45 por 1.000 em areas urbanas, destacando
diferengas territoriais relevantes para a disseminagao da doenca (Santos et al., 2025). De
forma complementar, analises genotipicas recentes de isolados de Sporothrix brasiliensis
provenientes do Rio Grande do Sul identificaram a circulacdo de trés clados distintos

(Trapaga et al., 2025).

Em relagdo a notificagdo compulsoria da esporotricose humana, o RJ notifica os
casos desde 2013 e Minas Gerais desde 2018 (Rio de Janeiro, 2013; Prefeitura de Belo
Horizonte,2018). Somente em 2023, o Conselho Regional de Medicina Veterinaria do
Rio Grande do Sul publicou Nota de Esclarecimento sobre esporotricose. Posteriormente,
em 2024, o Governo do Estado do Rio Grande do Sul reconheceu a esporotricose como
doenca de notificagdo compulsoria em ambito estadual, com a publicagdo de nota técnica
contendo orientagdes para a vigilancia da esporotricose animal e humana (Rio Grande do

Sul, 2024).

Em nivel nacional, a inclusdo da esporotricose na Lista Nacional de Notificacao
Compulsoria foi formalizada pela Ministério da Satde por meio da Portaria GM/MS n°
6.734/2025, que tornou obrigatéria a notificagdo dos casos humanos nos servigos de saude
publicos e privados. A normativa estabelece responsabilidades quanto ao registro no
sistema oficial de vigilancia e visa padronizar a produgdo de dados epidemiologicos em
todo o pais. De forma complementar, a Nota Técnica n® 20/2025, atualizada em janeiro
de 2026, detalha critérios de defini¢dao de caso, fluxos de notificagdo e diretrizes para
investigacdo epidemioldgica, promovendo maior integracdo entre vigilancia e assisténcia

e qualificando o monitoramento da doenga no territorio nacional.

2.3 Manifesta¢oes Clinicas
A esporotricose tem evolucdo subaguda a cronica e acomete, além de humanos,

diversas espécies de animais, tanto silvestres como domésticos (Barros et al., 2011),
sendo mais prevalente em gatos domésticos e humanos (Pereira et al., 2014; Lopes-
Bezerra et al., 2018, Valdez et al., 2023). A doenga pode ocorrer nas formas subcutaneas
(fixa / linfocutanea, Figura 4AB), mucosas ou mais graves (disseminada ou extracutinea)

(Freitas et al., 2015; Poester et al., 2024). Geralmente, as lesdes aparecem em média em
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cerca de 1 a 3 semanas apds a infeccdo fungica e tendem a ser nodulares, gomosas,
pustulares, ulceradas e/ou crostosas, com exsudacdo serosanguinolenta e bordas
eritematosas ou violaceas (Kauffman et al., 2007, Zhao; Li; Yang, 2025). Vale ressaltar
que embora a linfangite nodular ascendente (Figura 4A) seja a forma clinica mais comum,
a doenca pode manifestar-se com caracteristicas distintas, o que dificulta o diagnostico

(Xavier et al., 2013, Poester et al., 2024) (Figura 4).

As formas mucosas da esporotricose tém sido descritas em situagdes de
inoculagdo direta de propagulos flingicos nas mucosas, sendo a ocular (Figura 4C) a mais
frequentemente relatada, correspondendo a aproximadamente 86% dos casos, seguida
pelo acometimento da mucosa nasal (11%) e, de forma menos frequente, da mucosa oral
(<1%) (Queiroz-Telles; Buccheri; Benard, 2019; Poester et al., 2024). Essas
manifestagdes estdo geralmente associadas ao contato direto com secre¢des de felinos
infectados, devido a aerossolizacdo de propagulos fingicos provenientes de gatos com
envolvimento respiratério, o que pode contribuir para a infeccdo das mucosas,
favorecendo o desenvolvimento dessas formas clinicas (de Andrade Galliano Daros

Bastos et al., 2022).

Figura 4. Manifestagdes clinicas da esporotricose em humanos. A. Forma linfocutanea,
presenca de lesdes nodulares ao longo do trajeto linfatico; B. Forma cutanea fixa, com
lesdao restrita ao local da inoculagdo traumatica; C. Forma em mucosa ocular, com
conjuntivite e lesdes granulomatosas na conjuntiva inferior. Fonte: Laboratério de

Micologia (FAMED — FURG).
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A esporotricose humana afeta ambos os sexos e pode ocorrer em qualquer idade
(Orofino-Costa et al., 2022). Em humanos, a maior parte dos casos reportados (~95%)
sdo subcutaneos, predominando a forma linfocutanea (75 a 90% dos casos) (Rodrigues et
al., 2020) e, os principais fatores de risco para esporotricose grave incluem diabetes,
alcoolismo cronico, terapia com esteroides, canceres hematoldgicos e transplantes de

orgdos (Su et al., 2025).

Por outro lado, em gatos ocorre o oposto, a forma disseminada ¢ a mais frequente,
associada a lesdes com alta carga fungica. Esta manifestagdo severa da doenga apenas
nestes hospedeiros ocorre devido a fatores intrinsecos, € culmina na disseminagdo da
doenca para forma invasiva e fatal (Gremido et al., 2017). Geralmente, os felinos com
esporotricose exibem lesdes com granulomas mal formados, com alta carga fungica,
apresentando carater disseminado nestes animais mesmo sem imunodepressao associada,
diferentemente do que ocorre em outros animais € humanos, bem como quando
comparado as outras espécies de Sporothrix spp. (Gremido et al., 2017). Além disso, a
doenca ¢ frequente em gatos machos adultos, abandonados e ndo castrados (Gremiao et
al., 2015; Santos et al., 2024). Em um estudo envolvendo 347 casos de esporotricose com
diferentes manifestagdes clinicas, a forma cutaneo-linfatica foi relatada em 19,3% dos
casos, enquanto a forma disseminada correspondeu a 39,5%, e o acometimento
extracutaneo foi observado em 34,9% dos animais (Schubach et al., 2004). Em contraste,
estudos mais recentes tém demonstrado um predominio de apresentagdes clinicas mais
extensas em felinos. Em um estudo com 102 gatos diagnosticados com esporotricose,
86,3% apresentaram lesdes cutaneas multiplas (Figura 5B), enquanto apenas 13,7%
exibiram lesdes Unicas (Figura 5A) (Santos et al., 2024). As regides anatdomicas mais
frequentemente acometidas incluiram os membros tordcicos (61,8%), a face (58,8%), o
plano nasal (52,0%) e as orelhas (51,0%). Além disso, lesdes ulcerativas foram
observadas nos membros pélvicos em 47,1% dos casos, na regido periocular em 42,2% e
na regido toracolombar dorsal em 26,5% dos felinos avaliados. Lesdes cutaneas
localizadas na regido toracolombar dorsal foram significativamente mais frequentes

quando comparadas as observadas na cauda (17,6%) e na regido cervical dorsal (13,7%)

28



(P < 0,05), reforcando o padrao de disseminacdo cutanea multifocal observado na

esporotricose felina contemporanea (Santos et al., 2024) (Figura 5).

Figura 5. Manifestacdes clinicas da esporotricose em felinos domésticos. A. Lesao
cutanea localizada, restrita a um unico sitio de inoculagdo, conhecida como ‘“nariz de
palhaco”; B. LesOes cutaneas disseminadas, multiplas lesdes com distribuicdo em

distintas regides corporais. Fonte: Laboratério de Micologia (FAMED — FURG).

Vale ressaltar que nos tltimos cinco anos, houve aumento exponencial no nimero
de artigos que relatam casos atipicos de esporotricose zoondtica, coincidindo com a
expansao significativa da doenga em todo o territorio brasileiro, o que tem revelado um
espectro clinico muito mais amplo do que o tradicionalmente descrito, especialmente nas
infec¢des por S. brasiliensis (Poester et al., 2024). Dados comparativos mostram que
pacientes humanos infectados por essa espécie (n= 45) apresentam quadros
significativamente mais graves e variados do que aqueles infectados por S. schenckii
sensu stricto (n=5), incluindo infeccdo cutdnea disseminada em individuos
imunocompetentes, reacdes de hipersensibilidade e acometimento mucoso, enquanto S.

schenckii mantém um padrao mais leve e localizado (Almeida-Paes et al., 2014).

Conforme observado por Almeida-Paes et al (2014), S. brasiliensis esta associada
a manifestagdes incomuns e potencialmente graves, achado reforcado pela revisdo de
Poester et al (2024), na qual a esporotricose zoonotica atipica unifocal (n= 731)
apresentou reacao de hipersensibilidade como manifestagio predominante (51%),
seguida pelo envolvimento mucoso (35%), principalmente ocular (Poester et al., 2024).
Nos casos mais graves (n = 105), destacou-se a ocorréncia de osteoartrite (8%),
meningoencefalite (4%) e acometimento pulmonar (2%), além de formas multifocais
envolvendo simultaneamente 0sso, pulmdes, mucosas e meninges, com elevada letalidade
(Poester et al., 2024). As apresentagdes atipicas abrangeram reacdes de hipersensibilidade

(predominio de eritema nodoso e multiforme), doenga ocular com multiplos padrdes
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combinados, osteomielite e artrite séptica, esporotricose pulmonar primaria ou
disseminada, e meningite, sendo esta ultima majoritariamente em pacientes
imunossuprimidos e com alto indice de 6bito (70%) (Poester et al., 2024). A presenga de
comorbidades foi marcante, principalmente em pacientes com Virus da Imunodeficiéncia
Humana (HIV), embora formas graves também tenham ocorrido em individuos sem
doenga subjacente (Poester et al., 2024). Assim, a esporotricose atipica, particularmente
relacionada a S. brasiliensis, configura um conjunto de apresentagdes clinicas complexas,
multifocais e potencialmente fatais, que contrastam radicalmente com o curso classico e

localizado tradicionalmente atribuido a doenca (Poester et al., 2024).

2.4 Diagnostico da Esporotricose

2.4.1 Métodos Classicos ou Fenotipicos
O método de diagnoéstico padrao ouro para esporotricose € o cultivo micoldgico,

que permite o isolamento de Sporothrix spp. de amostras oriundas de pacientes com
suspeita da doencga; apds este isolamento o agente € identificado, em nivel de género, por
pardmetros morfologicos e por conversdo da fase filamentosa para a leveduriforme
(Gremiao et al., 2020b). As amostras para a analise laboratorial sdo caracterizadas por
secrecoes das lesoes colhidas com swab estéril ou biopsia tecidual, das quais deve ser
realizado exame micolédgico direto, juntamente com o cultivo fungico (Sanchotene et al.,

2015, Trapaga et al., 2024).

O exame micologico direto ¢ realizado pelo esfregaco da amostra clinica em
lamina e subsequente coloracdo por técnica convencional, podendo ser realizado a
coloragao de Gram (células Gram-positivas), Panotico rapido ou por técnicas como Prata
metenamina de Grocott ou corantes fluorescentes, que auxiliam no aumento da
visibilidade das estruturas fungica (Civila et al., 2004; Sanchotene et al., 2015; De
Macédo-Sales et al., 2018; Cognialli et al., 2025a). Na visualizagdo em microscopico,
visualizam-se blastoconidios ovalados ou alongados, sugestivos de Sporothrix spp.
(Gremido et al., 2021). Essa técnica apresenta baixa sensibilidade e especificidade,
principalmente em humanos e animais que demonstram nas lesdes escassas células
leveduriformes, diferente dos gatos em que sdo encontradas abundantes blastoconidios

(Orofino-Costa et al., 2022).

Por outro lado, o cultivo tem alta sensibilidade (66% a 100%) e especificidade
para diagndstico da esporotricose. (Orofino-Costa et al., 2022). A variabilidade da taxa

de sensibilidade ¢ influenciada por fatores pré-analiticos como qualidade da coleta,
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transporte e armazenamento da amostra (Civila et al., 2004; Gremido et al., 2020;

Orofino-Costa et al., 2017).

Para a realizag@o do cultivo micoldgico, utilizam-se meios como agar Sabouraud
acrescido de antibiotico, cloranfenicol, podendo-se incluir cicloheximida, com incubagao
a 25-30 °C por até 30 dias, devido ao possivel crescimento tardio (Sanchotene et al.,
2015, Sanchotene et al. 2017; Queiroz-Telles et al., 2022). De modo geral, o crescimento
da fase filamentosa ocorre em 5—7 dias e pode ser confirmado pela conversdo para a fase
leveduriforme em meio BHI (Barros; De Almeida Paes; Schubach, 2011). Esse método ¢
pardo-ouro para o diagnostico definitivo da micose. Entre as limitacdes destaca-se o
tempo variavel de diagnostico e a ndo identificagdo da espécie causal, para tanto ha
necessidade de técnicas moleculares, as quais trazem contribuigdes para a epidemiologia
molecular e a filogenia de Sporothrix spp.. Em adi¢ao, a sensibilidade do cultivo também
¢ reduzida em pacientes com formas extracutaneas de esporotricose. Assim, ressalta-se a
importancia de métodos complementares para deteccdo e identificacdo do agente

etiologico (Gremiao et al., 2020).

2.4.2 Métodos de Identificacao de Espécie

Os métodos classicos, baseados em caracteristicas morfologicasbioquimicas do
fungo, ndo sdo suficientes para identificacao de espécies de Sporothrix. A estreita relacao
fenotipica e a sobreposicao de caracteristicas morfologicas entre espécies patogénicas e
nao patogénicas do género limitam significativamente a acuracia da identificagdo em
nivel de espécie, tornando esses critérios insuficientes para uma discriminacao
taxondmica (Rodrigues; Hoog; de Camargo, 2014). Nesse cendrio, exames
complementares assumem papel relevante ao auxiliar e refinar a identificagdo obtida
pelos métodos classicos, contribuindo para maior precisdo diagndstica, especialmente no

contexto da esporotricose zoonoética (Trapaga et al., 2024).

Técnicas moleculares, destacando-se a reacdo em cadeia da polimerase (PCR),
permitem a discriminagdo de espécies com elevada especificidade, sendo amplamente
utilizadas como ferramentas complementares ao diagnoéstico cléssico (Rodrigues; Hoog;
de Camargo, 2014). Além disso, a espectrometria de massas por ioniza¢do/dessor¢do a
laser assistida por matriz com tempo de voo (MALDI-TOF MS) tem se mostrado uma
abordagem rapida e custo-efetiva para a identificagdo de isolados fungicos, com

consideravel economia de material e mao de obra, tendo confiabilidade e precisdo da
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identificacdo da espécie comparavel a métodos moleculares, desde que haja bancos de
dados adequados (Matos et al., 2019; Orofino-Costa et al., 2022; de Carvalho et al., 2025).
Nesse contexto, Oliveira et al. (2015) demonstraram a identificacdo bem-sucedida de
espécies de Sporothrix por meio da construgdo de um banco de dados MALDI interno
robusto, abrangente quanto ao nimero de espectros e a diversidade geografica das cepas,
cujos perfis de referéncia foram previamente validados por analises moleculares. Esses
autores evidenciaram ainda que o MALDI-TOF MS apresenta acuracia equivalente a
obtida por sequenciamento parcial de genes como calmodulina, B-tubulina e quitina

sintase, especialmente para a identificagcdo de S. brasiliensis (Oliveira et al., 2015).

Recentemente, métodos isotérmicos de amplificacdo, como Loop-mediated
isothermal amplification (LAMP), tem sido investigado como alternativa promissora para
a identificagdo de Sporothrix spp., especialmente por sua rapidez e simplicidade

operacional (Araujo et al., 2024; do Carmo Silva et al., 2025).

2.4.3 Métodos Alternativos de diagnoéstico

Nos ultimos anos, a crescente complexidade epidemiologica da esporotricose,
associada a expansao geografica da doenca e ao aumento do nimero de casos em
humanos e animais, tem evidenciado limitagdes importantes dos métodos diagndsticos
convencionais. Embora o cultivo micoldgico permanega como padrdo de referéncia, seu
tempo prolongado de processamento, a necessidade de infraestrutura laboratorial
especializada e a dificuldade na identificagdo em nivel de espécie a partir de
caracteristicas morfologicas reforcam a necessidade de abordagens diagnosticas

alternativas, mais rapidas, sensiveis e, aplicaveis diretamente a amostras clinicas.

Os métodos biomoleculares tém se consolidado como alternativas promissoras
para o diagnodstico direto da esporotricose a partir de amostras clinicas, incluindo
exsudatos, fragmentos de lesdes cutineas, secre¢des e tecidos. Técnicas baseadas na
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em suas diferentes modalidades, possibilitam a
deteccdo especifica do DNA de Sporothrix spp., com elevada sensibilidade e
especificidade, além de permitir a identificagdo em nivel de espécie. Essas abordagens
reduzem significativamente o tempo diagndstico e contribuem para uma tomada de

decisdo clinica mais rapida e precisa.
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Além do impacto clinico, o conhecimento do perfil molecular do fungo contribui
para a compreensdo da dindmica de ocorréncia das espécies de Sporothrix spp.,
especialmente aquelas com envolvimento zoonotico (Alvarez; Oliveira; Pires,
2022). Logo, as técnicas de diagnostico molecular tém se destacado por permitir a
deteccdo rapida de Sporothrix spp. diretamente das amostras clinicas, inclusive com
identificacdo em nivel de espécie; entretanto, ainda se restringem ao ambiente de pesquisa
ou a ensaios in house (Marimon et al., 2007; Rodrigues et al., 2015). Os principais
métodos descritos incluem PCR espécie-especifico (Gonsales et al., 2020; Poester et al.,
2021; Rodrigues; De Hoog; De Camargo, 2015), nested-PCR (Hayashi et al., 2019; Luiz
et al., 2022; Almeida-Silva et al., 2023), e qPCR (Zhang et al., 2019; Della Terra et al.,
2022; Marques de Macedo et al., 2023). E diversos alvos moleculares vém sendo
explorados para esse fim, como B-tubulina, fator de elongagado, quitina sintase, espacador
transcrito interno (ITS) e calmodulina (CAL), evidenciando o potencial dessas
abordagens para expandir e qualificar o diagnodstico da esporotricose (Rudramurthy;

Chakrabarti, 2017).

As principais diferencas entre as técnicas moleculares residem em seus principios
de deteccao e sensibilidade (Brown et al.,2025). A PCR espécie-especifica utiliza primers
desenhados para reconhecer exclusivamente sequéncias Unicas de uma determinada
espécie, permitindo discriminar organismos filogeneticamente proximos dentro de um
mesmo complexo fingico, como ocorre no género Sporothrix. Trata-se de uma técnica
qualitativa, baseada na simples detec¢do (presenca/auséncia) do amplicon (Marimon et
al., 2007; Rodrigues et al., 2015). A nested-PCR, por sua vez, envolve duas rodadas
sucessivas de amplificacdo: a primeira com primers externos e a segunda com primers
internos ‘“aninhados” na regido previamente amplificada. Essa estratégia aumenta de
forma significativa a sensibilidade e a especificidade, sendo especialmente util para
amostras com baixa carga fungica; contudo, apresenta maior risco de contaminacio
cruzada devido ao manuseio adicional entre as etapas (Hu et al., 2003). Por outro lado,
PCR em tempo real (qQPCR) permite a detecgdo e, quando aplicavel, a quantificagdo do
DNA alvo durante a propria reacdo, por meio de sondas fluorescentes ou corantes
intercalantes. E uma técnica altamente sensivel, rapida e menos suscetivel a
contaminagdes do que a nested PCR, além de possibilitar andlises quantitativas da carga

fungica e identificagdo espécie-especifica quando sondas apropriadas sdo empregadas
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(Brown et al., 2025). Em um estudo conduzido por Zhang et al. (2019) relataram qPCR

multiplex em bidpsias felinas com sensibilidade de 93% versus 87% do cultivo.

Diversos estudos t€ém avaliado o desempenho dessas técnicas moleculares em
diferentes tipos de amostras clinicas. Hayashi et al. (2019) avaliaram amostras de tecido
cutdneo incluidas em parafina e observaram 100% de sensibilidade e 98,7% de
especificidade para o nested PCR. Por outro lado, Poester et al. (2021) relataram que o
PCR convencional espécie-especifico, aplicado a amostras de secre¢do coletadas por
swab, apresentou 59% de sensibilidade e 100% de especificidade; segundo os autores, o
uso de um método in house de extragdo de DNA pode ter contribuido para a menor
sensibilidade observada. Rodrigues et al. (2015) também aplicaram o PCR espécie-
especifico em biopsias de camundongos experimentalmente infectados e encontraram
sensibilidade superior a histopatologia. Em estudo semelhante, De Freitas et al. (2025)
analisaram 15 bidpsias de pacientes humanos com esporotricose confirmada, das quais
86,7% foram positivas tanto pelo PCR espécie-especifico quanto pelo nested. Em estudo
com amostras humanas, Marques de Macedo et al. (2023) demonstraram elevado
desempenho do RT-qPCR aplicado diretamente a amostras clinicas, com sensibilidade
global de 91,18%, atingindo 96,72% em amostras cutaneas e 100% em amostras
respiratorias, além de alta eficiéncia analitica (100%). Complementarmente, Trapaga et
al. (2024) avaliaram uma PCR espécie-especifica para o diagndstico de esporotricose
causada por Sporothrix brasiliensis utilizando amostras nao invasivas coletadas por swab
de humanos e gatos, observando boa concordancia com a cultura (86%) e coeficientes
Kappa elevados (0,722 para humanos e 0,727 para felinos), reforcando a utilidade dessa
abordagem como ferramenta diagnostica sensivel, especifica e aplicavel em contextos

clinicos e veterinarios.

Mais recentemente, a amplificacdo isotérmica mediada por loop (LAMP) tem
emergido como uma ferramenta inovadora para o diagndstico da esporotricose
diretamente a partir de amostras clinicas (do Carmo et al.,2025). Essa técnica apresenta
vantagens relevantes, como rapidez, simplicidade operacional, menor dependéncia de
equipamentos sofisticados e alta sensibilidade, sendo particularmente atrativa para
aplicacdo em laboratorios com infraestrutura limitada e em cenérios de vigilancia
epidemiologica (do Carmo et al., 2025). Estudos iniciais indicam que a LAMP pode
desempenhar um papel importante no diagndstico precoce da infec¢do por Sporothrix

spp., ampliando o acesso a métodos moleculares em diferentes contextos clinicos e
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regionais. Araujo et al. (2024) relataram especificidade de 100% em amostras de animais
experimentais. E, recentemente em um estudo que utilizou LAMP diretamente em
amostras clinicas de felinos, sem necessidade de extragdo prévia de DNA, atingiu 100%
de sensibilidade e especificidade em amostras positivas no cultivo (Araujo et al., 2024;

do Carmo Silva et al., 2025).

Além disso, métodos soroldgicos tém sido investigados como ferramentas
complementares para o diagnodstico da esporotricose, particularmente em situacdes em
que o isolamento fungico € dificultado ou inviavel. Embora esses testes ainda ndo estejam
amplamente disponiveis comercialmente, apresentam potencial tanto para o diagnostico
quanto para o monitoramento da resposta terap€utica, especialmente em formas clinicas
disseminadas ou atipicas da doenca. Diversos antigenos de Sporothrix spp. tém sido
avaliados em diferentes plataformas sorologicas, incluindo ensaios imunoenzimaticos
(ELISA), imunoblotting e testes rapidos, com resultados promissores (Fernandes et al.,

2011; Bernardes-Engemann et al., 2014; Cognialli et al., 2022).

2.4.4 Métodos Avancados para identificacdo de clados e deteccao de Sporothrix
Spp-

M¢étodos moleculares avancados de alta resolucao tém se mostrado fundamentais
para aprofundar o conhecimento sobre a diversidade genética, a estrutura populacional e
a dindmica de transmissao de Sporothrix spp., superando as limitagcdes das abordagens
fenotipicas e dos métodos moleculares convencionais. Essas técnicas permitem a
identificacdo de clados e linhagens geneticamente relacionadas, o rastreamento
epidemiologico de surtos e a correlagdo entre isolados clinicos (provenientes de humanos
e de animais) e ambientais, contribuindo para uma compreensdo mais abrangente da
ecoepidemiologia da esporotricose (Matute; Teixeira, 2025). Ademais, tais abordagens
sdo particularmente relevantes para a deteccdo de Sporothrix spp. em amostras
ambientais, como solo e matéria organica, nas quais a baixa carga fingica, a elevada
complexidade microbiana e as dificuldades de isolamento em cultivo limitam a aplicagao
de métodos tradicionais (Matute; Teixeira, 2025). Dessa forma, essas estratégias ampliam
a capacidade de identificacdo de possiveis fontes ambientais de infec¢do e fortalecem

investigacdes baseadas no conceito de One Health (Uma So6 Saude).

Atualmente, o sequenciamento de genoma completo (whole genome sequencing,

WGS) ¢ reconhecido como o padrao-ouro para a genotipagem de fungos, por apresentar
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resolucdo significativamente superior a de outras abordagens moleculares (Salem-Bango
et al., 2023; Spruijtenburg et al., 2024). Esse método permite a discriminag¢do entre
isolados com base em diferencas minimas no genoma, frequentemente representadas por
um pequeno numero de polimorfismos de nucleotideo unico (SNPs), o que o torna
particularmente apropriado para a investigagdo de cadeias de transmissdo ¢ a elucidacao
de surtos (Spruijtenburg et al., 2024). Contudo, a aplicacdo do WGS ainda enfrenta
limitagdes importantes, incluindo os elevados custos operacionais, sobretudo em
contextos com restricdo de recursos, além do maior tempo necessario para obtengdo e
analise dos resultados, o que pode comprometer sua utilidade em situagdes que
demandam respostas rapidas (Spruijtenburg et al., 2024). Ademais, essa abordagem
requer infraestrutura computacional robusta e expertise bioinformatica para o
processamento e interpretacdo do grande volume de dados gerados, sendo que os fluxos
analiticos para identificacdo e comparacao de SNPs ainda carecem, em muitos cenarios,

de validagdo e padronizagdo (Spruijtenburg et al., 2024).

As técnicas de genotipagem molecular, como o Multilocus Sequence Typing
(MLST) e a analise de Short Tandem Repeats (STR), tém sido amplamente empregadas
para investigar a diversidade genética, a estrutura populacional e as relagdes
epidemiologicas entre isolados do género Sporothrix (de Carvalho et al., 2022; Rabello
et al., 2024; Spruijtenburg et al., 2024). O MLST baseia-se na analise comparativa de
sequéncias de multiplos loci génicos conservados, permitindo a identificagdo de perfis
alélicos e a inferéncia de relagdes filogenéticas robustas entre espécies e linhagens, sendo
particularmente util para estudos evolutivos e de dispersdao geografica (Spruijtenburg et
al., 2024). Por sua vez, a genotipagem por STR explora regides gendmicas altamente
polimorficas, conferindo elevado poder discriminatorio para diferenciar isolados
geneticamente proximos, o que a torna especialmente indicada para investigacdes de
surtos, cadeias de transmissdo e estudos de microevolucdo (de Carvalho et al., 2022). No
contexto da esporotricose, a aplicacdo combinada de MLST e STR tem contribuido para
elucidar padrdes de transmissdo zoondtica, identificar clones epidémicos, como aqueles
associados a Sporothrix brasiliensis e, aprofundar a compreensdo da dindmica

epidemioldgica da doenca em areas hiperendémicas (Trapaga et al, 2025).

Meétodos independentes de cultivo, como a metagendmica, consolidaram-se como
ferramentas robustas para a caracteriza¢do e comparagao da diversidade microbiana em

diferentes ambientes, possibilitando a identificacdo de microrganismos subdetectados ou
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ndo recuperaveis por métodos microbioldgicos classicos (Costa et al., 2022). No contexto
da esporotricose, essa abordagem possibilita a identificagdo de Sporothrix em matrizes
como solo, madeira, dgua, biofilmes e superficies associadas a cadeia do pescado,
ampliando a compreensdo sobre sua ecologia ¢ dinamica de transmissdo (Matute;
Teixeira, 2025). Além disso, o uso de abordagens de metabarcoding fingico, com énfase
na regido do ITS, tem se consolidado como uma ferramenta eficaz para discriminar
espécies e comparar comunidades fungicas entre diferentes ambientes, incluindo a
deteccao de patogenos em nichos endémicos € ndo endémicos de fungos clinicos e
ambientais (Liicking et al., 2020). Assim, a aplicagao da metagenomica fortalece estudos
epidemiologicos sob a perspectiva da Satde Unica, integrando informagdes ambientais,
humanas e animais para a elucidacdo das vias de exposicdo e manutengdo da

esporotricose.

Evidéncias recentes obtidas a partir de ensaios de genotipagem combinados ao
sequenciamento de genoma completo (WGS) demonstraram que S. brasiliensis apresenta
uma diversidade genética maior do que previamente assumido (Spruijtenburg et al.,
2024). Os niveis de variabilidade observados ndo seriam compativeis com uma expansao
clonal recente a partir de um unico evento de introducdo, sugerindo, ao contrario,
multiplas introdugdes independentes da espécie na populacdo de mamiferos no Brasil
(Spruijtenburg et al., 2024). Apesar dessa diversidade, foram identificados grandes
agrupamentos genéticos baseados em marcadores de repeticoes em STR, abrangendo
extensas areas geograficas e incluindo isolados provenientes tanto de humanos quanto de
gatos, o que fornece forte evidéncia de transmissdao zoonotica sustentada (Spruijtenburg
et al., 2024). Adicionalmente, casos recentes de esporotricose por S. brasiliensis em
paises fronteirigos ao Brasil reforcam o potencial de disseminagdo regional dessa espécie.
Na Argentina, por exemplo, dois casos humanos identificados em Buenos Aires foram
genotipados utilizando ensaios especificos para S. brasiliensis, e ambos os isolados
apresentaram perfis genéticos idénticos, sugerindo origem comum e estreita relacdo

filogenética com isolados previamente caracterizados no Brasil (Fernandez et al., 2024).

Em sintese, os dados genomicos e de genotipagem disponiveis demonstram que
Sporothrix brasiliensis apresenta uma estrutura populacional organizada em, pelo menos,
quatro principais clados geneticamente distintos, conforme descrito em analises baseadas
em microssatélites e MLST. Esses clados exibem marcada estruturacdo geografica,

destacando-se o clado associado ao Rio de Janeiro, que concentra o maior niimero de
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isolados e se relaciona a expansdo para outros estados brasileiros e paises vizinhos
(Losada et al.,2023). O clado do Rio Grande do Sul apresenta maior distancia genética
em relagdo aos demais, sugerindo introdu¢do independente, enquanto Minas Gerais e
Distrito Federal configuram agrupamentos monofiléticos préprios (Eudes Filho et al.,
2020; Losada et al.,2023; Rabello et al.,2024). Esse cenario evidencia que a epidemia
brasileira de esporotricose zoondtica ndo resulta de uma unica expansdo clonal, mas de
multiplas linhagens geneticamente estruturadas que evoluem e se dispersam
regionalmente (Eudes Filho et al.,2020; Losada et al., 2023; Rabello et al., 2024; Colombo
et al., 2024).

2.5 Tratamento da Esporotricose

O itraconazol (ITC), um triazol fungistatico, ¢ considerado a primeira escolha
terapéutica para tratamento da esporotricose, independente do hospedeiro e da espécie de
Sporothrix envolvida, por sua segurancga e eficacia de 90% a 100%. Porém, esse principio
ativo nao ¢ indicado como primeira escolha na populacao pediatrica pela falta de estudos,
nao ¢ recomendado em gestantes por ser teratogénico € embriotdxico, € para pacientes
com hepatite e insuficiéncia cardiaca. Além disso, em humanos, o farmaco diminui o
nivel sérico de anticoncepcionais orais. Devido a sua farmacocinética e farmacodinamica,
¢ extremamente importante o monitoramento do paciente a partir de hemograma, com
perfil lipidico, e testes de fungdo hepatica, antes e 30 dias apds o inicio do tratamento

(Orofino-Costa et al., 2022).

Em humanos a dosagem recomendada ¢ de 100 a 200 mg/dia via oral para as
apresentagdes cutanea localizada e cutanea-linfatica; para as demais pode ser utilizada
uma dosagem de 400 mg/dia (Kauffman et al., 2007; Barros et al., 2011). Enquanto em
felinos, a dosagem indicada ¢ de 25 a 100 mg/kg diariamente, até quatro semanas apds a
cura clinica das lesdes (Gremido et al., 2021). No que se refere as espécies de Sporothrix
e aresposta ao tratamento com ITC, um estudo conduzido por Almeida-Paes et al. (2014)
demonstrou que, independentemente da forma clinica da doenca, houve uma tendéncia a
duracdes mais curtas de tratamento em pacientes humanos com esporotricose causada por
Sporothrix brasiliensis (mediana de 16 semanas) quando comparados aqueles infectados
por Sporothrix schenckii (mediana de 24 semanas). Em contrapartida, em um estudo
conduzido no Sul do Rio Grande do Sul, houve auséncia de resposta clinica em 42% dos

casos, especialmente naqueles tratados com ITC 100 mg/dia, sendo necessario modificar
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o tratamento, seja por aumento de doses (até 400mg/dia) ou combinagdes de antifungicos
(como iodeto de potéssio) (Poester et al., 2022d). Nesse estudo a cura clinica exigiu uma
média de 187 dias (26,7 semanas) de tratamento, que variou de acordo com a forma

clinica da doenga e a idade dos pacientes (Poester et al., 2022d).

Vale ressaltar que em pacientes submetidos a cirurgia bariatrica, especialmente ao
bypass gastrico em Y de Roux (RYGB), a eficacia do ITC no tratamento da esporotricose
pode ser significativamente comprometida em razdo das alteragdes anatOmicas e
fisiologicas do trato gastrointestinal, que interferem diretamente em sua absorcdo oral
(Melo et al., 2025). A redugdo do volume géstrico, da secrecao acida e da liberacao biliar,
além da modificacao do transito intestinal, resulta em aumento do pH gastrico e prejuizo
na solubilizacdo e absor¢ao do ITC, farmaco de natureza lipofilica e dependente de meio
acido para adequada biodisponibilidade (Crestani et al., 2020; Melo et al., 2025). Diante
desse cenario, o uso de ITC em pacientes bariatricos deve ser cauteloso e, idealmente,
acompanhado por monitorizagdo terapéutica de farmacos. Logo, a terbinafina desponta
como uma opg¢ao terapéutica mais adequada nesses pacientes, uma vez que apresenta
farmacocinética menos dependente do pH gastrico e absor¢do mais previsivel apos
cirurgia bariatrica, podendo representar uma estratégia mais eficaz para o tratamento da

esporotricose nesse grupo especifico (Crestani et al., 2020; Melo et al., 2025).

Por sua vez, a terbinafina ¢ uma alilamina fungicida com excelente concentragao
em tecido adiposo, derme, epiderme unhas e cérnea (Ryder, 1992; Gupta; Ryder;
Johnson., 2004). De modo geral, ¢ utilizada como segunda linha de tratamento (Melo et
al., 2025). Além disso, tem minima interagdo com outros medicamentos, sendo uma
alternativa terapéutica para esporotricose em pacientes com comorbidades e idosos. E
considerado o farmaco de primeira escolha para casos de esporotricose leves a moderados
em criancas maiores de dois anos. No entanto, ¢ contraindicado em gestantes e mulheres

em periodos de amamentagdo (Orofino-Costa et al., 2022).

Embora a terbinafina seja considerada uma alternativa terapéutica no tratamento
da esporotricose cutdnea em humanos, evidéncias clinicas e experimentais indicam
limitacdes relevantes de sua eficacia em felinos acometidos pela doenga (Gremido et al.,
2022; Viana et al., 2024). Em um estudo de coorte conduzido com gatos diagnosticados
com esporotricose, cujo objetivo foi avaliar a efetividade e a seguranca da terbinafina

administrada na dose de 30-60 mg/kg/dia, observou-se desempenho terapéutico
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insatisfatorio. Dos 54 animais inicialmente incluidos, apenas 30 completaram o
acompanhamento, dos quais somente 10 alcangaram cura clinica, com tempo mediano de
tratamento de 18,5 semanas. Em contrapartida, a falha terapéutica foi registrada em 18
casos, além do 6bito de dois animais durante o tratamento. Adicionalmente, a ocorréncia
de eventos adversos foi frequente, sendo relatadas reacdes adversas em 22 gatos e
elevagdo das transaminases séricas em 10 animais, evidenciando preocupagdes quanto a
seguranga do farmaco. Esses achados reforcam que a terbinafina pode ndo representar
uma opgdo terapéutica confidvel para a esporotricose felina, especialmente quando

comparada a outras estratégias terapéuticas consagradas (Viana et al., 2024).

Outra alternativa € o iodeto de potassio que foi o primeiro farmaco utilizado no
tratamento da esporotricose e continua sendo uma boa escolha terapéutica quando
associado com o ITC, ndo so pelo custo baixo, mas também pela rapida resposta clinica
em vista seu efeito imunomodulador e antiinflamatério (Orofino-Costa et a., 2022). Na
esporotricose humana, € utilizado associado ao ITC e a dosagem recomendada do iodeto
de potassio ¢ que seja crescente, inicialmente com 50 mg, trés vezes ao dia, de solugdo
saturada da substancia, podendo chegar at¢ 400 mg, dependendo da resposta do paciente
(Kauffman et al., 2007). Enquanto em felinos ¢ recomendado dosagens de dosagens de
2,5 a 5 mg/kg/24h até¢ 20 mg/kg/24h na falta de resposta clinica (Gremiao et al., 2021).
Vale ressaltar que em felinos € necessario acompanhamento clinico quanto a toxicidade,
uma vez que pode ocasionar vOmito, anorexia, ictericia, tremores, hipotermia e/ou

insuficiéncia cardiaca.

A anfotericina B € um macrolideo poliénico, reservado para casos extracuténeos,
pacientes imunocomprometidos (pacientes com HIV) e gestantes com doenca
disseminada, uma vez que o itraconazol e terbinafina nao sao indicados (Fichman et al.,
2022a). E considerado o tnico antifingico aprovado para administragdo em gestantes
com a forma grave da doenca, pois ndo ¢ teratogénico. Porém, ¢ considerado um farmaco

cardiotdxico e nefrotoxico (Orofino-Costa et al., 2022).

De modo geral, as opgdes para tratamento da esporotricose sdo limitadas, sendo
frequentemente utilizadas o itraconazol, o iodeto de potéssio e a anfotericina B (Gremido
et al., 2017). Geralmente, essas drogas estdo associadas a longo periodo de tratamento, a

reacdes adversas deletérias e refratariedade, principalmente, em felinos devido a erros de
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manejo do animal em tratamento ou farmacoldgico ou resisténcias aos antifungicos

(Nakasu et al., 2021).

O mecanismo de agdo do itraconazol se caracteriza pela interagdo do farmaco
com a enzima 14-a-desmetilase, que atua no impedimento da transformagdo de um
importante componente da membrana plasmatica dos fungos, do lanosterol em ergosterol,
prejudicando sua sintese e causando danos as células fungicas (Kurn; Wadhwa, 2022).
Enquanto o mecanismo de a¢do da anfotericina B € aderir ao ergosterol da membrana do

fungo que ¢ capaz de modificar sua permeabilidade (Orofino-Costa et al., 2022).

Devido aos casos em que ocorreram falhas terap€uticas com o tratamento com
itraconazol, o uso de antifingicos em associagdo deve ser considerado para obtengdo de
sinergia. A combinagdo de itraconazol e iodeto de potassio representa uma importante
opg¢ao para o tratamento tanto de humanos quanto de gatos que apresentam multiplas
lesdes cutaneas, lesdes de mucosa nasal e/ou sinais respiratérios, bem como para casos
refratarios (Kauffman et al., 2007; Gremiao et al., 2022). Desse modo, nos ultimos anos,
tem-se evidenciado a necessidade de identificar novos compostos quimicos e/ou farmacos
reposicionados que sejam acessiveis, clinicamente eficazes e associados a menor risco de
efeitos colaterais no tratamento da esporotricose. Em uma revisao sistematica conduzida
por Xavier et al. (2023), foi demonstrado que, no que se refere a atividade antifiingica, 25
estudos relataram a acdo in vitro de 20 compostos quimicos distintos, enquanto oito
estudos investigaram farmacos reposicionados contra Sporothrix brasiliensis.
Adicionalmente, 12 artigos avaliaram a atividade de 14 farmacos em associacdo com
antifingicos comerciais tradicionalmente empregados no tratamento da esporotricose.
Apesar desses avangos, apenas cinco estudos relataram atividade in vivo contra S.
brasiliensis, envolvendo cinco farmacos distintos, utilizando modelos experimentais
invertebrados e vertebrados. Essa limitacdo pode ser atribuida, ao menos em parte, a
dificuldade na identificagdo de novos alvos terapéuticos seletivos, uma vez que as células
fungicas compartilham diversas similaridades estruturais e metabolicas com as células
humanas, o que restringe o desenvolvimento de farmacos eficazes sem toxicidade

significativa ao hospedeiro (Scorzoni et al., 2017).
2.6 Medidas de Prevencio e Controle da Esporotricose

As medidas de prevencdo e controle da esporotricose devem considerar

intervengdes integradas e custo-efetivas, capazes de impactar simultaneamente a saude
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animal e humana (Aradjo et al., 2023). Embora o Sistema Unico de Satde (SUS)
brasileiro ofereca atendimento especializado e medicamentos gratuitos para pacientes
humanos acometidos pela esporotricose, a auséncia de politicas publicas amplas e
sistematizadas voltadas ao atendimento veterinario subsidiado limita o controle efetivo
da doenga em areas hiperendémicas (de Souza et al., 2024). Considerando que os animais,
especialmente os gatos, desempenham papel central na manutengdo e transmissao de S.
brasilienses, a implementacdo de politicas que garantam diagnostico, tratamento e
acompanhamento gratuitos ou de baixo custo para animais torna-se uma estratégia
essencial para a redugdo sustentada da transmissao (de Souza etal., 2024). Assim, acoes
combinadas que incluam diagndstico precoce, tratamento acessivel, manejo responsavel,
castracdo, educacdo em saude e fortalecimento das politicas publicas de atencao médica
e veterinaria configuram-se como pilares fundamentais para o controle da esporotricose
e para a mitigagao de seu impacto como problema emergente de saude publica no Brasil

(Gremiao et al., 2020b; Aratjo et al., 2023).

Modelagens matematicas recentes, representando a transmissao de S. brasiliensis
entre gatos estratificados por idade e sexo, demonstraram que a doenca pode se
estabelecer rapidamente em populacdes urbanas com grande propor¢do de animais ndo
castrados, e que estratégias baseadas exclusivamente na redugdo de contato, como a
castragdo em massa, embora importantes, nao sao suficientes para diminuir de forma
significativa a prevaléncia da esporotricose (Aratjo et al., 2023). Por outro lado, o
tratamento sistematico e em larga escala de gatos infectados apresenta maior potencial
para reduzir os niveis endémicos da doenga, especialmente quando associado a

intervengdes que diminuem o contato entre animais (Aratjo et al., 2023).

No entanto, o tratamento farmacologico enfrenta desafios relevantes, por ser caro,
prolongado (mediana de quatro meses) e exigir administragdo diaria, dificultando sua
implementagdo em larga escala, sobretudo em regides de baixa renda. Ainda assim,
intervengdes mais simples, como a castracdo em massa de machos e fémeas, podem
aumentar de forma sinérgica a eficacia do tratamento, contribuindo para estratégias de
saide publica mais integradas. Além disso, o fornecimento publico de medicamentos
adequados para o tratamento de pacientes de baixa renda e animais doentes seria

fundamental para reduzir a dissemina¢ao da doenca (Alvarez; Oliveira; Pires, 2022).
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Uma vez identificado um caso de esporotricose, o animal deve ser mantido em
quarentena domiciliar, restrito ao ambiente interno e separado de outros animais, a fim de
prevenir a transmissdo da infec¢do. O ambiente em que o animal permanece deve ser
rigorosamente higienizado, utilizando-se solugdes desinfetantes como hipoclorito de
s6dio a 1% ou alcool a 70% (Barros; de Almeida Paes; Schubach, 2011). Materiais
porosos, como cobertores, panos ou objetos utilizados pelo animal para repouso ou lazer,
devem ser descartados adequadamente, e, quando indicado, o ambiente pode ser tratado
com produtos antifungicos especificos ou método fisico a partir de um dispositivo
prototipo de luz ultravioleta C contra Sporothrix brasiliensis que demonstrou ser um
potencial método para desinfeccdo de superficies (Barros et al., 2011; Tercola et al.,
2024). Em casos de obito, enterrar o animal ndo ¢ recomendado, uma vez que pode
favorecer a disseminag¢do do fungo no ambiente; nessas situagdes, a cremacao do corpo

constitui a conduta mais segura (Gremiao et al., 2015).

Apesar dessas recomendacdes, observa-se que, em muitos contextos, animais
doentes sao abandonados, inclusive com o conhecimento dos tutores, permanecendo nas
vias publicas até¢ a morte (Montenegro et al., 2014). De forma semelhante, animais sem
domicilio frequentemente adoecem e morrem sem qualquer manejo sanitario adequado.
Essas praticas contribuem significativamente para a manutengao do ciclo de transmissao
de S. brasiliensis e expansdao da esporotricose, favorecendo a persisténcia e a
multiplicagcdo do fungo no ambiente e expondo outros animais e humanos, mesmo

inicialmente saudaveis, ao risco de infeccao (Montenegro et al., 2014).

No que tange a prevencao ocupacional, recomenda-se o uso de equipamentos de
protecao individual durante atividades de atendimento clinico e realizagdo do tratamento.
Pessoas envolvidas no manejo de animais suspeitos ou diagnosticados com esporotricose,
especialmente médicos-veterinarios e tutores, devem utilizar mascara do tipo N95,
protecdo ocular, avental de mangas longas e luvas de procedimento, com o objetivo de

reduzir o risco de exposi¢do ao patdgeno fungico (Orofino-Costa et al., 2017).

De modo geral, educag@o em satide para conscientizagdo quanto a necessidade de
manter os gatos domiciliados, enfrentamento da problematica dos animais errantes e
diagnostico precoce permanecem como estratégias mais eficazes no enfrentamento da
esporotricose, considerando que, tanto em humanos quanto em animais, o tratamento ¢

prolongado e oneroso, fatores que frequentemente culminam no abandono de animais
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doentes e na consequente ampliagdo da transmissdo entre populacdes felinas de rua

(Viana et al., 2018).
2.7 Habitat e Fontes de Infeccao

Nichos ecologicos de Sporothrix spp. descritos incluem solos ricos em celulose
com umidade relativa de 37,5% a 99,06%, temperatura entre 6,6°C e 28,8°C, pH entre 3,5
-9,4, plantas, dgua, madeira em decomposi¢ao (Barros; de Almeida Paes; Schubach,
2011; Ramirez-Soto et al., 2018), sendo as fontes ambientais mais relatadas: roseiras,

talos de milho e feno e musgo Sphagnum (Chakrabarti et al., 2015).

Com relagdo a espécie S. brasiliensis o felino doméstico ¢ relatado como a
principal fonte de infeccdo e disseminador da mesma para humanos e outros animais
(Marimon et al., 2007; Gremiao et al., 2017). No entanto, o papel do ambiente como
reservatorio de S. brasiliensis € pouco estudado e apresenta diversas lacunas. Em regides
hiperendémicas de esporotricose felina, ¢ descrito que o animal enfermo pode transferir
o fungo para o ambiente pelo contato das lesdes com o entorno, através de suas fezes ou
apods sua morte em caso de destino incorreto do corpo - enterrando os corpos de felinos
doentes (Poester et al., 2018¢). Logo, essa espécie ja foi isolada do solo e de madeiras de
demoli¢do em um jardim, mas seus nichos ecoldgicos ndo sao tdo bem estabelecidos , na
medida que muitos estudos demonstram baixas (Rogers; Beneke, 1964; Rodrigues et al.,
2014; Cérdoba et al., 2018; Rabello et al., 2022b) ou nenhuma (Poester et al., 2018c; da
Costa et al., 2022) taxas de isolamento e detec¢do de S. brasiliensis em amostras
ambientais, tanto por métodos de diagnoéstico classico como por métodos moleculares,
instigando a necessidade de mais estudos que avaliem ambientes onde esse agente

etioldgico ¢ capaz de crescer e se reproduzir (Ramirez-Soto et al., 2018).
2.7.1 Ambiente

O solo e a madeira constituem importantes reservatorios ambientais para espécies
do complexo Sporothrix, especialmente em ambientes caracterizados por elevada carga
de matéria organica e altos niveis de umidade (Barros; de Almeida Paes; Schubach, 2011;
Ramirez-Soto et al.,2018). Situacdes associadas a obras, demoli¢des e reformas podem
aumentar o risco de exposicdo humana ao fungo, particularmente quando envolvem o
manuseio de solo revolvido, entulhos e madeira envelhecida ou em decomposi¢cdo
(Kauffman et al., 2007; Barros et al., 2011; Chakrabarti et al., 2015). Da mesma forma,

materiais de construcdo armazenados de forma inadequada e madeiras de demoli¢do
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reutilizadas em jardins ou estruturas domiciliares tém sido associados a casos esporadicos
de esporotricose, refor¢cando o papel desses ambientes como potenciais fontes de infeccao
por inoculagdo traumatica (Kauffman et al., 2007; Barros et al., 2011; Chakrabarti et al.,

2015).

Espécies do género Sporothrix apresentam ampla distribuicdo ambiental e ja
foram isoladas de diversos substratos naturais, evidenciando sua elevada capacidade de
adaptagdo a distintos nichos ecoldgicos. Os isolamentos ambientais sdo descritos
principalmente a partir de solos ricos em matéria organica, detritos vegetais, serrapilheira,
madeira em decomposi¢ado, talos de milho, folhas de cana-de-agucar, feno e musgos do
género Sphagnum, além de fragmentos lenhosos utilizados em construgdes e jardins
(Ramirez-Soto et al.,2018). O fungo também foi recuperado de plantas ornamentais,
especialmente roseiras, historicamente associadas a transmissdo da esporotricose, bem
como de ambientes umidos e sombreados que favorecem sua sobrevivéncia (Queiroz-

Telles, et al., 2011).

Entre 1938 e 1947, as minas de ouro da regido de Witwatersrand, na Africa do
Sul, foram palco do maior surto de esporotricose ja descrito mundialmente, afetando
milhares de trabalhadores (Govender et al. 2015). A época, levantou-se a hipotese de que
a contaminag¢do de madeira ndo tratada utilizada no escoramento das galerias subterraneas
estivesse associada a ocorréncia dos casos, embora essa relagao epidemiologica nao tenha
sido definitivamente comprovada. Décadas depois, Govender et al. (2015) conduziram,
pela primeira vez, uma investigacao epidemioldgica detalhada em uma mina de ouro sul-
africana reaberta, com o objetivo de identificar fatores associados a ocorréncia da
esporotricose nesse contexto. Nesse estudo foi identificado 17 casos provaveis ou
confirmados da doenga, correspondendo a aproximadamente um em cada cinco mineiros
expostos. Embora espécies geneticamente distintas de Sporothrix tenham sido isoladas de
amostras clinicas e ambientais, os autores apontaram o solo contaminado e a madeira nao
tratada e, presente no subsolo como as fontes mais provaveis de infec¢do. Ressalta-se que
nenhum novo caso foi registrado apds a implementacdo de medidas de controle, incluindo
o fechamento de secdes da mina, o tratamento da madeira ¢ a adocdo sistematica de
equipamentos de protecdo individual. Esses achados evidenciam o potencial de
ressurgimento da esporotricose em ambientes minerdrios que utilizam técnicas

tradicionais de extragdo, em detrimento de processos altamente mecanizados, e reforcam
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a importancia da vigilancia epidemioldgica continua em areas de mineragao consideradas

sentinela.

Além disso, na Australia Ocidental, casos esporadicos de esporotricose foram
relatados na regido sudoeste, particularmente em areas de cultivo de trigo; entretanto, em
2000 foi observado um aumento significativo no nimero de casos (Beaman, 2002). Entre
2000 e 2003, foram notificados 41 casos humanos confirmados micologicamente, em
comparac¢ao com apenas oito casos registrados entre 1997 e 1999 (Feeney et al., 2007).
As investigacdes epidemioldgicas identificaram o feno contaminado como a fonte mais
provavel de infeccdo, com exposi¢do documentada em nove dos onze pacientes (Feeney
et al., 2007). A maioria dos individuos afetados relatou contato com feno durante
atividades de jardinagem doméstica, enquanto outros foram expostos durante o uso
agricola comercial (Feeney et al.,, 2007). Destaca-se que oito pacientes haviam
manuseado feno adquirido de dois fornecedores comerciais localizados na regido de
Margaret River, e dois casos pediatricos foram associados a exposi¢dao recreativa ao
brincar sobre feno antes do inicio dos sintomas. As investigacdes ambientais, incluindo a
coleta e a cultura micologica de amostras de feno provenientes de pontos de venda
comerciais, propriedades rurais e areas-controle, reforcaram o papel do feno contaminado

como a fonte desse surto de esporotricose (Feeney et al., 2007).

Embora S. schenckii seja mais frequentemente isolado do ambiente, evidéncias
crescentes indicam que S. brasiliensis também pode persistir em substratos ambientais,
sobretudo em regides hiperendémicas, possivelmente em decorréncia da contaminagao
do solo e de materiais organicos por secrecoes, fezes ou carcagas de animais infectados

(Poester et al., 2018c; Rabello et al., 2022b).
2.7.2 Fomites

Fomites sdo definidos como quaisquer objetos inanimados que, quando
contaminados por microrganismos infecciosos, podem atuar como veiculos de
transmissdo de agentes etiologicos para um novo hospedeiro (Stephens et al., 2019). No
contexto da esporotricose, essa via de transmissdo representa um mecanismo adicional e
frequentemente  subestimado.  Objetos  contaminados, como  instrumentos
perfurocortantes, materiais de jardinagem, utensilios utilizados no manejo animal e, mais
recentemente, equipamentos empregados em procedimentos estéticos, como tatuagens,

podem atuar como veiculos de inoculagdo de Sporothrix (Schubach et al., 2004; Barros
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et al., 2011; Chakrabarti et al., 2015; Ramirez-Soto et al., 2018; Fichman et al., 2022b;
Poester et al., 2022¢; de Albuquerque Costa et al., 2025).

Em casos confirmados de esporotricose associados a procedimentos de tatuagem,
os pacientes relataram auséncia de contato com gatos, levantando a hipotese de que a
transmissdo de Sporothrix brasiliensis tenha ocorrido durante o proprio procedimento,
possivelmente em decorréncia da contaminagao das agulhas, da tinta ou da 4dgua utilizada
na dilui¢ao do pigmento (Fichman et al., 2022; Poester et al., 2022¢). Em contraste, uma
explicacdo alternativa para casos semelhantes envolve a convivéncia com gatos com
esporotricose comprovada, nos quais a ruptura da barreira cutanea causada pela tatuagem
recente pode agir como porta de entrada para S. brasiliensis, a partir do contato com
secregOes altamente contaminadas provenientes de lesdes felinas, que geralmente
apresentam elevada carga fungica (Poester et al., 2022c). Esses achados reforcam a
complexidade das vias de transmissdo da esporotricose e destacam a necessidade de
rigorosas praticas de biosseguranca, esterilizacao e controle sanitario, tanto em ambientes
domésticos quanto em contextos profissionais (Fichman et al., 2022b; Poester et al.,

2022c; de Albuquerque Costa et al., 2025).

Além disso, estudos conduzidos no Brasil j& demonstravam, desde a década
passada, a presenc¢a de Sporothrix spp. em superficies inanimadas, levantando a hipotese
de que o ambiente pudesse atuar como fonte de infec¢do para animais e humanos. Mattei
e colaboradores (2011) relataram o isolamento de Sporothrix sp.tanto em ambientes
hospitalares quanto domiciliares, a partir de amostras coletadas em superficies como
mesas, armarios, bancadas e paredes de um servigo veterinario, bem como em sofés,
tapetes, portdes de madeira e camas de gatos em residéncias com casos de esporotricose
felina. No ambiente hospitalar, o agente etioldgico foi detectado em 1,5% das amostras,
incluindo o isolamento a partir de um armario do Hospital de Clinicas Veterinarias da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel), achado que, j& a época, sustentava a hipdtese
de contamina¢do ambiental e transmissdo indireta. Em contraste, o fungo foi isolado de
todas as areas avaliadas nos ambientes domiciliares, reforcando o potencial desses locais
como reservatdrios de Sporothrix spp. Os autores destacaram que tais superficies
poderiam atuar como fontes de infeccdo por meio de inoculagdo traumatica ou contato
direto com lesdes cutaneas preexistentes, expondo profissionais e tutores de animais ao
risco de infec¢do. Recentemente, Cognialli et al. (2025b) conduziram um estudo

experimental prospectivo para avaliar a persisténcia de Sporothrix brasiliensis em
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diferentes superficies inanimadas comumente presentes em ambientes domésticos e
urbanos, incluindo aco inoxidavel, MDF (fibra de média densidade), madeira, azulejo e
tecido de poliéster. Os autores demonstraram que o fungo € capaz de permanecer viavel
por periodos prolongados, persistindo por até 240 horas (10 dias) em MDF, 288 horas (12
dias) em azulejo, 384 horas (16 dias) em tecido de poliéster e até 600 horas (25 dias) em
aco inoxidavel. Esses achados corroboram observagoes clinicas prévias que sugerem a
transmissdo indireta de S. brasiliensis por meio de objetos contaminados, refor¢ando o
papel dos fomites como possiveis fontes de infec¢do. Trata-se do primeiro estudo in vitro
a demonstrar de forma sistematica a persisténcia ambiental de S. brasiliensis em
diferentes superficies, fornecendo subsidios relevantes para a compreensao das vias de
transmissao do patdgeno e para o aprimoramento de estratégias de prevencao e controle

da esporotricose sob a perspectiva da Satide Unica (Cognialli et al., 2025b).
2.7.3 Animais como Reservatorios e Vetores Mecanicos

Além dos felinos domésticos, outros animais tém sido implicados na
epidemiologia da esporotricose, atuando como reservatérios ocasionais ou vetores
mecanicos de Sporothrix spp. Roedores silvestres e sinantropicos, como ratos e tatus,
podem entrar em contato com solos contaminados e matéria organica, transportando
propagulos fungicos aderidos a pelagem, unhas ou mucosas (Lutz; Splendore,1907; Alves
et al., 2010). Relatos esporadicos também descrevem a infec¢do em porquinhos-da-india
(Prazeres Junior et al. 2024), cavalos (Page; Frothingham; Paige, 1910), ¢ em animais
silvestres e marinhos, como golfinhos (Migaki et al., 1978), evidenciando a ampla
plasticidade ecologica do género Sporothrix. Embora esses animais ndo desempenhem
papel central na cadeia de transmissao zoonotica, sua participagdo pode contribuir para a
dispersdao ambiental do fungo e para a complexidade epidemiologica da esporotricose,

especialmente em interfaces entre ambientes naturais, urbanos e aquaticos.

Em uma revisao conduzida por Rabello e colaboradores (2022a), avaliando casos
notificados de 1907 a 2020 no Brasil, foi encontrado na literatura 8538 casos em animais.
Destes, 7750 (90,77%) eram gatos e 676 (7,92%) caes. Outros animais incluiam equinos
(n = 2), bovinos (n= 40), ratos (n=40) e animais selvagens (24 quatis, 3 felinos; 2
primatas — (Cebus apella; e 1 tamanduéd-bandeira (Rabello et al., 2022a). Embora a
transmissdo zoondtica felina foi quase exclusiva em 3492 (79,3%) casos. Outros animais

envolvidos na transmissdo da esporotricose (0,54%) foram tatus (n=10), ratos (n=4), caes
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(n=3), peixes (n =2), insetos (n=2), calopsitas, mosquitos e porquinhos-da-india, um caso

cada (Rabello et al., 2022a).

A esporotricose associada a caca ao tatu tem sido descrita nas regides Sul do
Brasil, Argentina e Uruguai, onde essa pratica ocorre por motivos culturais, de
subsisténcia ou lazer, apesar das restricdes legais vigentes. Nesses locais, ja foram
relatados casos de esporotricose relacionados a caga de tatu (Vidal; Rodrigues, 1993;
Gesuele; Rosa, 2005; Alves et al., 2010). Em um estudo conduzido no Rio Grande do Sul,
Brasil, todos os pacientes diagnosticados eram do sexo masculino, refletindo o perfil
predominante dos individuos envolvidos nessa atividade (Alves et al., 2010). As espécies
Dasypus hybridus (mulita), D. septemcinctus € D. novemcinctus, comumente encontradas
no Rio Grande do Sul, sdo protegidas pela legislagdo ambiental brasileira; contudo, a
exposi¢do ocupacional ou recreativa persiste em determinadas areas rurais. Foram
relatados dez casos de esporotricose em individuos residentes nas regides Centro-Oeste e
Oeste do estado, nos quais a infec¢ao esteve associada a traumas cutaneos provocados
por arranhoes durante a captura dos animais (Alves et al., 2010). Clinicamente, observou-
se a predominancia da forma linfocutanea, seguida da forma cutanea fixa, com tempo de
evolucdo dos sintomas variando de um a dezesseis meses até o diagndstico, evidenciando

o carater ocupacional e traumatico dessa via de infec¢ao (Alves et al., 2010).

Em outro cenario, a infec¢do espontanea por Sporothrix em ratos foi descrita
desde os primeiros estudos sobre a esporotricose no Brasil. Lutz e Splendore relataram o
isolamento de espécimes patogénicos a partir de ratos naturalmente infectados,
confirmando a suscetibilidade de Rattus norvegicus a doenga e caracterizando um dos
primeiros registros de esporotricose animal. Nesses relatos cldssicos, o fungo foi isolado
de lesdes e da cavidade oral dos animais, levantando a hipdtese de transmissao por
mordedura (Lutz; Splendore, 1907). De fato, casos zoondticos associados a ratos foram
descritos, incluindo episodios em que a infecgdo humana ocorreu apds mordida de rato
na mao ou no dedo, resultando em lesdes compativeis com esporotricose (Lutz;
Splendore, 1907; Rabello et al., 2022a). Além dos mamiferos terrestres, ha relatos que
indicam a participagdo de organismos aquaticos na epidemiologia da esporotricose,
ampliando o espectro ecologico do género Sporothrix (Migaki et al., 1978; Mayorga et
al., 1978; Leme et al., 2011). Embora raramente descritos como fontes diretas de infec¢ao,
peixes e outros animais aquaticos tém sido associados a casos humanos de esporotricose,

sobretudo em contextos ocupacionais, como a pesca artesanal (Mayorga et al., 1978;
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Leme et al., 2011). Nesses cendrios, a infec¢do parece estar relacionada a traumas
cutaneos provocados por espinhos, nadadeiras ou ossos durante o0 manuseio dos animais,
possibilitando a inoculagdo do fungo (Mayorga et al., 1978; Leme et al., 2011). Esses
achados sugerem que os peixes ndo atuam como reservatorios cldssicos, mas podem
desempenhar papel relevante como veiculos mecanicos ou fontes indiretas de infecgao,
especialmente em ambientes aquaticos contaminados, justificando a necessidade de

aprofundar a investiga¢do sobre a relacdo entre pescados e a transmissao de Sporothrix

Spp.
2.7.4 Evidéncias sobre pescados como fonte de infeccio por Sporothrix spp.

Conforme o art. 205 do Regulamento da Inspecdo Industrial e Sanitaria de
Produtos de Origem Animal (RIISPOA), entende-se por pescado os peixes, 0s crustaceos,
os moluscos, os anfibios, os répteis, os equinodermos e outros animais aquaticos usados
na alimentagdo humana (Brasil, 2020). Embora haja evidéncias da relagdo de pescados
na cadeia epidemioldgica de Sporothrix spp. ha uma lacuna extensa devido a escassez de

estudos para avango do conhecimento acerca do seu impacto.

Em 1978, na Guatemala, um foco endémico de esporotricose em pescadores foi
relacionado ao isolamento de S. schenckii em peixes como C. gutulatum e Tilapia
mozambica (Mayorga et al., 1978). Na ocasido, em um periodo de trés anos, dos 53
pacientes com esporotricose, 45,3% relatavam trauma pelas barbatanas de C. gutulatum
ou Tilapia mozambica (Mayorga et al., 1978). Ja nos anos 2000, foi reportado caso de
esporotricose em pescadores com lesdao traumatica por espinho da nadadeira dorsal de
Tilapia sp. (Haddad et al, 2002), bem como por trauma provocado com ossos de um bagre
(Haddad et al, 2004). A partir desses relatos, um estudo envolvendo estruturas
traumatogénicas (picadas, raios de barbatanas e dentes afiados) de peixes, incluindo
espécies como Serrassalmus maculatus (piranha) e Hoplias malabaricus (traira),
Pimelodus maculatus (mandis), Plagioscion spp. (corvina) e Tilapia spp. buscou
evidenciar a presenca de fungos potencialmente patogénicos, porém ndo descrevendo o
isolamento de Sporohrix sp. (Leme et al., 2011), instigando a necessidade de mais estudos

para avaliar o pescado como possivel fonte de infec¢ao desse fungo.

Um caso clinico relevante para a compreensdo dos possiveis vinculos entre a
atividade pesqueira e a infeccdo por Sporothrix spp. envolve um pescador de 51 anos,

oriundo do extremo sul do Rio Grande do Sul, que desenvolveu monoartrite cronica no
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joelho direito apds um trauma contuso ocorrido em uma embarca¢do de madeira (Xavier
et al.,2013). Apesar de multiplas abordagens terapéuticas, incluindo cirurgia e
antibioticoterapia, ndo houve resolugao clinica até que o agente etiologico foi identificado
como Sporothrix sp. a partir de cultura do liquido sinovial (Xavier et al., 2013). A
principal hipdtese de infec¢@o incluia a inoculagdo direta do fungo por meio do trauma
relacionado ao ambiente laboral, caracterizado pelo contato constante com madeira, agua
e pescados possivelmente contaminados (Xavier et al., 2013). Esse caso reforca a
importancia de considerar a exposi¢ao ocupacional de trabalhadores do setor pesqueiro
como um fator de risco adicional para esporotricose, ampliando a discussdo sobre a
interface entre pescados, ambientes aquaticos e fungos do género Sporothrix dentro do

contexto de uma zoonose complexa.

Recentemente, foi descrito um surto de esporotricose ocupacional associado a
uma atividade alimentar nao tradicionalmente reconhecida como fator de risco. Bao e
colaboradores (2025) relataram ocorréncia de casos de esporotricose cutdnea em
trabalhadores de um restaurante na China, todos envolvidos no manuseio e amarragao de
caranguejos utilizando cordas potencialmente contaminadas. A investigacdo
epidemiologica sugeriu que microtraumas cutaneos durante essa atividade facilitaram a
inoculagdo do fungo, identificado como Sporothrix globosa (Bao et al., 2025). Esse
achado amplia o entendimento classico da esporotricose como uma micose associada
predominantemente a solo e material vegetal, evidenciando que ambientes ligados a
cadeia do pescado e a materiais organicos imidos podem atuar como fontes relevantes de
infeccao humana. O estudo refor¢a a importancia de considerar exposi¢des ocupacionais
e ambientais alternativas na epidemiologia da esporotricose, especialmente em contextos

de manipulacdo de organismos aquaticos e seus utensilios.
2.8 Materiais didaticos para ensino da Micologia

O desconhecimento e a negligéncia com as doengas flngicas incluindo a
esporotricose deve-se em parte ao déficit existente no estudo da micologia nos distintos
niveis de formagdo académica. Essa ciéncia, que engloba a biologia dos fungos e suas
interagcdes com o ambiente € com a saide animal e humana, t€ém sido historicamente
subvalorizados nos curriculos educacionais (Rosa; Mohr, 2010; Oda; Delizoicov, 2011;
Rosa et al., 2019; Gomes, 2022). Desde o ensino basico, a tematica dos fungos aparece

de forma superficial ou descontinua, muitas vezes restrita a conceitos isolados, sem a
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exploragdo aprofundada de sua diversidade bioldgica, importincia ecologica e
principalmente sem sequer mencionar suas implicacdes para a saude publica (Rosa;
Mohr, 2010; Rosa et al., 2019; Gomes, 2022). Logo, a auséncia de desenvolvimento mais
robusto de materiais didaticos voltados ao ensino de micologia contribui para a formagao
deficiente dos estudantes nessa area do conhecimento (Rosa; Mohr, 2010; Rosa et al.,

2019; Gomes, 2022).

Estudos que analisaram livros didaticos utilizados no Ensino Médio demonstram
que temas micoldgicos vém sendo reduzidos em edigdes recentes, com menor nimero de
paginas e menos atividades relacionadas, o que compromete a construcio de um
entendimento mais aprofundado dos fungos, tanto em termos de biologia quanto de suas
aplicacdes e impactos sociais (Rosa et al., 2019). Por outro lado, no nivel superior, embora
a micologia esteja presente em cursos de ciéncias bioldgicas, medicina e areas afins, sua
abordagem frequentemente ocorre de maneira fragmentada, inserida em disciplinas mais
amplas como microbiologia ou doengas infecciosas, sem componente curricular dedicado
especificamente a micologia médica ou bioldgica (Barcelos; Weiser; Ganiko-Dutra,
2025). Uma pesquisa realizada em escolas médicas do sul do Brasil revelou que, apesar
de todas incluirem micologia nos curriculos, nenhuma instituicdo oferece a disciplina
como unidade curricular independente, e muitas vezes o tempo dedicado ao tema ¢
limitado, com reduzida oferta de atividades praticas e laboratérios especificos,
evidenciando fragilidades na formacdo académica de futuros profissionais de saude

perante doengas fungicas (Pasqualotto et al., 2025).

Desse modo, a importancia do fortalecimento do ensino de micologia se torna
ainda mais evidente diante de desafios contemporaneos de saude publica (Steinbach et
al., 2003). Em outubro de 2022, a Organiza¢do Mundial da Saude (OMS) publicou pela
primeira vez a lista de patdgenos flingicos prioritarios, um esfor¢o global para orientar
pesquisas, politicas de saude e desenvolvimento de capacidades diagnosticas e
terapéuticas frente as infecgdes fungicas que representam maior ameaga a saude publica
(WHO, 2022). Essa lista categorizou 19 fungos em grupos de prioridade (critica, alta e
média) com base em critérios de impacto na saude, resisténcia a antifingicos e
necessidades ndo atendidas de pesquisa e desenvolvimento, demonstrando tanto a
crescente preocupacao global com as micoses invasivas quanto a necessidade urgente de

profissionais capacitados para enfrentar esses desafios clinicos e epidemioldgicos (WHO,

2022).
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A lacuna no ensino de micologia, tanto em niveis basicos quanto superiores,
contribui diretamente para a subestimacdo da importancia dos fungos em contextos de
saude publica, dificultando o reconhecimento clinico, o diagndstico precoce e a resposta
efetiva a infec¢des fungicas emergentes e resistentes (Rodrigues; Nosanchuk, 2020;
Pasqualotto et al.,2025). A falta de materiais didaticos adequados e de estratégias
pedagbgicas inovadoras ndo sé limita a formagao cientifica de estudantes, mas também
pode comprometer futuros esforgos de vigilancia, diagnostico e tratamento (Rodrigues;

Nosanchuk, 2020).

Alguns materiais didaticos inovadores e ludicos t€m sido propostos na literatura
para superar as deficiéncias historicas no ensino da micologia e ampliar as possibilidades
de aprendizagem em diferentes niveis educacionais. Entre as metodologias destacadas
estdo as historias em quadrinhos (HQs), que facilitam a compreensdo de conceitos
bioldgicos complexos ao integrar narrativa visual e cientifica; o uso de aplicativos
educacionais, como o Funga, que permite a exploragao interativa da diversidade fingica
em contextos reais; € a construcao de jogos didaticos, que promovem o engajamento ativo
dos estudantes por meio de desafios e tomadas de decisdo sobre temas micologicos
(Pereira, 2020; Oliveira, 2022; Ribeiro, 2024). Esses materiais t€ém sido aplicados com
sucesso no ensino médio, contribuindo para o interesse € a compreensao de topicos como
diversidade e ciclo de vida de fungos. Para micologia ambiental e ecologia, Pereira (2020)
priorizou-se o uso de HQs, que facilitaram a explica¢ao dos papéis ecoldgicos dos fungos
em cadeias troficas e ciclos biogeoquimicos; para micologia médica, foram utilizados
trechos do aplicativo “Funga”, que permitem discutir interagdes patogeno-hospedeiro,
fatores de viruléncia e epidemiologia de micoses; e para abordar a estrutura dos fungos,
adotou-se o jogo didatico sobre micologia, que refor¢ou, de forma ludica, os componentes
da célula fingica e as diferencas morfologicas entre grupos taxondmicos (Pereira, 2020;
Oliveira, 2022; Ribeiro, 2024). No entanto, a partir da busca por materiais didaticos foi
observado que materiais visuais, que auxiliem a identificar estruturas micro e
macroscopicas dos fungos de importancia médica e que sejam elaborados de forma

sustentaveis sdo escassos.
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3. JUSTIFICATIVA

No Brasil, a esporotricose zoonotica (felino doméstico-humano) ¢ a principal
micose subcutanea, e considerada como um grave e emergente problema de satde publica
com crescente expansao geografica. Ja esta descrita em todos os estados brasileiros, sendo
amplamente reportada no Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul por mais de duas décadas
(Lockhart et al., 2021). Vale destacar que tanto as regides referentes ao inicio da epidemia
ha cerca de 20 anos, como as regides que vem demonstrando aumento dos casos mais
recentemente geralmente localizam-se em areas costeiras € proximas ao mar, como sul
do Rio Grande do Sul, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Pernambuco e Alagoas por exemplo

(Gremiado et al., 2020a; Silva et al., 2021).

Evidéncias sugerem que elevadas taxas de salinidade podem influenciar a
sobrevivéncia e a adaptacao de fungos patogénicos no ambiente aquatico. Embora essa
relacdo ainda ndo esteja completamente elucidada para Sporothrix brasiliensis, a hipotese
ganha relevancia diante de relatos, ainda que escassos, de casos de esporotricose
associados a pescado como fonte de infeccao (Mayorga et al., 1978; Haddad et al., 2002).
Assim, torna-se essencial investigar a possivel presenca do agente etioldgico em pescados
provenientes de regides estuarinas, que apresentam naturalmente variagdes de salinidade

capazes de influenciar a ecologia microbiana local.

Apesar de a maior parte das pesquisas sobre microrganismos em ambientes salinos
ter se concentrado em bactérias, ja ¢ reconhecido que diversos fungos conseguem
sobreviver e se reproduzir sob condigdes de elevada salinidade, incluindo leveduras
negras, Cladosporium sp., Aspergillus sp. € Penicillium sp. (Chung; Kim; Choi, 2019).
Diante disso, a analise de pescados como potenciais reservatorios ou veiculos de
transmissao de Sporothrix ¢ uma lacuna importante, justificando a necessidade de estudos

que avaliem esse possivel elo dentro de uma perspectiva One Health (Uma S6 Saude).

Outro eixo crucial para compreender a dindmica epidemioldgica da esporotricose
zoonotica refere-se a0 manejo terapéutico dos casos felinos. A doenca em gatos apresenta
carater grave, com elevada carga fingica e importante potencial de disseminagdo para
humanos e outros animais (Gremido et al., 2017). Esses fatores tornam o

acompanhamento dos desfechos clinicos especialmente relevante para a saude publica.

Além disso, diversos desafios relacionados ao tratamento, como a dificuldade de

administracdo dos fdrmacos, a longa duracdo das terapias, a hepatotoxicidade dos
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medicamentos de primeira escolha e a emergéncia de resisténcia fungica aos azdis e
polienos (Rodrigues et al., 2022) podem influenciar diretamente a adesdo ao tratamento,
o tempo de cura e, consequentemente, a manuten¢do de animais infectados na
comunidade. Dessa forma, torna-se fundamental desenvolver estudos epidemioldgicos
que avaliem o manejo, a resposta clinica e os desfechos dos tratamentos na pratica, de
modo a compreender seus impactos na cadeia de transmissao. Esses dados sdo essenciais
para subsidiar melhorias nas estratégias de controle, orientar o desenvolvimento de
alternativas terap€uticas e apoiar a formulacdo de politicas publicas voltadas ao

enfrentamento da esporotricose.

Por fim, e ndo menos importante, a Micologia, apesar de sua relevancia para a
sautde humana, animal e ambiental, permanece pouco contemplada nos materiais
didaticos tradicionalmente utilizados no ensino das Ciéncias Bioldgicas e da Saude
(Silva; Fraga, 2017). A compreensdo das caracteristicas dos fungos, suas interagdes
ecoldgicas e seu impacto na saude publica demanda recursos pedagdgicos atualizados,
acessiveis e alinhados as metodologias ativas de aprendizagem. Contudo, a escassez de
conteudos visuais, praticos e contextualizados ainda representa um obstaculo ao processo
de ensino—aprendizagem, especialmente em temas como identificagdo macro e
micromorfoldgica e o estudo de doengas emergentes (Dos Santos Ferreira; Dos Santos
Ferreira, 2017). Diante desse cenario, a elaboragao de materiais didaticos especificos para
Micologia torna-se essencial para ampliar o engajamento dos estudantes, fortalecer a
formagdo académica e capacitar futuros profissionais a reconhecer, diagnosticar e

enfrentar enfermidades fungicas com maior precisdo € senso critico.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Integrar evidéncias epidemioldgicas, clinicas, ambientais e educativas sobre a

esporotricose, por meio da avaliagdo do manejo e do tratamento de gatos infectados, da

investigacao de pescados e peixes de vida livre como potenciais fontes de infec¢do por

Sporothrix spp., e da elaboracao de material didatico em micologia, visando fortalecer

estratégias de prevencao e de educagdo em saude.

4.2 Objetivos Especificos

Avaliar o tratamento e o desfecho da esporotricose felina realizado pelos
tutores de uma regido hiperendémica para doenga, bem como o
conhecimento dos tutores sobre a doenga, seus métodos de prevengao e
estimar a taxa de transmissao zoonotica;

Avaliar a taxa de colonizacao por Sporothrix spp. em distintas espécies de
pescados;

Comparar a taxa de colonizacao por Sporothrix spp. em diferentes etapas
de vida da tainha;

Analisar os perfis genotipicos (STR) de isolados de Sporothrix spp.
oriundos de peixes e compara-los com isolados de origem clinica de
felinos, caninos e humanos.

Caracterizar o micobioma de amostras de pescado, com énfase na
abundancia absoluta e relativa de Sporothrix spp;

Avaliar o genoma total de isolados de Sporothrix spp. provenientes de
peixes;

Produzir materiais alternativos de cardter didatico-pedagdgico, para o

ensino de micologia.
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diagnosticos realizados no periodo e pela sele¢ao anual dos casos de esporotricose felina.
Posteriormente, procedeu a triagem dos casos elegiveis com base na disponibilidade de
numero de telefone nas requisi¢des laboratoriais, estabelecendo os critérios de inclusdo e
exclusdo conforme previsto no protocolo de pesquisa. A doutoranda elaborou
integralmente o projeto de pesquisa, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), submetendo-os a Plataforma Brasil ¢ ao Comité de Etica em
Pesquisa da FURG, obtendo a devida aprovagao ética. Também foi responsavel pela
constru¢do do instrumento de coleta de dados, composto por 29 perguntas estruturadas.
Entre marco de 2024 e junho de 2025, realizou todas as tentativas de contato telefonico
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totalizando 62 participantes, e executou integralmente a coleta de dados. O estudo teve
como objetivo avaliar o manejo, o tratamento e os desfechos da esporotricose felina, bem
como o conhecimento dos tutores sobre a esporotricose, em um municipio hiperendémico
no sul do Brasil. Além da execucdo da coleta, a doutoranda foi responsavel pela
organizacdo, tabulacdo e sistematizacdo dos dados obtidos, bem como pela redagdao do

manuscrito cientifico, sob auxilio e supervisao da orientadora e da coorientadora.
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ABSTRACT

Sporotrichosis caused by Sporothrix brasiliensis is a major zoonotic public health
problem in Brazil and an emerging neglected tropical disease worldwide. Southern Rio
Grande do Sul has been a hyperendemic area since the 1990s; however, a lack of
knowledge regarding the treatment and outcomes of cats still persists. Thus, our study
aimed to evaluate the management, treatment, and outcomes of feline sporotrichosis, as
well as owners’ knowledge about the disease, in a hyperendemic city in southern Brazil.
A retrospective analysis was performed including cases diagnosed between January 2021
and December 2024, followed by interviews with cat owners. Among 293 feline
sporotrichosis, 62 owners participated. Most cats were male (75%), had outdoor access

(55%), and disseminated cutaneous lesions (56%). Itraconazole monotherapy was the
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most frequent treatment (77%), with a mean duration of 147 days. Clinical cure occurred
in 63% of treated cats, while 37% died. Treatment with compounded itraconazole was
significantly associated with death (p=0.036). The mean treatment cost was USD 167,
representing a substantial financial burden for owners. Nearly half of participants (42%)
learned about sporotrichosis only after the cat diagnosis, and 16% reported zoonotic
transmission. Our findings highlight treatment challenges, limited public awareness, and
the need for free antifungal therapy programs and educational actions. Strengthening
public health policies and veterinary support is essential for effective control of feline and

zoonotic sporotrichosis.

KEYWORDS: Sporothrix brasiliensis, zoonosis, Rio Grande do Sul, itraconazole.

INTRODUCTION

Sporotrichosis caused by Sporothrix brasiliensis is recognized as a serious public
health problem in Brazil and has been classified as an emerging neglected tropical disease
worldwide (WHO, 2023). Brazil alone has reported more than 8,000 human cases and
over 7,000 feline cases, considering only those documented in the literature (Rabello et
al., 2022). Additionally, other South American countries such as Argentina, Chile, and
Paraguay have reported outbreaks or case series of S. brasiliensis infection in both
humans and animals (Xavier et al., 2023). As a result, sporotrichosis became a notifiable
disease across the entire Brazilian territory; however, this designation, limited to human
cases, was only established in 2025, more than two decades after the first reported
zoonotic case by S. brasiliensis (Barros et al., 2001; Nobre et al., 2001; Brazil, 2025).

The domestic cat is the central pillar of zoonotic sporotrichosis, serving as both
the primary victim as the main transmitter of S. brasiliensis (Gremido et al., 2020). This
is largely because cats frequently develop severe forms of the disease (disseminated and
extracutaneous presentations), associated with a high fungal burden. Transmission of S.
brasiliensis occurs readily through scratches and bites, leading to traumatic inoculation
of the skin, or through contact of infectious secretions with mucous membranes
(Sanchotene et al., 2015; Brandolt et al., 2018; Bastos et al., 2022).

One of the major challenges in controlling the disease in animals, and its
consequent impact on public health, is related to difficulties during the treatment, which

often leads to unfavorable outcomes in infected cats. A recent systematic review showed
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that, in Brazil, most cats have free access to the streets and are predominantly male,
factors that contribute to the dispersion of S. brasiliensis (Dumont-Viollaz et al., 2025).
Regarding treatment, the study reported that itraconazole monotherapy was commonly
used, with prolonged therapy durations and favorable clinical outcomes. However, the
financial cost of this treatment was not evaluated, which likely influences treatment
adherence by cat owners, especially considering Brazil’s significant socioeconomic
disparities (Dumont-Viollaz et al., 2025). Furthermore, the study found statistically
significant associations between clinical outcomes and the clinical manifestations of
sporotrichosis, the type of antifungal therapy, and antifungal side effects. These findings
highlight the need to investigate such associations in all hyperendemic regions of Brazil
(Dumont-Viollaz et al., 2025).

Another critical issue surrounding sporotrichosis is the lack of knowledge about
the disease, even in hyperendemic regions (Poester et al., 2022). For example, the
southern region of Rio Grande do Sul (RS) was one of the first areas in Brazil to report
zoonotic sporotrichosis cases in humans during the 1990s, alongside the state of Rio de
Janeiro (Nobre et al., 2001; Barros et al., 2010). Despite being hyperendemic for over two
decades, a significant lack of awareness persists among both cat owners and healthcare
professionals regarding key aspects of the disease, such as its etiologic agent,
transmission routes, clinical manifestations, and preventive measures (Poester et al.,
2018b; 2019).

Therefore, clinical and epidemiological data on feline sporotrichosis, the key of S.
brasiliensis transmission, mainly considering treatment and outcome variables, are
essential for understanding the broader public health impact of the disease, along with
evaluating the knowledge of cat owners. Thus, this study aimed to assess the
management, treatment, and outcomes of cats diagnosed with sporotrichosis, as well as
to evaluate their owners’ knowledge about the disease in a hyperendemic city in southern

Brazil.

METHODS

A retrospective study was conducted using data from the Mycology Laboratory at
the Medical School of the Federal University of Rio Grande (FAMED — FURG), covering
the period from January 2021 to December 2024. The laboratory is located in the city of
Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brazil (-32.034777721750054; -52.11199494580826), a

hyperendemic area for sporotrichosis since the 1990s (Poester et al., 2018a). Since 2010,
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the laboratory is a regional reference offering free diagnostic services for animals with
sporotrichosis suspicious, through a university extension project, supporting private
medical veterinary professionals from Rio Grande city.

All feline sporotrichosis cases diagnosed by the Mycology Laboratory (FAMED-
FURG) during the study period were reviewed in order to invite the animals’ owners
(tutors) to participate in the study. All animal’s tutor with the availability of a valid phone
number were contacted. Cases were excluded if the phone number was incorrect or if the
contact could not be reached after three tentative in distinct periods of a day and distinct
days of week.

All participants that accepted to participate in the study were included and
interviewed by a questionary consisting of 29 questions regarding the management,
treatment and outcomes of their cats with sporotrichosis, as well as their knowledge about
preventive measures and other cases of the disease in the neighborhood. This study was
approved by the Ethics Committee of FURG under protocol number CAAE
77193424.9.0000.5324.

Data were analyzed using frequency distributions and chi-square tests in the
Statistical Package for the Social Sciences (SPSS), version 25.0 (IBM Corporation,
Armonk, NY, USA). The variables analyzed for associations were: clinical manifestation
(fixed or disseminated) versus outcome (death or cure); type of itraconazole (commercial
or compounded) versus outcome; and route of drug administration (mixed with food or
administered orally) versus outcome. The monetary cost of treatment was estimated based
on the owners’ reports and converted to U.S. dollars. A p-value < 0.05 was considered

statistically significant.

RESULTS

From a total of 293 cats with confirmed sporotrichosis 150 (51%) had an owner’s
phone number available in the database. After at least three tentatives of contact by phone
without success, 88 were excluded, resulting in 62 participants in this study.

Most of the cats from the owners included were male (75%; 45/60) and castrated
(76%; 45/59 — 1 missing data), being 15% (7/45) undergoing the procedure after the
diagnosis of sporotrichosis. About a half of cats had free access to the streets (55%; 34/62)
and presented disseminated cutaneous lesions (56%; 35/62).

According to the owners, the median period of apparent lesions until the diagnosis

and the beginning of the treatment were 76 days (range: 1-730 days). Three animals died
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before the beginning of the treatment and three tutors were unable to recall the name of
the drug used for sporotrichosis. Itraconazole was the drug of choice in the other 56
animals, administered as monotherapy in 77% (43/56) of cases and in combination with
potassium iodide in 23% (13/56). The mean duration of treatment was 147 days (range:
1-1095 days). According to the owners, the monetary cost of treatment was up USD 753,
with a mean of USD 167. Most of the animals received the drug orally (71%; 40/56),
while the remaining ones received it mixed with food (29%; 19/56).

Clinical cure was achieved in 61% (34/56) of treated cats, while 39% (22/56) died
(n=20) or were lost by the tutors (n=2). Relapse of the disease was observed in 37.5%
(21/56) of the animals. The correct discharge of the body from dead animals (cinder)
occurred in just one case (5%; 1/20), the others were mainly buried in the backyards of
the owners houses (55%, 11/20), improperly buried in vacant lot (25%, 5/20) and
improperly discarded in domestic waste bins (15%, 3/20).

The clinical manifestation of sporotrichosis (fixed or disseminated) was not
associated with outcome (p=0.28), as well as the route of drug administration (mixed with
food or administered orally) (p=0.533). However, the type of itraconazole used showed a
significant association: 76% of cats treated with compounded itraconazole died,
compared with 45% of those treated with commercial itraconazole (p=0.036).

About half of the owners (53%; 33/62) reported not using personal protective
equipment when handling infected animals, and 42% (26/62) were only made aware of
sporotrichosis at the time of their cat’s diagnosis. More than half of the participants (52%;
32/62) reported observing other cats with lesions suggestive of sporotrichosis in their
neighborhood, and 10% (6/62) reported transmission of S. brasiliensis within their
household to another animal (cat or dog). Zoonotic transmission was confirmed in 16%
of owners (10/62), who developed fixed or lymphocutaneous sporotrichosis after being

scratched or bitten by their infected cat.

DISCUSSION

For the first time in southern Brazil, a region considered hyperendemic since the
1990s, we report the treatment management and outcomes of cats with sporotrichosis
(Nobre et al., 2001). An alarming finding was the high rate of unfavorable outcomes,
resulting in about half of the infected animals dead or presenting a relapsing of the
disease. We also highlight here the substantial monetary costs of treatment borne by the

owners. Considering the central role of cats in the dispersion and maintenance of S.
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brasiliensis, these results reaffirm a concerning epidemiological scenario in our region,
one of the relevant areas for sporotrichosis in Brazil and worldwide (Rabello et al., 2022;
Xavier et al., 2023).

Moreover, most of the affected cats were male, had free access to the streets, and
presented lesions for a prolonged period (on average more than two months) prior the
diagnosis. This is a well-known scenario that facilitated the dispersion of the fungal
pathogen to other animals and human hosts (Sanchotene et al., 2015; Gremido et al.,
2020), which is further aggravated by the data showed here regarding owners’ limited
knowledge about the disease and poor adherence to preventive measures. Therefore, the
need for more effective treatment strategies is urgent in hyperendemic areas.

A key finding of our study relates to the monetary cost of treatment for cat owners.
Brazil is a socioeconomically unequal country, and the average treatment cost of USD
167 represents nearly 60% of the national minimum wage (~USD 250), corresponding to
a substantial portion of household expenses such as rent (Ferreira et al., 2006; Brazil,
2024). This financial burden negatively impacts adherence to treatment for cats, and is
probably one of the causes of the high mortality and relapsing rate showed in our cases.
Although some Brazilian states or municipalities provide antifungal therapy for cats free
of charge, this is not a nationwide policy, leaving areas such as ours without access to
subsidized treatment (Amazonas, 2021; Rio de Janeiro, 2024; Saquarema, 2024). These
findings underscore the urgent need to implement free treatment for feline sporotrichosis
at the national level.

Itraconazole is a highly active drug against sporotrichosis (Gremido et al., 2020).
Thus, besides the possible fails to treatment adherence another hypothesis for the
unfavorable outcomes of cats from our study could be related to their infection by more
resistant strains, since non-wild-type isolates of S. brasiliensis have been reported in our
region (Vettorato et al., 2017; Nakasu et al., 2021; Trapaga et al., 2025). In addition, we
showed that the use of compounded itraconazole was significatively associated with the
outcome death. In fact, although it has been recommended to be avoided by guidelines
(Gremido et al., 2020), its use for the treatment of animals with sporotrichosis persists
due to the lower cost in comparison with the commercial one.

Interestingly, the administration of the drug by opening the capsule and mixing
their content with food did not negatively influence the treatment outcomes. Since this
approach not only facilitated once-daily dosing in cats as well as contribute to avoid bites

and scratches we suggest that it can be chosen instead forcing the cat to swollen the drug.

63



Nevertheless, further studies are needed to evaluate plasma concentrations of itraconazole
trough it administration with food.

Another important finding concerns the knowledge about sporotrichosis among
owners of infected cats. Approximately half of the participants became aware of the
disease only after their pet’s diagnosis. This is particularly concerning given that our
region has been hyperendemic since the 1990s and educational activities have been
conducted since around 2011 (Nobre et al., 2001; Poester et al., 2022). Despite these
efforts, public knowledge remains limited, underscoring the urgent need for stronger
public health interventions at both municipal, state and national levels, as academic
initiatives per si appears insufficient. Equally concerning is the lack of protective
measures adopted by owners when handling infected cats. More than half of them did not
follow safety recommendations, which likely contributed to the zoonotic transmission
observed in our study and frequently reported in our region (Gremido et al., 2020;
Brandolt et al., 2018; Poester et al., 2018). These findings reflect not only local but also
global neglect of sporotrichosis (WHO, 2023), which poses significant challenges to
controlling the spread of cases in both humans and animals.

A positive finding, however, was that most animals were castrated, and many
underwent the procedure after diagnosis. This highlights sporotrichosis as a motivating
factor for castration, which is a recommended preventive measure for sporotrichosis and
other zoonotic and infectious diseases (Barros et al., 2010; Gremiao et al., 2020). Our
study has some limitations, such as potential bias related to the questionnaire-based
design and the use of a convenience sample, which may have introduced errors in the
final variables and findings.

Nevertheless, this study represents an important first step toward understanding
the outcomes and treatment of infected cats in hyperendemic areas of Southern Brazil and
contributes to guiding future research in this field. Therefore, our study highlights the
urgent need for public health measures including surveillance, assistance, treatment and
education to disseminate and apply interventions to promote effective strategies for

sporotrichosis control and prevention.
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Rosely Maria Zancopé-Oliveira, Rodrigo de Almeida Paes, Marcus de Melo Teixeira,
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O presente estudo constitui a primeira investigagdo sistematica voltada a detec¢ao
de espécies do género Sporothrix em peixes e pescados de diferentes espécies, origens
produtivas e ambientes ecoldgicos, contemplando um expressivo numero amostral (n =
991). A pesquisa integrou abordagens metodoldgicas complementares, incluindo
métodos micologicos cldssicos, andlise metagendmica, genotipagem por marcadores
moleculares e sequenciamento de genoma total (WGS), configurando um desenho

metodologico robusto e multidimensional.

O projeto esteve inserido na Rede Saude Unica FAPERGS/FIOCRUZ, intitulada
“Esporotricose € Sporothrix brasiliensis no contexto One Health: Promogdo da saude,
pesquisa e inovagdes para melhoria diagnostica e terap€utica na saide humana e animal,
e para melhor compreensdo do impacto da saide ambiental na interface humano-animal-
ecossistema”, sob coordenagdo conjunta dos Laboratdrios de Micologia da Faculdade de
Medicina da Universidade Federal do Rio Grande (FAMED-FURG) e do Instituto
Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI-Fiocruz).

A doutoranda foi responsavel pela concep¢do metodoldgica relacionada ao
processamento de peixes e pescados, incluindo padronizagdo de protocolos de coleta,
manipulacdo asséptica, processamento laboratorial e armazenamento das amostras, sob
supervisao e revisdo da orientadora. Também atuou diretamente na organizagao logistica
do recebimento dos exemplares provenientes de diferentes cadeias produtivas e ambientes

naturais.
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No ambito das parcerias institucionais estabelecidas ao longo do projeto,
destacam-se colaboragdes do Laboratério de Dindmica de Populagdes de Peixes
(LADIPP) e o Laboratério de Ictiologia, ambos do Instituto de Oceanografia da
Universidade Federal do Rio Grande (IO-FURG). Essas parcerias possibilitaram o
acesso a amostras provenientes de industrias pesqueiras (como corvinas e pescadas) e a
coleta de tainhas juvenis de vida livre em quatro areas com distintos padrdes abidticos. A
doutoranda participou ativamente das atividades de campo, incluindo a utilizacao de rede
de arrasto para captura dos espécimes, aprendizado em identificagdo das espécies e

compreensao dos parametros ambientais associados aos locais de coleta.

Adicionalmente, a doutoranda realizou mobilidade académica na Universidade de
Brasilia (UnB), sob orientagdo do Prof. Dr. Marcus de Melo Teixeira, participando
ativamente das andlises bioinformaticas relacionadas a metagendmica e ao
sequenciamento de genoma total, incluindo etapas de processamento, organizagdo e

interpretacdo dos dados, sob supervisdo direta.

A genotipagem molecular foi desenvolvida em colaboragdo internacional com o
Department of Medical Microbiology and Infectious Diseases do Canisius-Wilhelmina
Hospital (Nijmegen, Paises Baixos), ampliando o escopo analitico do estudo e

fortalecendo a dimensao translacional e global da investigagao.

Além da elaboracao integral do projeto, a doutoranda foi responsavel pela coleta
e processamento das amostras, organiza¢ao e curadoria dos bancos de dados,
sistematizacao das analicas laboratoriais e gendmicas, analise integrada dos resultados e
redacdo do manuscrito cientifico, sob supervisao da orientadora. O estudo consolidou
uma abordagem inovadora ao investigar a interface entre ambiente aquatico, cadeia
produtiva pesqueira e micologia médica, inserindo-se no arcabougo conceitual da Saude
Unica e ampliando a compreensio sobre potenciais nichos ecolégicos e rotas de dispersao

de Sporothrix spp.
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Historically considered a disease of gardeners, sporotrichosis has undergone a shift in its
epidemiological profile over the past two decades, becoming associated with zoonotic
outbreaks driven by domestic cats, particularly Sporothrix brasiliensis in South America,
with occasional reports of imported cases in non-endemic regions. Although there are
reports of fishermen affected during fishing activities, the involvement of fish and
seafood in the sporotrichosis chain remain scarcely investigated. This is the first study to
evaluate the presence of Sporothrix in three species of fish (n=991) from different
habitats. A pool of specimens totalized 46 samples subjected to metagenomic analyses,
mycological culture, genotyping and whole-genome sequencing. Metagenomic analysis
detected OTUs/ASVs compatible with S. brasiliensis in 67.3% (31/46) of the analyzed
pools and with S. schenckii in 6.5% (3/46). Mycological culture yielded four S.
brasiliensis isolates, whose genetic profiles were distributed across two clades previously
described in Brazil, showing close correspondence with clinical strains from humans and
animals. These findings expand the known environmental spectrum of Sporothrix and
support the hypothesis that aquatic environments may participate in the ecological cycle
of sporotrichosis, highlighting the relevance of integrated One Health approaches.

Key-words: metagenomics; source of infection; subcutaneous mycosis; zoonosis

Introduction

Sporotrichosis is an endemic mycosis caused by thermodimorphic fungi of the
genus Sporothrix (2. Most cases are caused by Sporothrix schenckii sensu stricto,
Sporothrix brasiliensis, and Sporothrix globosa (V. This disease is globally distributed
and displays particularly high endemicity in Latin America, eastern Asia, and southern
Africa @, Historically, sporotrichosis was considered a disease of agricultural workers
and gardeners—hence the term “gardener’s disease”—as infections were typically
associated with traumatic inoculation with contaminated plant residues . Over the past
two decades, however, a major epidemiological shift has occurred. Cats have been
identified as the main hosts and efficient transmitters of Sporothrix spp., leading to
zoonotic outbreaks that affect both animals and humans®. Feline-associated transmission
of S. brasiliensis led to extensive epidemics in tropical and subtropical regions,
particularly in South America®®. Additionally, imported cases in non-endemic countries
have also been reported 'V,

Zoonotic sporotrichosis first emerged as a recognized epidemic in Rio de Janeiro

in the late 1990s. Almost simultaneously, independent outbreaks were documented in Rio
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Grande do Sul, southern Brazil, pointing to two concurrent and spatially distinct waves
of zoonotic emergence across southeastern and southern Brazil® 7% 2, However, in the
past decade, an expressive geographic expansion of a sporotrichosis by S. brasiliensis
occurred across the country®. Multiple outbreaks involve genetically distinct Sporothrix
populations that appear to have arisen independently 319, Together, these data reject the
notion of a single epidemic lineage spreading nationwide and instead point to multiple
geographically adapted populations shaped by local ecological and anthropogenic
pressures (131517,

Therefore, the evolutionary biology of Sporothrix spp. remains poorly understood,
including its mechanisms of adaptation to new environments, responses to climatic
fluctuations, and interactions with human and animal hosts !®. In this regard, outbreaks
have been temporally associated with extreme weather events such as floods, whose
frequency is expected to rise with global warming '®1?). Another important research front
involves 1identifying and quantifying animal reservoirs, elucidating cross-species
transmission, and assessing the co-evolutionary dynamics between hosts and pathogens
(20 Population genomics, combined with systematic environmental sampling, is essential
for unraveling the mechanisms of adaptation and divergence within the genus !?).

Beyond terrestrial ecosystems, the role of aquatic environments in the ecology
and transmission of Sporothrix spp. remains virtually unexplored and urged as a priority
area of investigation. Importantly, multiple independent sporotrichosis outbreaks in
southern and southeastern Brazil have repeatedly emerged in areas bordering marine and
coastal ecosystems. Strikingly, these same regions correspond to the locations where cat-
to-human transmission was first documented in Brazil, marking a pivotal shift in the
epidemiology of sporotrichosis from a predominantly environmental mycosis to a
zoonotic epidemic %2V, This consistent spatial overlap is unlikely to be coincidental and
suggests that coastal and peri-coastal settings may represent ecological and socio-
environmental interfaces that favor the amplification and spread of S. brasiliensis through
animal reservoirs, particularly domestic cats®. While the contribution of marine
ecosystems per se remains unresolved, the recurrent association of outbreak epicenters
with coastal landscapes highlights a critical knowledge gap and strongly supports the need
for integrated One Health investigations addressing environmental reservoirs, animal
hosts, and human exposure pathways in these transitional ecosystems.

The rapid global expansion of aquaculture and fish trade, valued at USD 472

billion in 2022 and employing over 60 million people, has intensified human exposure to
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aquatic pathogens and heightened concerns regarding environmental contamination and
zoonotic risks ?*23, Fishermen and fish handlers are routinely exposed to fish-associated
microorganisms through traumatic skin injuries and sustained contact with organic matter
from aquatic environments and materials used in fishing practices ?% 2%, At least three
reports of sporotrichosis linked to marine or coastal settings have been documented,
suggesting that Sporothrix spp. may be transmitted not only through cat-associated
zoonotic routes but also via traumatic inoculation involving fish and fishing-related
inanimate objects, including wooden boats, ropes, and hooks®%?6-2®) Despite the
recognized occurrence of fungal infections after fish-related injuries, sporotrichosis
remains largely unexplored in this context. Moreover, fisheries and coastal markets often
attract rodents and stray or feral cats due to the availability of discarded fish and organic
waste, creating an interface between infected animals, humans, and aquatic environments.
Thus, investigating the potential role of marine animals in the transmission chain of
Sporothrix represents an urgent priority within a One Health framework.

Here, we investigated the presence of Sporothrix spp. in fish specimens collected
from a coastal region of southern Brazil, a hyperendemic area for sporotrichosis, using a
combination of metagenomic sequencing and culture-based microbiological approaches
across multiple fish species and ecological niches. We also performed STR and whole-
genome sequencing of isolates recovered from fish samples for a comparative genomic
analysis with strains derived from human and animal infections.
METHODS

Fish Sampling

Fish sampling was conducted between 2023 and 2025 at nine sites in the
municipality of Rio Grande, Rio Grande do Sul, southern Brazil (32°02'06" S; 52°05'55"
W). This study was carried out in collaboration with the Laboratory of Mycology, Faculty
of Medicine (FaMed — FURGQG); the Laboratory of Fish Population Dynamics (LADIPP),
Institute of Oceanography (I0 — FURG); and the Laboratory of Ichthyology, Institute of
Oceanography (I0 — FURG)

The first stage of the study was conducted between November 2023 and March
2024. During this period, adult specimens of Mugil liza were purchased weekly from the
Rio Grande Public Market (32°02" S, 52°05" W). All specimens were obtained from the
same vendor, totaling 30 adult individuals analyzed. To ensure sample freshness,
organoleptic characteristics were evaluated at the time of purchase®”. The fish were

individually packed in non-sterile plastic bags provided by the market, transported on ice
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to the laboratory, and processed within at least two hours at the Faculty of Medicine
(FaMed), Federal University of Rio Grande (FURG), Rio Grande do Sul, Brazil.

The second stage of the study consisted of adult specimens of striped weakfish
(Cynoscion guatucupa) (n = 50) and whitemouth croaker (Micropogonias furnieri) (n =
50), which were kindly provided on a weekly basis by representatives of four local fish-
processing industries in the municipality, in partnership with the Laboratory of Fish
Population Dynamics (LADIPP). Ten sampling events were carried out between July
2024 and February 2025, with a monthly or biweekly frequency. Each sampling event
comprised five individuals per species. All specimens were individually wrapped in
sterile aluminum foil, transported on ice, and processed within four hours of arrival at the
laboratory. Prior to processing, each fish was weighed (g), measured (cm), and assessed
for organoleptic characteristics.

The third stage of the study consisted of obtaining free-living juvenile specimens
of M. liza (n=861), which were captured monthly or biweekly, depending on favorable
weather conditions, in nearby coastal areas, totaling eight field sampling events. Field
activities were conducted by the Medical Mycology Research Group in collaboration with
the Ichthyology Research Group at the Federal University of Rio Grande (FURG). The
capture of juvenile mullets was carried out between July 2024 and February 2025. Four
distinct sampling sites were included for the capture of juvenile M. liza: the Atlantic
Ocean (EMA, Point 1) (32.20751° S, 52.17467° W), a drainage channel near the Atlantic
Ocean site (Sangradouro, Point 2) (32.19999° S, 52.16877° W), the Lagoon Mouth
(32.15070° S, 52.10226° W) (Prainha, Point 3), and Ponte dos Franceses in the Patos
Lagoon (32.06023° S, 52.08821° W) (Point 4) (Figure 1).
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Figure 1. Sampling sites of free-living juvenile Mugil liza in the municipality of Rio
Grande, located in the extreme southern region of Rio Grande do Sul, Brazil.

At each sampling site, water physicochemical parameters (pH, turbidity, salinity,
oxygen saturation, among others) were recorded using a ProDSS multiparameter probe
(YSI, USA). Fishing was conducted using a beach-seine net in the breaker zone, at depths
of up to one meter. Species other than M. liza were immediately released. After capture,
juvenile mullets were immersed in 10% clove oil (eugenol) and subsequently placed in
sterile containers or wrapped in sterile aluminum foil and kept on ice. The specimens
were then immediately transported to the laboratory, where they were measured (mm),
weighed (g), morphologically identified as M. liza, specifically based on the presence of

three anal-fin spines and eight rays and processed within a maximum of four hours (30).

Sample Processing

For adult specimens obtained from the Public Market (Mugil liza adults; n = 28),
25g of tissue fragments from each individual—including gills, dorsal spiny fin, fillet,
spines, and fins—were aseptically dissected using sterile scalpels and scissors. Sample
processing was performed at a ratio of 25 g of fish tissue to 250 mL of phosphate-buffered
saline (PBS) supplemented with chloramphenicol (0.30 mg/mL) (Alamar Tecno-
Cientifica Ltda., Sdo Paulo, Brazil) and gentamicin (100 mg/mL) (Hypofarma®, Belo
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Horizonte, Brazil). For metagenomic analyses, samples were pooled in groups of two
individuals per composite sample, for a total of 14 pools (Table 1).

For fish obtained from the fishing industry (C. guatucupa and M. furnieri), five
individuals per species were processed. For each of the five specimens of each species,
25 g of tissue per anatomical site were collected and pooled across individuals: gills, fillet,
and a combined sample of scales, spines, and fins. Overall, sample processing was
performed at a ratio of 25 g of fish tissue to 250 mL of phosphate-buffered saline (PBS),
supplemented with chloramphenicol (0.30 mg/mL) (Alamar Tecno-Cientifica Ltda., Sdo
Paulo, Brazil) and gentamicin (100 mg/mL) (Hypofarma®, Belo Horizonte, Brazil). For
metagenomics analyses, all anatomical sites were pooled, resulting in a total of 75 g of
tissue per composite sample (Table 1).

Juvenile M. liza fish were processed whole and in multiples due to their low
individual biomass (ranging from <1g to 10.4g per individual). Overall sample processing
was performed at a ratio of 25 g of fish to 250 mL of phosphate-buffered saline (PBS),
supplemented with chloramphenicol (0.30 mg/mL) (Alamar Tecno-Cientifica Ltda., Sdo
Paulo, Brazil) and gentamicin (100 mg/mL) (Hypofarma®, Belo Horizonte, Brazil). For
molecular biology analyses, samples were also organized by sampling site, using
approximately 50 g of juvenile M. liza to obtain three composite samples per sampled
geographical site (Table 1).

All samples were homogenized using a Mixer in Nox (Oster®, United States) at
maximum speed for 5 minutes. Between sample pools, the homogenizer was
decontaminated with 70% ethanol followed by two washes with 300mL of sterile PBS.
The processing procedures for the different fish groups analyzed are summarized in

Figure 2.

Amplicon metagenomics and community profiling

Amplicon sequencing was performed targeting the fungal internal transcribed
spacer 1 (ITS1) region using the universal fungal barcode primers ITS1-F and ITS2. PCR
amplification was carried out using Illumina-compatible adapters with dual indexing (i7
and 15). Following amplification, libraries were purified, quantified, and pooled at
equimolar concentrations. The final library pool was sequenced on an Illumina NovaSeq
X platform, generating paired-end reads for downstream metagenomic and community
analyses. Raw Illumina amplicon data were processed with AMPtk (v1.6). Reads were

imported and demultiplexed using amptk illumina, producing a demultiplexed FASTQ
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file for downstream denoising. Demultiplexing configurations were set primer-aware
processing targeting ITS1 using the primer pair ITS1-F/ITS2. Denoising and amplicon
sequence variant (ASV) inference were performed using AMPtk’s DADA2 workflow
(amptk dada2) on the demultiplexed reads using a stringent clustering/similarity setting
(-p 99). Representative sequences and abundance tables generated by AMPtk were
taxonomically classified using amptk taxonomy, with the UNITE fungal ITS reference
database implemented through the AMPtk/RDP classifier framework (--rdp db
fungalits unite). Taxonomic classification was performed according to the ITS1 and
metadata files were provided to link sample identifiers to biological metadata for
downstream ecological analyses (See Supplementary Table 2). To facilitate targeted
downstream analyses, taxonomically annotated representative-sequence (ASVs) FASTA
files were filtered to extract sequences assigned to focal higher-level groups of interest.
Specifically, sequences classified as Chaetothyriales and Onygenales were
programmatically retrieved from the taxonomy FASTA output by header matching,
generating group-specific FASTA subsets for follow-up analyses.

For phylogeny-aware community analyses, representative sequences were aligned
and used to infer phylogenetic trees in QIIME2 using align-to-tree-mafft-fasttree,
producing aligned, masked alignments and rooted trees. Alpha and beta diversity metrics
were then computed with giime diversity core-metrics-phylogenetic using a sampling
depth of 10,000 reads per sample and a study-specific metadata table. Outputs from this
step were used for comparative community structure analyses across fish species and
ecological niches.

For ITS-based phylogenetic placement/typing analyses, maximum-likelihood
phylogenies were inferred with IQ-TREE2 using ModelFinder (-m TEST) and multiple
branch support measures: ultrafast bootstrap (1,000 replicates), SH-aLRT/aLRT (1,000
replicates), and aBayes support. Resulting trees were used to contextualize ITS sequence
diversity relative to reference types and/or study-defined clusters. Metagenomic library
preparation and sequencing was performed at GenOne Biotechnologies (Rio de Janeiro,
Brazil). Raw demultiplexed FASTQ files were imported into QIIME 2 v2024.10. Quality
control and denoising were performed using the DADA2 plugin, which implements
filtering, error correction, dereplication, paired-end read joining, and chimera removal to
infer amplicon sequence variants (ASVs) representing exact biological sequences present
in the dataset (31). Chimera detection and removal inherent to DADA2 mitigates

artefactual sequences arising from PCR recombination. Representative ASV sequences
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were generated along with an ASV feature table. Taxonomic assignment of ASVs was
conducted using a naive Bayes classifier trained on an appropriate release of the UNITE
fungal ITS database for fungi, which is a curated reference resource for ITS barcoding of
fungal taxa, allowing assignment of fungal ITS variants to taxonomic ranks ©?).
Downstream filtering removed potential contaminants and non-target sequences prior to

ecological analyses.

Alpha and Beta Diversity Analyses

Alpha diversity metrics were calculated using the phyloseq framework in RStudio
(Version 2025.09.1+401). After importing the curated phyloseq object, species richness
and diversity indices were estimated for each sample using the estimate richness
function. Specifically, Observed richness, Shannon diversity, and Simpson diversity
indices were computed based on the final OTU/ASV abundance table. Sample metadata
were extracted directly from the phyloseq object and merged with the alpha diversity
estimates using unique sample identifiers. To ensure consistency between sequencing-
derived identifiers and metadata records, sample IDs were harmonized prior to merging,
and successful joins were explicitly verified to avoid missing metadata assignments.
Alpha diversity comparisons were conducted across biologically relevant groupings,
including sampling origin (origem) and host species category (especie categorizada).

Because diversity metrics did not meet assumptions of normality, nonparametric
Kruskal-Wallis tests were used to assess differences among groups. P values were
reported directly from these tests without post hoc pairwise comparisons, as the primary
objective was to test overall group-level effects. Results were visualized using boxplots
combined with jittered individual data points to illustrate within-group variability and
sample-level dispersion. All alpha diversity plots were generated using ggplot2, with
consistent themes and axis scaling to ensure comparability across panels.Beta diversity
analyses were performed using distance-based ordination and permutation-based
multivariate testing. Community dissimilarity matrices were calculated from the phyloseq
object using two complementary metrics: 1) Bray—Curtis dissimilarity, which accounts
for relative abundance differences among taxa. 2) Jaccard dissimilarity, calculated on
presence—absence data to emphasize compositional turnover independently of abundance.
Distance matrices were computed using the phyloseq::distance function and subsequently
used for both ordination and statistical testing. Principal Coordinates Analysis (PCoA)

was applied to both Bray—Curtis and Jaccard distance matrices using the ordinate function
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in phyloseq. Ordination scores were extracted from the resulting eigenvector matrices and
merged with sample metadata based on sample identifiers. The proportion of variance
explained by the first two principal coordinate axes was calculated from the eigenvalues
and reported directly in axis labels. PCoA results were visualized as two-dimensional
scatter plots, with samples colored by sampling origin and shaped by host species
category. To aid interpretation of group structure, 95% confidence ellipses were drawn
around samples sharing the same origin using a multivariate normal approximation. To
formally test the effects of sampling origin and host species category on community
composition, permutational multivariate analysis of variance (PERMANOVA) was
conducted using the adonis2 function from the vegan package. Separate models were
fitted for Bray—Curtis and Jaccard distance matrices, using the following formula:
distance® ~ origin + fish species

*This formula should be read as “Does the difference in community composition
between samples (distance) vary as a function of sampling origin and fish species?”.

Permutation tests were performed with 999 permutations. The resulting R? values
and P values were extracted for each explanatory variable and reported alongside
ordination plots to facilitate direct comparison between visual and statistical patterns. All
analyses were conducted in R using phyloseq, vegan, tidyverse, ggplot2, and patchwork.
Figures were exported as publication-ready PDF files with fixed dimensions and
consistent graphical parameters. Individual panels and combined multi-panel figures were
saved separately to allow flexible use in manuscripts and supplementary materials.

Culture

The mycological culture was performed after the metagenomic analyses. Six
samples with the highest relative abundance of S. brasiliensis were selected. Tissue
samples were centrifuged, and the resulting pellet (~0.4 g) was resuspended in 250 pL of
sterile saline solution supplemented with chloramphenicol (0.30 mg/mL; Alamar Tecno-
Cientifica Ltda, SP, Brazil) and gentamicin (100 mg/mL; Hypofarma®, Belo Horizonte,
Brazil). Subsequently, 100 pL of the suspension was plated onto Mycosel agar (BBL
Mycosel Agar, EUA, Interlab®) and potato dextrose agar (PDA - KASVI®, Spain).
Cultures were incubated at 30 °C and monitored for fungal growth for up to 20 days.

Additional Sporothrix spp. isolates included for comparative analyses

Additionally, we included one S. brasiliensis isolate obtained from a seabird
(Poester et al., in press) and one S. schenckii. These isolates were included for

comparative purposes with Sporothrix spp. isolates obtained from fish samples, enabling
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the assessment of genetic similarities and phylogenetic relationships among isolates from
different hosts and environmental contexts.

Genotyping by STR

Genotyping of the four S. brasiliensis isolates obtained from fish samples was
performed by Short tandem repeats (STR) analysis, conducted as previously described
33, Briefly, three multiplex PCR assays targeting tri- and hexanucleotide repeats (M3-1,
M3-II, and M6) were used to amplify microsatellite loci, followed by capillary
electrophoresis on a 3500XL genetic analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA). Allele copy numbers were determined using GeneMapper 5 software (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), and genetic analyses were performed with
BioNumerics v7.6.1 (Applied Maths NV, Sint-Martens-Latem, Belgium). The genotypes
identified in the present study were compared with previously genotyped Sporothrix
isolates from the same geographic region, including isolates characterized in the study by
Trapaga et al. (2025), in order to assess genetic relatedness and regional circulation
patterns.

Whole-genome sequencing and comparative genomics

Whole-genome sequencing was carried out on four S. brasiliensis isolates
recovered during the second culture attempt. Genomic DNA was extracted as described
above, and approximately 1 pug per isolate was used to construct paired-end sequencing
libraries with the Illumina Nextera DNA Flex kit, incorporating dual indices (i7 and i5;
8-mer/8-mer). Libraries were quantified by qPCR, pooled in equimolar proportions, and
sequenced on an Illumina NovaSeq 6000 system. Sequence data were demultiplexed
using standard Illumina workflows, followed by adapter removal and quality trimming
with Trimmomatic v0.36. High-quality reads were mapped to the S. brasiliensis reference
genome strain 5110 using BWA-MEM v0.7.7. To place the newly sequenced isolates in
a broader population context, their genomes were analyzed together with 92 publicly
available S. brasiliensis genomes *3¥_ Single nucleotide polymorphisms (SNPs) were
identified using the Northern Arizona SNP Pipeline (NASP), with indel realignment
performed using the RealignerTargetCreator and IndelRealigner tools in GATK v3.3-0.
Variant calling was conducted with the GATK UnifiedGenotyper under stringent filtering
criteria (QD > 2.0, FS < 60.0, MQ > 30.0, MQRankSum > —12.5, ReadPosRankSum >
—8.0). SNP positions with coverage below 10x across all samples or exceeding the 99th
percentile of genome-wide coverage were excluded to reduce false-positive signals.

Evolutionary relationships among S. brasiliensis isolates were reconstructed from the
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concatenated SNP alignment using Maximum Likelihood (ML) inference in IQ-TREE2.
The optimal substitution model was selected using ModelFinder based on Bayesian
Information Criterion. Branch support was evaluated using ultrafast bootstrap
approximation (1,000 replicates), approximate likelihood-ratio tests (1,000 replicates),
and aBayes support values. Analyses were performed using the multi-threaded MPI
implementation with automatic CPU optimization, and phylogenies were visualized with

FigTree v1.4.4.
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Figure 2. Schematic workflow illustrating the sampling, processing, and analytical steps
applied to the fish specimens analyzed in this study. Fish were collected from public
markets, the fishing industry, and fisheries, processed individually or pooled according
to the available biomass, mechanically homogenized, and subsequently subjected to

metagenomic analyses, mycological culture, genotyping, and whole-genome sequencing.

Results

Diversity of the study population

A total of 991 fish specimens were included in the study, comprising 30 adult M.
liza obtained from the same source at the Rio Grande Public Market; 861 juvenile M. liza
collected from four environmental sampling sites; and 50 C. guatucupa and 50 M. furnieri

obtained from four fish-processing industries in the municipality of Rio Grande, RS,
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Brazil. We generated a total of 46 pooled tissue samples subjected to metagenomic
analyses (Table 1).
Table 1. Composition of the analyzed fish and distribution of samples subjected to

molecular biology.

Species Sample Life Number of  Sampling Number of
Origin Stage individuals Sites samples for
molecular
biology*
Mugil liza Open Market  Adult 30%* 1 14
Mugil liza Free-fishing  Juvenile 861 4 12
Cynoscion Fishing Adult 50 4 10
guatucupa Industry
Micropogonias Fishing Adult 50 4 10
Sfurnieri Industry
Total - - 991 - 46

*Pooled fish tissue samples destined for metagenomic analyses were selected based on
their representativeness of the different sampling sites and origins. Specifically, for public
markets, two individuals were included per sample; for free-living fish, three samples
were collected per sampling site; and for fish-processing industries, five individuals were
included per sample.

**Two adult Mugil liza specimens were excluded from the molecular analyses due to the

absence of detectable DNA in the extracted samples.

Metagenomic Analyses

This step revealed that fungal communities associated with fish samples were
consistently dominated by Ascomycota, followed by Basidiomycota, regardless of
sample origin or fish category (Figure 3A). Minor contributions from other phyla were
detected at low relative abundance across all groups. Overall, phylum-level profiles were
remarkably similar among samples obtained from industrial processing facilities, public
markets, and natural environments, indicating limited variation in higher-level fungal
composition across sampling contexts.

At the genus level, fungal communities displayed substantially greater

heterogeneity (Figure 3B). Individual samples were characterized by complex and
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variable genus-level assemblages, reflecting high fungal diversity across fish species and
origins, including Aspergillus, Fusarium, Cladosporium, Trichosporon, Penicillium.
Moreover, within this heterogeneous background, the genus Sporothrix was consistently
detected but generally represented a minor fraction of the total mycobiome, except in one
pool sample in which this genus accounted for 37%. In this set, sequences were
compatible with S. brasiliensis in 67.3% (n = 31/46) of the samples, and with S. schenckii
in 6.5% (n = 3/46). The relative abundance of S. brasiliensis ranged from <1% to 37% of
the total reads per sample, whereas S. schenckii showed abundances below 1%. Two
samples (4.3%) contained reads compatible with both Sporothrix species mentioned
above (Supplementary Table S1). Notably, Sporothrix showed higher relative abundance
in subsets of samples derived from industrial processing facilities and public markets, as
well as in some samples collected directly from the marine environment, suggesting non-
uniform distribution across sampling sources.

Breaking down to the fish species analyzed in the present study, adult M. liza
samples obtained from the Public Market showed positivity for S. brasiliensis in 42.8%
of the metagenomic-analyzed pools (n = 6/14), with absolute abundance ranging from 5
to 6,436 reads and relative abundance between <1% and 8.5% of the detected mycobiome.
Among free-living juvenile M. liza, 75% of the samples (n = 9/12) presented reads
attributed to S. brasiliensis, with absolute abundance ranging from 77 to 3,280 reads and
relative abundance between <1% and 4.5%. For adult C. guatucupa obtained from fish-
processing industries, 80% of the samples (n = 8/10) were positive for S. brasiliensis,
with absolute abundance ranging from 45 to 23,538 reads and relative abundance between
<1% and 37% of the mycobiome. In contrast, adult M. furnieri samples from the
industries showed reads for S. brasiliensis in 60% of the analyzed samples (n = 6/10),
with absolute abundance ranging from 66 to 455 reads and relative abundance below 1%,
ranging from 0.08% to 0.6% of the total mycobiome.

S. schenckii was detected in a considerably smaller proportion of the analyzed
samples, being present in only 6.5% of the evaluated pools (n = 3/46). All positive
samples originated from M. liza, including one adult specimen obtained from the Public
Market and two free-living juveniles collected at the Point 2 and Point 3 environmental
sites. The absolute abundance of S. schenckii ranged from 57 to 198 reads, whereas its
relative abundance consistently remained below 1% of the total mycobiome, varying

between 0.07% and 0.26%. All positive samples originated from M. /iza, including one
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adult specimen obtained from the Public Market and two free-living juveniles collected
at the beach (Point 2 and Point 3 environmental sites) (Figure 1).

Furthermore, a focused analysis of Sporothrix composition revealed that reads
assigned to this genus were largely dominated by a small number of operational
taxonomic units (OTUs), with most samples exhibiting the predominance of a single OTU
(Figure 3C). In a subset of samples, multiple Sporothrix OTUs co-occurred, although
typically at low relative abundance. Across the full dataset, five distinct Sporothrix OTUs
were identified, indicating limited but discernible intra-genus diversity. One OTU
(OTU3063) was the most frequent and widely distributed across samples, accounting for
the majority of Sporothrix-associated reads. OTU-based phylogenetic reconstruction
placed the Sporothrix OTUs into two well-supported clusters corresponding to reference
strains of S. brasiliensis and S. schenckii (Figure 3D). Four OTUs grouped closely with
S. brasiliensis, whereas two OTUs clustered with S. schenckii, confirming the presence
of lineages genetically related to both species in the analyzed samples. One OTU
occupied an intermediate position between these clades, consistent with either
intraspecific variation or the presence of closely related but unresolved Sporothrix
lineages.
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Sporothrix OTU composition (within-genus, per sample)
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Figure 3. Fungal community structure and Sporothrix spp. diversity detected in fish
samples by metagenomic analysis. (A) Relative abundance (%) of the fungal community
at the phylum level across all analyzed samples. (B) Relative abundance (%) of the fungal
community at the genus level. (C) Composition of Sporothrix operational taxonomic units
(OTUs) at the genus/species level per sample, expressed as relative abundance (%).
Samples are grouped according to the origin of the fish: public market, free-living (wild-
caught), and industrially processed fish, highlighting differences among sampling

sources. (D) Distribution of Sporothrix spp. operational taxonomic units (OTUs) detected
in the analyzed samples.
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Overall, stratification by fish species and origin revealed marked differences in
the frequency and abundance of S. brasiliensis. Adult Mugil liza obtained from the Public
Market showed positivity in 42.8% of the analyzed pools, whereas free-living juvenile
M. liza exhibited a higher detection rate (75%). The highest frequency and abundance
were observed in adult C. guatucupa from industrial processing facilities, where S.
brasiliensis—related OTUs were detected in 80% of samples and reached up to 37% of the
total mycobiome. In contrast, M. furnieri from the same industrial context showed lower
relative abundances, consistently below 1%. Detection of S. schenckii was restricted to
M. liza and occurred at low abundance in a small number of samples.

Despite these differences in Sporothrix occurrence and abundance, overall fungal
community diversity remained comparable across sampling groups. Alpha diversity,
assessed using the Shannon index, did not differ significantly among locations, nor did
observed fungal richness expressed as OTU counts (Figure 4), indicating that variation in

Sporothrix representation occurred against a broadly stable background of fungal

diversity.
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Figure 4. Alpha diversity and fungal richness across sampling locations and fish
categories. (A) Alpha diversity of the fungal community measured by the Shannon
diversity index across different sampling locations (origin). (B) Observed fungal richness
(number of OTUs) across fish categories. Boxplots represent the median and interquartile
range, with individual points corresponding to each sample. Differences among groups
were assessed using the Kruskal-Wallis test, and no statistically significant differences
were detected for either alpha diversity (p = 0.497) or observed richness (p = 0.724).

Mycological culture

Fungal colonies of Sporothrix spp. were recovered in four samples submitted to

mycological culture (4/6), including three obtained from C. guatucupa and one from a
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free-living M. liza. Interestingly, in C. guatucupa, one sample yielded positive growth in
two plates, with isolation from gill tissue and from a pooled sample of scales, fins, and
barbels, while no growth was observed in the fillet.

Table 2: Results of mycological culture of fishes with high total read count and absolute

abundance of Sporothrix brasiliensis.

Species/Life Origin Total Absolute Relative Culture
stage read abundance abundance
count

C. guatucupa Fishing 63551 23538 37% Positive*
Adult industry

C. guatucupa Fishing 62788 65 0.10% Positive
Adult industry

C. guatucupa Fishing 74858 145 0.19% Negative
Adult industry

C. guatucupa Fishing 76643 1043 1.36% Positive
Adult industry

M. liza juvenile Free-fishing 72266 3280 4.5% Negative
(Atlantic

Ocean)

M. liza juvenile Free-fishing 73437 803 1.09% Positive

(drainage

channel near
the Atlantic

Ocean site)

* The Sporothrix colony could not be isolated due to microbial contamination.

Genotyping by STR

The isolates from fish samples recovered in culture (n=4) were subjected to
genotyping analysis, identifying four distinct genetic profiles in two distinct genetic
clades. Three isolates exhibited genotypes belonging to Clade II (Rio Grande do Sul), and

one belonged to Clade I (Rio de Janeiro), as described in a recent study (Trapaga et al.,
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2025, in press). Notably, the isolates were obtained from free-living juvenile M. liza and
C. guatucupa; the latter yielded two Sporothrix isolates with distinct genotypes, one
belonging to Clade I and the other to Clade II (Figure 5).

Comparison of the four S. brasiliensis isolates obtained from fish with a large
dataset of S. brasiliensis isolates from routine clinical sources identified 46 genetically
corresponding isolates exhibiting genotypic profiles comparable to those recovered from
human, canine, and feline patients from a region recognized as hyperendemic for
sporotrichosis. Short tandem repeat (STR) analysis of the isolates obtained in this study
was performed and compared with clinical S. brasiliensis isolates. Isolates recovered
from C. guatucupa shared identical genotypes with 80.4% (37/46) of the clinical isolates,
including samples from felines (n = 28), one canine (n = 1), and humans (n = 8),
demonstrating a close genetic relationship between environmental and clinical isolates.
In contrast, the S. brasiliensis isolate obtained from free-living juvenile M. liza did not
share genotypes with the clinical isolates analyzed, suggesting differences in the
circulating genetic profiles between the fish species evaluated or distinct epidemiological

dynamics associated with these sources.
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Figure 5- Short tandem repeat (STR) analysis of Sporothrix isolates derived from fish,
seabird, and human (fisherman) samples.

Whole genome sequencing and comparative genomics

Whole-genome sequencing followed by phylogenomic reconstruction revealed a
clear and highly structured population framework within the Sporothrix genus among
isolates from fish and a seabird (Figure 6). Genome-wide analysis robustly separated S.
brasiliensis and S. schenckii into two well-supported species-level clades, consistent with

their current taxonomic classification.
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Figure 6. Maximum-likelihood phylogeny inferred from whole-genome sequencing data
showing the genetic relationships among Sporothrix isolates included in this study, which
are represented by taxa in blue within S. brasiliensis. Geographic origin is indicated after
each isolate according to Brazilian states’ two-letter abbreviations or country. Scale bar
represents substitutions per site. Detailed identification of each isolate is provided in the
Supplementary Material (Table S2).

Within S. brasiliensis, isolates are segregated into multiple deeply supported
clades, revealing substantial intraspecific genetic structure. The largest and most diverse
group corresponded to Sb Clade A, which comprised the majority of analyzed isolates
and included strains originating predominantly from southeastern Brazil, particularly
from Rio de Janeiro and Sao Paulo, but also from northeastern, southern and midwestern

states. Only a single isolate from this study (I57) clustered with Sb Clade A. Additionally,
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this clade displayed extensive internal branching, indicating long-term diversification and
sustained circulation within this geographic region.

A second major lineage within S. brasiliensis, Sb Clade B, formed a distinct and
well-supported cluster, composed mainly of isolates from southern and northeastern
Brazil, in which four of our isolates, highlighted by taxa in blue (i8P; 13TJP2; 157,
MS8266), were clustered in this clade. Compared with Sb Clade A, Sb Clade B displayed
shorter internal branch lengths and reduced phylogenetic dispersion, indicating lower
observed genetic diversity. Moreover, additional S. brasiliensis lineages (Sb Clades C,
CII, D, E, and F) were resolved as smaller, phylogenetically distinct groups branching
basal to the two major clades. These minor clades comprised fewer isolates and occupied
intermediate positions in the phylogeny, collectively highlighting the complex
evolutionary history of S. brasiliensis. Collectively, S. brasiliensis isolates derived from
fish samples grouped within clades A and B (Supplementary Table 2). The seabird-
derived isolate was also clustered within clade B, together with a subset of aquatic-
associated isolates.

Notably, the branching pattern of S. brasiliensis clades was markedly distinct
from that observed in S. schenckii, with S. brasiliensis exhibiting greater lineage
diversification and shorter internal branch lengths within major clades, consistent with
rapid expansion and ongoing transmission. In contrast, S. schenckii showed longer branch
lengths separating continental clades, indicative of older divergence events and more
limited recent gene flow. In summary, these whole-genome analyses demonstrate that S.
brasiliensis is composed of multiple, genetically structured lineages with strong
geographic associations, whereas S. schenckii displays a more conservative phylogenetic
architecture dominated by continental-scale divergence.

DISCUSSION

Recent reports of sporotrichosis cases associated with marine environments have
raised questions of whether this fungus is restricted to terrestrial environments or may
also occur in aquatic ecosystems %37 In this context, the present study provides novel
evidence that S. brasiliensis and S. schenckii can be detected in fish from southern Brazil.
Using both phenotypic evidence (culture-based isolation) and genomic approaches, we
show that commercially relevant fish species from this region harbor genetic material
from Sporothrix. This is the first study to systematically investigate the presence of
Sporothrix spp. in free-living fish and fishery products from a region hyperendemic for

sporotrichosis, expanding current understanding of the environmental distribution of this
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fungus and highlighting the complexity of its ecology at the interface between aquatic
environments, animals, and humans.

The detection of environmental fungi in fish and seafood is not exclusive to
Sporothrix. Previous studies have reported the presence of fungal pathogens in fish and
seafood, including genera such as Aspergillus, Candida, Penicillium, Fusarium, and
Exophiala spp., even though it is often unclear whether their presence reflects true
infection, superficial colonization, or environmental contamination during handling and
commercialization > 341 Additionally, public markets represent complex ecological
interfaces where zoonotic and environmental fungi may be introduced by synanthropic
animals, such as rodents and stray cats, as well as through inadequate hygiene practices.
Thus, the detection of Sporothrix’s genetic material in fish may result from multiple, non-
mutually exclusive pathways, including direct environmental exposure, handling-related
contamination, or indirect introduction by natural mammalian hosts.

This interpretation is further supported by the ability of fungi within the phylum
Ascomycota, including taxa phylogenetically related to Sporothrix, to persist in aquatic
environments through sediments, ice, and inanimate surfaces, facilitating passive
attachment to fish tissues without necessarily establishing infection ©“?. Recent
experimental evidence demonstrates that S. brasiliensis can remain viable for weeks on a
variety of inanimate surfaces relevant to exposure risk — including wood, tiles, synthetic
fabrics, and stainless steel — providing a mechanistic basis for indirect transmission via
contaminated fomites beyond classical sapronotic routes “*). In parallel, environmental
surveys conducted in hyperendemic areas of southeastern Brazil have isolated S.
brasiliensis from abandoned wooden materials located near recurrent human and feline
sporotrichosis cases, with high genetic similarity between environmental and clinical
isolates, confirming long-term environmental survival outside host organisms “¥. These
data support the hypothesis that environmental persistence on diverse fishing materials
— including wooden boats, ropes, nets, fishing equipment, and water-contacting surfaces
— may act as environmental reservoirs or mechanical vectors for Sporothrix.
Furthermore, a few reports on sporotrichosis cases after contact with inanimate objects or
fish further reinforce the plausibility of fungal presence in aquatic environments and are
consistent with the detection of Sporothrix DNA observed in this study 0 2628,
Altogether, documented environmental persistence, prolonged viability on the surface of
inanimate objects, and established sapronotic niches provide a coherent conceptual

framework to hypothesize that aquatic sediments and associated equipment used in
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fishing and aquaculture may facilitate indirect exposures, justifying targeted culture-
based and molecular surveillance studies to quantify the contribution of these reservoirs
to sporotrichosis epidemiology in fish and other aquatic animals.

From an ecological perspective, we detected Sporothrix-associated genetic
material in all fish species analyzed. However, C. guatucupa exhibited the highest relative
abundance of S. brasiliensis, accounting for up to 37% of the detected mycobiome. This
finding is particularly noteworthy, as C. guatucupa is predominantly a coastal marine
species in its adult phase and shows lower tolerance to salinity fluctuations compared
with M. liza, which is highly euryhaline, and M. furnieri, both of which spend a significant
part of their life cycle in estuarine environments “>*”. The high abundance of S
brasiliensis in C. guatucupa therefore suggests that exposure to this pathogen may also
occur in coastal marine environments, extending beyond the niches such as classical
estuarine or terrestrial-associated niches. Unlike M. /iza, which performs a well-defined
long-distance reproductive migration along the southwestern Atlantic coast, M. furnieri
and C. guatucupa do not exhibit true latitudinal spawning migrations, but rather seasonal
regional movements associated with reproduction and the use of estuarine areas as
nurseries “>*9. This observation exemplifies that differences in migration patterns and
habitat use among these species may influence the likelihood of contact with
environmental reservoirs of the fungus.

Although S. schenckii has historically been associated with most environmentally
acquired cases of sporotrichosis, particularly those linked to soil and decomposing
organic matter such as rose bushes and plant debris, the metagenomic approach employed
in the present study revealed a considerably lower number of reads for this species when
compared to S. brasiliensis 3. This pattern likely reflects the current hyperendemic
scenario of sporotrichosis caused by S. brasiliensis in Brazil, characterized by widespread
circulation and a high capacity for zoonotic transmission, especially in association with
domestic cats ®. Two plausible hypotheses may explain this hyperendemic scenario.
First, S. brasiliensis may have originated in aquatic host environments associated with
the food chain and subsequently adapted to the feline host, analogous to the previously
proposed evolutionary hypothesis involving rodents. Thus, although cats are recognized
as the main transmitters and also the primary victims of S. brasiliensis infection in
humans, it is essential to broaden the investigation to other potential animal reservoirs. In
this context, fish and other animals, both aquatic and terrestrial, should be considered

within the epidemiological chain of sporotrichosis®?. Alternatively, the second
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hypothesis is that inadequate disposal practices of infected feline carcasses may
contribute to environmental contamination and persistence of S. brasiliensis in the
environment, including marine ecosystems, thereby favoring its detection over other
species within the genus Sporothrix ©V. Supporting this interpretation, it is noteworthy
that the largest sporotrichosis outbreaks in Brazil are concentrated in coastal areas, such
as the states of Rio de Janeiro and Rio Grande do Sul and regions of northeastern Brazil,
suggesting that environmental, climatic, and anthropogenic factors specific to these
regions may influence the transmission dynamics of the pathogen ¢ !1:52-5%),

The metagenomic profiling revealed a broadly conserved phylum-level structure
of fish-associated fungal communities dominated by Ascomycota and Basidiomycota,
regardless of host species or sampling origin. In contrast, pronounced heterogeneity at the
genus level indicates that ecological and host-associated variation is primarily expressed
at finer taxonomic scales. Within this diverse background, Sporothrix was consistently
detected across environmental, industrial, and market-derived samples, supporting its
recurrent presence rather than sporadic contamination. Although generally present at low
relative abundance, Sporothrix reached high levels in a subset of samples, highlighting
the influence of local ecological or handling-related factors on its persistence. Species-
level analyses revealed a marked predominance of S. brasiliensis, which was detected
across multiple fish species and sampling contexts, whereas S. schenckii occurred
infrequently and at consistently low abundance. This asymmetry parallels the known
ecological and epidemiological dominance of S. brasiliensis in Brazil and suggests a
broader environmental footprint for this species. Additionally, intra-sample diversity of
Sporothrix was limited, with most samples dominated by a single OTU, indicating
constrained intra-genus variation and potential ecological filtering. Moreover,
phylogenetic placement of these OTUs alongside reference strains confirmed their
genetic affinity to clinically relevant Sporothrix species, reinforcing the biological
significance of metagenomic detections. Notably, differences in Sporothrix abundance
occurred without significant changes in overall fungal diversity, indicating lineage-
specific dynamics rather than global shifts in community structure. Together, these
findings expand the ecological context of pathogenic Sporothrix species and highlight
fish-associated environments as potential niches for their environmental persistence.

Although no statistically significant differences in alpha diversity were detected
among sampling sites, the greater within-group variability observed at certain locations,

particularly EMA, suggests localized environmental heterogeneity. This dispersion in
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Shannon index values may reflect variable environmental conditions, multiple sources of
microbial input, or differences related to fish handling and exposure along the capture
and commercialization chain. In contrast, sites such as Point 2 and Point 3 exhibited more
clustered diversity values, indicating comparatively more homogeneous microbial
communities. Overall, these findings indicate that alpha diversity is not strongly
structured by sampling location, suggesting that factors other than the environment of
origin, such as host-related characteristics, tissue type, or post-capture conditions, may
play a more prominent role in shaping microbial diversity. Importantly, the lack of
marked differences in alpha diversity does not preclude the occurrence of specific fungal
taxa, including Sporothrix spp., within these communities, supporting the hypothesis that
the presence of the fungus may be driven by compositional shifts rather than changes in
overall community diversity.

Meanwhile, short tandem repeat (STR) genotyping and whole-genome
phylogenomic analyses together place the fish-derived Sporothrix isolates within the
broader population structure of S. brasiliensis, revealing both close genetic overlap with
clinical strains and lineage-specific heterogeneity. STR analysis of four cultured isolates
recovered from fish identified four distinct genotypes distributed across two previously
defined clades, with three isolates assigned to Clade II (Rio Grande do Sul) and one to
Clade I (Rio de Janeiro). Notably, two isolates obtained from C. guatucupa belonged to
different STR clades, indicating that genetically distinct S. brasiliensis lineages can co-
occur within a single fish species. Comparison with a large clinical dataset further showed
that isolates from C. guatucupa shared identical STR profiles with the majority of human
and animal clinical isolates from the same hyperendemic region, underscoring a close
genetic relationship between fish-associated and clinically circulating strains. In contrast,
the isolate obtained from free-living juvenile M. /iza did not match any clinical genotypes,
suggesting lineage-specific differences in ecological distribution or epidemiological
connectivity among fish hosts. Whole-genome phylogenomic analysis complements
these findings by placing the same isolates within established population lineages of S.
brasiliensis, with most fish-derived isolates clustering within Sb Clade B—a genetically
cohesive lineage rather than representing sporadic or phylogenetically isolated variants.
The co-localization of the seabird-derived isolate within the same clade further supports
the association of this lineage with non-human hosts and aquatic or coastal-associated
environments. Alternatively, a single isolate grouped within the highly diverse Sb Clade

A, which is dominated by isolates from southeastern Brazil. This placement suggests that
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fish-associated isolates can occur across multiple major S. brasiliensis lineages, although
they appear to be disproportionately represented within Clade B in the present dataset.
Also, the highlighted S. schenckii isolate clustered within the South American clade,
alongside isolates from other Latin American countries, reinforces the strong continental-
scale phylogeographic structure observed in this species. Together, the concordance
between STR-based genotypic overlap with clinical isolates and WGS-based lineage
assignment indicates that fish-associated S. brasiliensis strains are not phylogenetically
distinct or host-restricted, but instead embedded within circulating genomic lineages that
include human and animal pathogens. These results highlight the value of combining
high-resolution genotyping with genome-wide phylogenetics to resolve fine-scale
population structure and to contextualize environmental isolates within the evolutionary
landscape of an emerging fungal pathogen.

Considering this study represents an initial investigation into the presence of
Sporothrix spp. in marine fish, it is therefore subject to important limitations. The number
of viable isolates obtained was small (n = 4), and although both STR typing and whole-
genome sequencing were performed, the limited sample size restricts the generalizability
of our findings. In addition, the relatively short sampling period highlights the need for
long-term monitoring to better understand temporal dynamics and potential persistence
of Sporothrix in aquatic environments. Given the vast marine biodiversity, future studies
should include a broader range of fish species and ecological niches to provide a more
comprehensive assessment of the distribution, genetic diversity, and potential
epidemiological role of Sporothrix in marine ecosystems.

Finally, although our findings do not allow us to assert the occurrence of active
infection in the analyzed fish, they raise relevant hypotheses regarding possible exposure
pathways, including environmental contamination, fish handling and processing, and
indirect interaction with natural mammalian hosts of the genus Sporothrix. In this context,
it becomes essential to further investigate the pathogenic potential of these fungal species
in aquatic organisms, as well as to clarify whether fish may act as reservoirs, passive
vectors, or merely as environmental indicators of pathogen circulation. The need for
additional studies is reinforced by previously reported cases of fishermen developing
sporotrichosis during fishing activities, suggesting that occupational exposure may
represent a still poorly understood risk pathway. Accordingly, in vivo experimental
studies, combined with histopathological, microbiological, and fungal viability

assessments are critical to distinguish superficial contamination from true infection, as
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well as to evaluate the zoonotic risk associated with contact with and consumption of fish.
Taken together, these findings emphasize the importance of continuous environmental
monitoring and integrated approaches under a One Health perspective, contributing to
sporotrichosis surveillance in hyperendemic areas and to the development of preventive

strategies aimed at public and occupational health.
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Supplementary Material

Supplementary Table S1: Total number of sequencing reads and absolute and relative

abundance of Sporothrix brasiliensis and Sporothrix schenckii detected in fish samples

collected from different origins.

Absolute Relative Absolute Relative
Sample Origin Total abundance  abundance  abundanc abundanc
reads S. S. e e
brasiliensis  brasiliensis  S. S.
schenckii shenckii
2T Market 6995 5 0,007 0 0
public—-M. 4
liza
3T Market 7425 0 0 0 0
public—-M. 7
liza
4T Market 7513 0 0 0 0
public—-M. 2
liza
5T Market 7444 63 0,08 0 0
public—-M. 4
liza
6T Market 7622 0 0 0 0
public— M. 2
liza
7T Market 7564 0 0 0 0
public—-M. 9
liza
8T Market 7572 6436 8,4 198 0,2
public — M. 6
liza
9T Market 7622 0 0 0 0
public—M. 2
liza
10T Market 7002 0 0 0 0
public— M. 8
liza
11T Market 7476 13 0,01 0 0
public—M. 3
liza
12T Market 7631 0 0 0 0
public — M. 5
liza
13T Market 7599 0 0 0 0
public—M. 6
liza

100



14T

15T

1TJP1

2TJP1

3TJP1

1TJP2

2TJP2

3TIP2

1TIP3

2TJP3

3TJP3

1TIP4

2TJP4

3TIP4

1C

2C

Market
public — M.
liza
Market
public — M.
liza

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

M. liza
juvenile

Micropogon
ias furnieri

Micropogon
ias furnieri

7559

7555

7483

7226

6956

7524

7455

7343

7351

7550

7392

7195

7603

9

7197
4

7499
3

7433
7

411

733

151

3280

149

253

245

803

77

344

278

228

0,5

0,9

0,2

4,5

0,2

0,3

0,3

1,09

0,1

0,4

0,3

0,3

135

57

0,1

0,07
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3C Micropogon 7630 0 0
ias furnieri 6

4C Micropogon 7599 66 0,08
ias furnieri 8

5C Micropogon 7586 0 0
ias furnieri 4

6C Micropogon 7759 175 0,2
ias furnieri 3

7C Micropogon 7522 389 0,5
ias furnieri 3

8C Micropogon 7506 455 0,6
ias furnieri 9

9C Micropogon 7587 0 0
ias furnieri 4

10C Micropogon 7633 219 0,2
ias furnieri 1

1P Cynoscion 6355 23538 37
guatucupa 1

2P Cynoscion 7533 0 0
guatucupa 2

3P Cynoscion 6278 65 0,1
guatucupa 8

4p Cynoscion 7076 108 0,15
guatucupa 7

5P Cynoscion 5249 45 0,08
guatucupa 0

6P Cynoscion 6856 0 0
guatucupa 4

P Cynoscion 7500 184 0,2
guatucupa 6

8P Cynoscion 7485 145 0,1
guatucupa 8

9p Cynoscion 7516 264 0,3
guatucupa 9
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10P Cynoscion 7664 1043 1,3 0 0
guatucupa 3

Supplementary Table S2: Origin of clinical and environmental samples of Sporothrix

Spp.

Identification Origin

of the isolate

i57 C. guatucupa Fishing industry
(gills)
i57 C. guatucupa
(Pool of scales, fins, and fish bones)
i8P C. guatucupa
i3TJP2 M. liza juvenile
Point 2
M8266 Seabird
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RESUMO| Introduc¢ao: A superficialidade no ensino da micologia, ciéncia que
estuda os fungos, € uma realidade nos distintos niveis de formagao dos
educandos no Brasil, desde o ensino basico ao superior. Como consequéncia ha
prejuizo no avango de inovagdes biotecnoldgicas, bem como na saude, sendo
muitas doengas fungicas negligenciadas. Soma-se a essa problematica a
caréncia de materiais educativos pedagogicos que abordem a tematica da
micologia. Objetivo: Logo, o objetivo deste estudo é reportar a elaboragao de
material de cunho didatico-pedagogico para auxilio no ensino da micologia.
Metodologia: Foram produzidos cultivos fungicos duradouros, e protétipos da
microscopia desses microrganismos em impressao 3D, acompanhados de um
guia tedrico, representando vinte géneros/espécies fungica. Resultados: O
desenvolvimento desses materiais propde uma alternativa ludica e inovadora de
recurso didatico, aplicavel tanto no ensino fundamental e médio, como em
laboratorios de ensino e pesquisa em instituigdes de ensino superior, bem como
em atividades de extensido. Tratam-se de materiais de alta durabilidade e que
permitem a visualizagao plena de caracteristicas necessarias a identificagao de
fungos de importancia biotecnolégica e médica. Conclusao: Espera-se ampla
utilizagdo do material desenvolvido, para que o mesmo contribua para a
disseminagdo do conhecimento micolégico de forma mais acessivel e
engajadora, enfrentando a negligéncia histérica das doencas fungicas e
consequentemente, favoreca o diagndéstico precoce e adequado de micoses, por
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meio da formacgao de profissionais mais conscientes, criticos e preparados para
lidar com infecgdes fungicas emergentes e reemergentes.

Palavras-chave: Fungos; Micoses; Microbiologia; Educagdo em saude;
Extensao universitaria.

ABSTRACT: Introduction: Superficial teaching of mycology, the science that
studies fungi, is a reality at all levels of education in Brazil, from primary to higher
education. This hinders the advancement of biotechnological innovations and
hinders health, with many fungal diseases being neglected. This problem is
compounded by the lack of educational materials addressing mycology.
Objectives: Therefore, the objective of this study is to report on the development
of didactic-pedagogical material to aid in the teaching of mycology. Methods:
Long-lasting fungal cultures and microscopic prototypes of these microorganisms
were produced using 3D printing, accompanied by a theoretical guide,
representing twenty genera/species of fungi. Results: The development of these
materials proposes a playful and innovative teaching resource, applicable in both
primary and secondary education, as well as in teaching and research
laboratories in higher education institutions, as well as in outreach activities.
These are highly durable materials that allow for the full visualization of
characteristics necessary for the identification of fungi of biotechnological and
medical importance. Conclusion: The developed material is expected to be
widely used, so that it contributes to the dissemination of mycological knowledge
in a more accessible and engaging way, addressing the historical neglect of
fungal diseases and consequently, favoring the early and adequate diagnosis of
mycoses, through the training of more aware, critical and prepared professionals
to deal with emerging and re-emerging fungal infections.

Keywords: Fungi; Mycoses; Microbiology; Health education; University
extension.

INTRODUCAO

O desconhecimento sobre os inumeros beneficios e maleficios dos
fungos, bem como sobre o atual impacto das micoses na sobrevida e/ou a
qualidade de vida de ~7 milhdes de pacientes ao redor do mundo anualmente’
sdo decorrentes da abordagem defasada da micologia nos distintos cenarios e
niveis da educagdo?. A escassez de materiais didaticos sobre essa area em
diferentes esferas da educacdo, desde o ensino basico até o superior
potencializam esse desconhecimento, contribuindo indiretamente para que as
doengas flngicas sejam negligenciadas®, e consequentemente haja falta de

politicas publicas relacionadas a sua preveng&o®.
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Os fungos de importdncia médica, apresentam caracteristicas
macroscopicas e microscépicas importantes para sua identificacdo, como
diferentes coloragdes, aspectos, texturas de colénia e caracteristicas micro
morfolégicas como formagao celular — pluri ou unicelular - formato e tipo de hifas,
conidios, e blastoconidios, etc®%. Desse modo, a utilizagdo de materiais
educativos que permitam a visualizacdo dessas caracteristicas em institui¢cdes
de ensino sem laboratérios equipados para tal € uma alternativa facilitadora do
ensino-aprendizagem devido a ativagdo da memoria visual, agregando na
geragao, percepgao, armazenamento, analise e transformacao dessas imagens

em contelido educacional’.

Dessa forma, levando em consideragao a importancia dos fungos para o
ambiente e para o ser humano somado a escassez de materiais didaticos para
o0 ensino da micologia, faz-se necessario o emprego do conhecimento para
elaboragado de distintos materiais e técnicas que auxiliem no ensino sobre
caracteristicas morfoldgicas dos fungos de forma criativa, didatica, dinadmica e
interativa, facilitando a compreensao e assimilacdo de contetidos®. Para tanto,
materiais de alta durabilidade, que facilitem a logistica, reduzam o tempo de
preparo bem como o desperdicio com consumiveis laboratoriais sao
fundamentais para a sustentabilidade. Com isso, a criagcdo de modelos de
colonias fungicas em resina cristal poliéster incolor, bem como a criagado de
prototipos em impressao 3D das caracteristicas microscépicas dos fungos séo
alternativas que agregam ambos processos de identificacdo (macro e
microscopia), e também proporcionam uma maior transparéncia, resisténcia
mecanica, rigidez e durabilidade, sendo potenciais materiais didaticos que
somarao a disseminagdo do conhecimento micoldgico para o ensino basico’*.
Dessa forma, o objetivo do presente estudo é reportar e descrever a elaboragao
de material didatico duradouro e seu respectivo guia tedrico para o ensino da

micologia.

METODOS

Periodo e local do estudo

O estudo foi desenvolvido no Laboratério de Micologia da Faculdade de
Medicina (FAMED) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG) e no
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Laboratorio de Ciéncia 3D (Ci3D), localizado no Instituto de Matematica,
Estatistica e Fisica (IMEF) da FURG durante o periodo de 2023 e 2024.

Recurso didatico desenvolvido

No intuito de auxiliar o ensino da identificagédo fungica, recursos didaticos
de caracteristicas macroscoépicas e microscopicas destes microrganismos foram
desenvolvidos. Para avaliacdo macroscoépica foram confeccionadas coldnias
duradouras de género/espécies de fungos, utilizando resina epdxi. Para
micromorfologia, protétipos de estruturas fungicas microscopicas foram
construidas em impressao 3D.

Colonias Fungicas duradouras

Géneros/espécies fungica(o)s

Como exemplares de fungos filamentosos foram incluidos isolados de
Aspergillus seccao Flavi, Aspergillus secgao Fumigati, Aspergillus secgao Nigri,
Penicillium spp., Fusarium spp., Microsporum canis, Microsporum gypseum
(Nannizzia gypsea), Trichophyton rubrum, Trichoderma sp., Curvularia spp.,
Cladosporium spp. e Rhizopus sp., de fungos leveduriformes utilizamos Candida
spp., Cryptococcus spp., Exophiala werneckii (Hortaea werneckii), Rhodotorula
spp., Saccharomyces cerevisiae e Trichosporon spp., € de dimoérficos foi incluido
Sporothrix spp.. Todos os isolados utilizados encontravam-se armazenados na
Colegao de Fungos do Grupo de Micologia Médica da Faculdade de Medicina
(FAMED) da Universidade Federal do Rio Grande (FURG).

Preparagao de meios e Cultivo Micolégico

Para crescimento das colénias fungicas filamentosas foi utilizado o meio
de cultivo Agar Batata Dextrose (PDA, KASVI®, Sao José dos Pinhais, PR,
Brasil) e para colénias leveduriformes foi utilizado o meio de cultivo Agar
Sabouraud Dextrose (KASVI®, Sao José dos Pinhais, PR, Brasil).
Adicionalmente, para Cryptococcus spp. € Candida spp. foram utilizados os
meios diferenciais Agar Niger e Chromagar Candida® (BD — Becton Dickinson,
Franklin Lakes, Nova Jersey, Estados Unidos), respectivamente. Os fungos
filamentosos foram cultivados em placas de Petri, semeados em um ou dois
pontos equidistantes, a partir do preparo de inéculo fungico em solucao salina e
semeadura de 20uL em cada ponto. Enquanto espécies leveduriformes foram
cultivadas a partir de desenhos representativos dos nomes de cada espécie e/ou
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utilizando a técnica de semeadura por estriamento simples com al¢a de platina
estéril. Todas as colbnias fungicas foram incubados a 25°C, acompanhando-se
por 2 a 15 dias até o crescimento satisfatério conforme peculiaridades de cada

espécie/género fungica(o).

Fixacao dos cultivos

Apods o crescimento satisfatério das colbnias fungicas, cerca de 2ml de
resina epoxi de alta transparéncia (COMFIBRAS®, Porto Alegre, Brasil) foi
adicionada a superficie dos cultivos fungicos, cobrindo-os totalmente. Para isso,
o sistema de moldagem foi composto por dois componentes: a resina epdxi (com
base em bisfenol A e epicloridrina) e o agente endurecedor (triethylenetetramine
e alcool benzilico). A proporgao utilizada foi de 2:1 (resina: endurecedor),
conforme especificagbes do fabricante. A mistura foi realizada em recipiente
limpo, com auxilio de espatula plastica, durante aproximadamente 3 a 5 minutos,
até completa homogeneizagdo sendo posteriormente adicionada aos cultivos
fungicos. As pecas foram mantidas a temperatura ambiente por até 48 horas

para secagem total do material (Figura 3).

Protétipos para ensino da microscopia fangica (impressao 3D e
Lithophane)

Para representacdo microscopica dos fungos a partir de protétipos foi
inicialmente realizada a modelagem tridimensional das estruturas fungicas,
realizada em colaborag¢do com o Laboratério de Ciéncia 3D (Ci3D), localizado no
Instituto de Matematica, Estatistica e Fisica (IMEF) da FURG.

Para assegurar a precisdao dos modelos, foram utilizadas referéncias de
imagens microscdpicas e descrigbes morfologicas'’®. Ao longo do processo,
ajustes continuos foram realizados para adaptar as caracteristicas dos modelos
as limitagdes das tecnologias de impressao, como espessura minima de camada
e resolucao. Essa etapa de criacdo dos modelos envolveu o uso de softwares de
design assistido por computador (CAD), como o Blender (Figura 1Aa), para criar
modelos digitais precisos das estruturas dos fungos. A modelagem digital
permitiu ajustar fatores como escala, simetria e espessura, além de garantir que

os modelos fossem compativeis com os requisitos técnicos das impressoras 3D.
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Concluida a modelagem, os arquivos foram exportados no formato STL
(Standard Triangle Language) (Figura 1Ab), amplamente utilizado em
impressao 3D por sua capacidade de descrever superficies tridimensionais por
meio de malhas triangulares, passando assim a etapa de prototipagem fisica,
utilizando duas principais tecnologias: FDM (Modelagem por Fusédo e
Deposic¢éo)'" e a impressdo com resina'?. A escolha da tecnologia foi feita com
base nas especificidades de cada modelo. Para os modelos impressos por FDM
(Figura 1Ba), que utilizam filamentos de polimeros termoplasticos, foram
ajustadas a estabilidade das estruturas e parametros como temperatura,
velocidade de impressao e o material.

Nos casos em que era necessario maior detalhamento, foi utilizada a
impressédo 3D com resina, que emprega uma resina liquida fotossensivel
solidificada por luz ultravioleta (UV) (Figura1 Bb). Essa técnica permitiu obter
alta resolucao e detalhes mais refinados, reproduzindo com maior precisdo as
caracteristicas das estruturas microscépicas dos fungos filamentosos
(Aspergillus sp., Penicillium sp., e Microsporum sp.), dimorficos (Sporothrix sp. €
Histoplasma sp.), fungo leveduriforme (Candida sp.) e fungo macroscépico do
género Amanita. A escolha da espessura das camadas e da resolugao final foi
ajustada conforme a complexidade dos modelos.

Além dos modelos tridimensionais, o projeto também abrangeu a
producdo de materiais didaticos, como placas de moldes fungicos utilizando a
FDM (Figura 1Bc). A técnica de Lithophane'3, que gera imagens tridimensionais
visiveis por meio de variagbes de espessura, foi aplicada para criar materiais que
facilitam a visualizagao das estruturas fungicas sob iluminacgéo, sendo produzido
material do fungo macroscopico do género Amanita, fungos microscopicos

filamentosos (Aspergillus sp. € Penicillium sp.) e leveduriformes (Candida sp.).
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Figura1A) Processo de criagdo de modelos tridimensionais de fungos

para impressao 3D: (a) Visualizagao no software Blender; (b) Arquivo no formato

STL pronto para impresséao.

Fonte: Acervo dos autores, 2025.

Figura 1B) Construgao de prototipos de fungos (a) Prototipagédo, usando
aimpressora FDM, da Amanita sp. (b) Prototipagao do Penicillium spp. utilizando
a impressora em resina. (¢) Confecgao, com a impressora FDM, do lithophane

da Amanita sp.

Fonte: Acervo dos autores, 2025.

Elaboragao de guia tedrico

Para complementar o recurso didatico fisico desenvolvido, foi
confeccionado um do guia tedrico. Para tal, foi utilizado a plataforma Canva®
(CANVA PTY LTD, Sydney, Australia) e foram elaborados textos simplificados e
didaticos. O guia conteve informacbdes basicas de cada espécie/género
fungica(o), tais como nome cientifico, seu beneficio para o meio ambiente e/ou

seu potencial biotecnolégico (industria alimenticia, farmacéutica, téxtil, entre
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outros) ou seu maleficio (descricao da doenga ocasionada pelo género/espécie),
habitat (ar, solo, agua, animais ou humanos), velocidade de crescimento, e
caracteristicas macroscopicas (coloragdo do verso e reverso, textura e
topografia) e micromorfoldgicas (filamentosos: espessura das hifas e coloragao,
presenca de septos ou ndo e formato e disposicdo dos conidios; levedura:
brotamento e formato dos blastoconidios). Durante a elaboragdo do material

tedrico foram consultados livros didaticos sobre micologia médica® 1014,

RESULTADOS

Ao todo foram produzidos 64 cultivos fungicos em resina, representando
treze géneros/espécies fungicas filamentosas (n=60): M. gypseum (N. gypsea)
(n=7), M. canis (n=3), Penicillium sp. (n=6), Fusarium sp. (n=4), T. rubrum (n=4),
Rhizopus sp. (n=3), Trichoderma sp. (n=2), A. secgao Nigri (n=10), A. secg¢ao
Flavi (n=3), A. sec¢ao Fumigati (n=3), Cladosporium sp. (n=6), Curvularia sp.
(n=4), Sporothrix sp. (cultivado em fase filamentosa, n=5), (Figura 1), e
leveduriformes (n=4): cultivados em agar Niger - Candida spp. e Cryptococcus
sp. (n=1); cultivados em Chromagar Candida® - C. albicans, C. tropicalis, C.
parapsilosis e C. krusei (n=1), e semeados (n=2) em agar Sabouraud Dextrose -
Candida sp., Cryptococcus sp., Rhodotorula sp., S. cerevisiae e Trichosporon
sp. (Figura 3).

Figura 2: Cultivos fungicos de fungos filamentosos e leveduriformes conservado
em resina para finalidade de apoio ao ensino de micologia basica.

Fonte: Acervo dos autores, 2025.
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Em relagao aos protétipos impressos em 3D (n=11) (Figura 4) foi realizado
em média trés tentativas por espécie fungica (minimo uma tentativa e maximo
seis tentativas) - tendo em vista que durante a impressao ndao conseguia ser
observado os detalhes das estruturas fungicas ou quebrava no momento em que
era realizado a remocao dos suportes. A técnica de Litophane foi realizada com

sucesso em 100% das tentativas, totalizando quatro exemplares.

Figura 3: Material de apoio alternativo e auxiliar para o ensino da
Micologia, Lithophane de fungos e Protétipos em resina de fungos microscépicos
em 3D. A) Placa com caracteristicas microscépicas de Aspergillus sp.; B) Placa
com caracteristicas microscopicas de Penicillium sp.; C) Placa com
caracteristicas microscopicas de Candida sp.; D) Placa com caracteristicas de
um fungo macroscépico do género Amanita sp. E) Penicillium sp.; F) Aspergillus

sp.; G) Sporothrix sp. e H) Histoplasma sp.

Fonte: Acervo dos autores, 2025.

Adicionalmente, o guia tedrico foi elaborado contendo 28 paginas,
elencando as caracteristicas de todos os fungos abordados nas placas de resina
e nos protétipos em impressdo 3D (n=20 géneros/espécies fungica). Destes,
75% séao associados a beneficios a vida humana, animal e/ou ambiental tais
como Rhizopus sp. e Penicillium sp., 0s quais sdo importantes enquanto
decompositores e no processo de reciclagem de nutrientes, Aspergillus sp.,
Penicillium sp., S. cerevisiae, Fusarium sp. € Trichoderma sp. utilizados na

producdo de alimentos, medicamentos ou na industria téxtil e Candida sp.
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associada a absorgédo de alimentos e no processo digestivo. Adicionalmente,
85% dos fungos abordados s&o associados a infecgdes fungicas superficiais,
subcutaneas, sistémicas ou oportunistas para humanos e/ou animais, tais como,
Aspergillus sp. (qQuadros alérgicos a doencgas sistémicas graves), Candida sp.,
(agente etiolégico de micose cutanea, onicomicose ou de quadros mais graves
como sepse), Cryptococcus sp. (meningite e/ou doenga pulmonar), Fusarium sp.
(ceratite ou infec¢do sistémica grave), Histoplasma sp. (doenga pulmonar)
Microsporum sp. (dermatofitoses), Trichophyton rubrum (onicomicoses) e

Sporothrix sp. (micose subcuténea) (Figura 5).

Figura 4: Material tedrico de apoio com a finalidade de ser utilizado
juntamente com os materiais didaticos desenvolvidos, placas com colbnias

fungicas em resina e protétipos em impresséao 3D.
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DISCUSSAO

Levando em consideracdo que infecgbes fungicas sao globalmente
associadas a impactos significativos na morbi/mortalidade de pacientes,

especialmente devido a emergéncia de novos patdégenos, a expansao
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epidemiologica de agentes ja estabelecidos e ao aumento de resisténcia
antifungica de forma global, € urgente a necessidade de medidas que enfrentem
esse cenario’. Nesse contexto, um dos pilares para enfrentamento é associado
a promogao de agbes educativas conforme preconizado pela Organizagao
Mundial de Saude'® para diferentes patogenos incluidos em nosso estudo (A.
secgdo Fumigati, Candida spp, Cryptococcus spp., Histoplasma spp.). Dessa
forma, o reporte de producdo de materiais duradouras e cativantes possui
potencial em auxiliar a disseminagéo do conhecimento micolégico em diferentes
esferas educacionais, contribuindo a longo prazo como a educagédo em saude e
consequentemente incremento na prevencgéo e controle de patégenos fungicos
prioritarios ou causadores de Doencas Tropicais Negligenciadas'®'’. Diversos
estudos ressaltam a importdncia do desenvolvimento de programas
educacionais como ferramenta para prevengéao e gestao de problemas de saude
publica, o que reforca a necessidade de investir em iniciativas que aproximem a

ciéncia e a pesquisa cientifica da sociedade como um todo'8-29,

Além disso, ressalta-se que materiais didaticos utilizados no ensino basico
por vezes contém informacbes defasadas sobre fungos microscépicos,
principalmente associadas a falta de conexao desses patégenos com a saude
humana e animal, explicando a base de negligéncia das doengas flngicas?'23.
Destaca-se que, diferentes formagdes da area da saude (enfermagem, ciéncias
bioldgicas, entre outras) ndo abordam no seu quadro de sequéncia légica, os
fungos como patdgenos e ha escassez, ou mesmo até auséncia, da abordagem
da micologia nas disciplinas referentes a area de microbiologia e/ou doencgas
infecciosas, trazendo uma grave defasagem de conhecimento sobre estes
patogenos?+2°. Nesse sentido, o material proposto no presente estudo é uma
alternativa para ser utilizado na sala de aula (ensino basico, técnico e/ou
superior), aportado por conteudo pratico, bem como em eventos que promovam
educagao em saude para a sociedade.

Nesse cenario, o material didatico, desenvolvido com modelos
tridimensionais de estruturas microscopicas fungicas e cultivos fungicos em
resina, representa uma alternativa viavel e inovadora para a educagdo em
micologia. Ao possibilitar a visualizagdo concreta e o manuseio de estruturas

antes restritas a microscopia, esse recurso contribui para ampliar a compreensao
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sobre os fungos e fortalecer a relagao entre o conteudo cientifico e o cotidiano,
promovendo uma aprendizagem mais significativa, sensorial e contextualizada.
A proposta responde diretamente aos desafios apontados por diversos autores
quanto ao ensino de Microbiologia, frequentemente caracterizado como abstrato,
invisivel aos sentidos e pouco conectado a realidade dos estudantes?6-28. A
predominancia de metodologias expositivas, centradas na transmissao tedrica
de conteudos, tem se mostrado insuficiente para instigar o interesse e promover
uma aprendizagem efetiva®. Em adigao, a limitagao de recursos, principalmente
com equipamentos como microscopios, nas instituicbes de ensino, sobretudo as
publicas de ensino basico, dificulta a realizacao de praticas laboratoriais que sao
atividades fundamentais para consolidar o conhecimento e desenvolvimento de
habilidades?’, contudo, recursos como o desenvolvido e reportado nesse estudo
sdo uma alternativa para aprofundar o aprendizado tedrico, podendo contribuir
para o despertar do interesse dos alunos pela area da micologia e ampliar sua
percepgao sobre a importancia dos fungos no cotidiano e seu impacto para a
saude publica.

Além da contribuicdo pedagdgica, o material desenvolvido também se
destaca pelo seu alinhamento com os principios de sustentabilidade e inovacgao.
A durabilidade dos modelos em resina e dos materiais impressos em ciéncia 3D
e a possibilidade de reuso ilimitado reduzem o consumo recorrente de insumos
descartaveis, o que vai ao encontro dos Objetivos do Desenvolvimento
Sustentavel (ODS) da Organizagado das Nagdes Unidas (ONU), como o ODS 4
(Educacgdo de Qualidade) e o ODS 12 (Consumo e Produgdo Sustentaveis)?°.
Somado a isso, vale ressaltar que o material desenvolvido tem potencial de
expansao para contextos de ensino com menor infraestrutura, como escolas
publicas e projetos comunitarios, ampliando o acesso ao conhecimento

cientifico.

CONCLUSAO

Em suma, frente a escassez de materiais didaticos para o ensino da
micologia e o grave impacto das doencgas fungicas, as placas cultivadas em
resina e os protoétipos impressos pela ciéncia 3D oferecem vantagens de serem
recursos manuseaveis, duraveis e que oferecem uma melhor visualizacao,

auxiliando no processo de ensino-aprendizagem. Além de suprir uma lacuna
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educacional, o material desenvolvido visa estimular e reforgcar a necessidade de
inovagado no ensino da micologia com criacdo de novos recursos didaticos e
sustentaveis. Essa iniciativa pode impulsionar estudos futuros que explorem a
conservagao de cultivos fungicos em diferentes tipos de resina e/ ou outros
meétodos, bem como novas abordagens para o desenvolvimento de materiais na

interface entre impressao, ciéncia 3D e micologia.
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8. CONCLUSOES

e O estudo desenvolvido no Manuscrito 1 destaca importantes desafios no manejo
e tratamento dos gatos acometidos por esporotricose em area hiperendémica no
sul do RS, evidenciando limitagdes na adesdo ao tratamento, alta taxa de
mortalidade/recidiva e alto impacto na renda das familias. Os resultados reforcam
a necessidade urgente de medidas de satde publica voltadas ao controle da
esporotricose, incluindo vigilancia epidemioldgica, fortalecimento dos servigos
de assisténcia, ampliacao do acesso a terap€utica antifiingica e agdes continuas de
educagdo em saude para tutores e profissionais;

e Os achados do Manuscrito 1 também apontam a caréncia de conhecimento da
populagdo sobre a doenca e o impacto disso na evolugdo clinica dos animais,
indicando a importincia de programas educativos e campanhas de
conscientizacdo. Essas evidéncias contribuem para orientar politicas publicas e
futuras investigacdes que apoiem estratégias mais eficientes de prevencao e
controle da esporotricose felina e zoonotica na regiao;

e O estudo apresentado no Manuscrito 2 fornece evidéncias inéditas da presenca de
Sporothrix spp. em peixes provenientes de diferentes origens, espécies, estdgios
de vida e ambientes, em uma regido reconhecidamente hiperendémica para a
esporotricose. A utilizagdo de uma abordagem integrada, combinando
metagendmica, cultivo micoldgico, sequenciamento de genoma completo e
genotipagem, permitiu a detec¢do consistente de S. brasiliensis e S. schenckii,
bem como o isolamento de cepas geneticamente relacionadas a linhagens clinicas
humanas e animais descritas no Brasil;

e Os achados do Manuscrito 2 ampliam o entendimento sobre os possiveis nichos
ambientais e ciclos de manutencdo de Sporothrix spp., sugerindo que ambientes
aquaticos podem atuar como compartimentos até entdo pouco explorados na
epidemiologia da esporotricose. Esses resultados reforgam a necessidade de
incorporar a dimensdo ambiental e aquatica nas estratégias de vigilancia e
investigacdo da doenga, especialmente em areas endémicas;

e Além disso, estudo realizado do Manuscrito 2 levanta hipdteses relevantes sobre
potenciais rotas de exposicdo ocupacional e ambiental, particularmente no

contexto da cadeia produtiva do pescado e de atividades de pesca. Dessa forma, o
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estudo contribui para o avango do conhecimento cientifico sobre a ecologia de
Sporothrix spp. e fundamenta futuras pesquisas voltadas a avaliagdo do risco
sanitario, a interface saude humana, animal, ambiental e ao desenvolvimento de
estratégias preventivas sob a perspectiva de Satde Unica.

Frente a escassez de recursos didaticos voltados ao ensino da micologia, o Artigo
3 demonstrou que placas de cultivos micologicos resinadas e modelos anatomicos
produzidos por impressdo 3D constituem ferramentas pedagogicas inovadoras,
manuseaveis e de alta durabilidade, capazes de facilitar a visualizagdo e
compreensdo de estruturas macro e micromorfoldgicas dos fungos. Esses
materiais se mostram especialmente TUteis para estudantes do ensino bésico,
técnico e superior, reduzindo lacunas formativas existentes;

O desenvolvimento e validacao dos materiais de ensino apresentados no Artigo 3
evidenciam o potencial da interface entre ciéncia 3D, impressao e micologia como
estratégia para modernizar praticas pedagogicas. A iniciativa incentiva a produgao
de novos recursos educacionais sustentaveis e abre caminho para pesquisas
futuras envolvendo conservagao de cultivos fungicos em diferentes tipos de resina

e desenvolvimento de prototipos didaticos avangados.
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APENDICE A

Guia teorico desenvolvido como material educativo de apoio para atividades de extensdo
e aulas, documento complementar ao descrito no manuscrito 3.

Autores: Bruna Muradas Esperon, Fernando Bertazzo-Silva, Jéssica Estefania Davila
Hidalgo, Lais da silva Malheiros, Melissa Orzechowski Xavier, Vanice Rodrigues
Poester.
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Querido leitor,

Este Guia Teérico foi preparado especialmente para estudantes e
educadores que desejam conhecer melhor o incrivel mundo dos
fungos. Ele foi elaborado para ser usado junto com o kit educativo
desenvolvido pelo Grupo de Micologia Médica da FAMED-FURG,
trazendo informacdes de forma simples, clara e divertida, sem deixar
de lado o conhecimento cientifico.

Ao longo do guia, vocé vai descabrir que
existem diferentes tipos de fungos.
Vamos observar como eles crescem, quais
sdo suas cores e formas, onde vivem,
como podem ajudar o planeta e, em
alguns casos, como podem causar
doengas.

Tudo isso foi organizado para despertar a curiosidade, incentivar a
observacao e tornar o aprendizado mais interessante.

Mais do que aprender nomes dificeis, este
guia convida vocé a enxergar os fungos
como seres Vivos muito importantes para
o equilibrio da natureza e para a vida das
pessoas. Esperamos que este material
ajude a aprender a ciéncia dos fungos,
chamada de micologia, de forma leve,
curiosa e divertida, despertando o
interesse pelo mundo microscopico.

. Desejamos uma étima leitura e uma linda
descoberta sobre o universo dos fungos.
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e
A Micologia é a ciéncia que estuda os fungos. E por meio dela que os

cientistas aprendem como esses seres vivos crescem, onde vivem e
sua ampla importancia para a natureza e para a nossa vida.

Quando pensamos em fungos,
geralmente lembramos  dos
lindos cogumelos, que sao
fungos macroscépicos, ou seja,
gue conseguimos ver a olho nu.

Mas vocé sabia que existe um mundo
microscopico, invisivel aos nossos olhos,
cheio de fungos ainda mais coloridos e com
muitas formas diferentes?

Dentro desse mundo microscépico, os ser

organizados em alguns grupos:
O

Fungos leveduriformes Fungos filamentosos
formados por Leveduras com formados por
apenas uma célula. muitas células.

Fungos dimérficos, podem aparecer como leveduras o
como filamentos, dependendo da temperatura do
ambiente.
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¢
Mas, se esses fungos microscopicos sdo tdo peguenos, como
conseguimos conhecer e observar toda essa beleza? Isso & possivel

gracas ao microscépio, um instrumento que nos ajuda a enxergar o
gue ndo conseguimos ver a olho nu.

Para estudar melhor esses seres vivos, os cientistas fazem o cultivo
dos fungos, geralmente usando uma placa de Petri, que contém
uma gelatina especial chamada agar. Quando o fungo cresce nesse
agar, ele forma colénias, que podem ter diferentes cores, texturas e
topografias, dependendo do tipo de fungo.

Para identificar cada fungo, observamos duas coisas muito

importantes:
Macroscopia: mostra .
Bl - 0 Colonla Verso
como a colénia é vista fingica!
sem o microscopio. Reverso

. Células
i . . . visualizadas
Microscopia: permite ver como sdo as com auxilio de

. microscdpio!
células do fungo, suas formas e como

©]
elas se reproduzem, tudo isso com a
o(g,

ajuda do microscépio.

Depois de conhecer esse incrivel mundo microscépico e
descobrir que os fungos podem ter formas bem
diferentes, surge uma nova pergunta. Como os cientistas
conseguem identificar cada um desses fungos?
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Os fungos também tém nome, assim como as pessoas. E ndo € sé um
nome: cada fungo tem um tipo de “nome e sobrenome” que ajuda os
cientistas a saber exatamente de qual fungo estdo falando, em
qualquer lugar do mundo.

Cada fungo recebe um nome formado por duas palavras:

A primeira é o género, que redne Candida
fungos parecidos.

A segunda é a espécie, que . .
identifica aquele fungo em especial. trop'ca“s

Juntas, essas duas palavras formam . . .
o nome cientifico do fungo. Candida frOplCﬂllS

Esses nomes sdo escritos em latim para gque cientistas de diferentes
paises possam se entender. Existe também uma forma certa de
escrever esses nomes, com a primeira palavra comecando com

letra maiudscula e a segunda com letra minuscula.

Além do nome cientifico, alguns fungos também tém nomes
populares. Mas, para a ciéncia, € o nome cientifico que garante
gue todos estejam falando do mesmo ser.

Agora que voceé ja sabe como os cientistas estudam os

fungos e observam suas coldnias e células, é hora de

conhecer mais de perto os diferentes grupos de fungos e
descobrir como cada um deles é especial.
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Conhecendo os fungos mais de perto:
Fungos Leveduriformes

As leveduras formam
colénias que podemos ver a
olho nu. Elas podem parecer
creme, como um chantilly,
meleca (bem escorregadia),
secas ou até rugosas, como
uma parede antiga. Algumas
brilham e outras sdao mais
opacas.

A maioria € branca, mas existem leveduras muito estilosas, que
podem ser rosas, laranjas ou até pretas!

Quando usamos
um microscopio,
descobrimos  que
essas leveduras sao
feitas de células que
podem ter formato
redondinho, oval ou

mais comprido,
como pequenas
pilulas.
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Leveduras: fungos pequenos que fazem coisas gigantes!

As leveduras sdo fungos tao pequenos que sé conseguimos ver
os detalhes de suas céluas com um microscopio. Mas nao se
deixe enganar pelo tamanho... elas sdo poderosissimas!

Mesmo sendo formadas por apenas uma célula, as leveduras
conseguem trabalhar em grupo. Quando muitas leveduras se
juntam, elas formam coldnias e fazem coisas incriveis
acontecerem.

Vocé ja viu um pdo crescer antes de ir ao forno?
Isso acontece por causa das leveduras!

Elas se alimentam do
acucar da massa e liberam
um gas chamado gas
carboénico. Esse gas forma
bolhinhas dentro da massa,
fazendo o pao crescer e
ficar fofinho.

Sem as leveduras, o pdo
seria duro e achatado!

As leveduras funcionam como mini fabricas vivas e, enquanto se
alimentam, produzem substancias usadas na fabricacdo de paes

e bolos, iogurtes, queijos, sucos fermentados e outras bebidas.
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Leveduras: quando o fungo pode causar problemas

As leveduras fazem muitas coisas boas, mas algumas delas
também podem causar problemas guando crescem no lugar
errado ou em maior quantidade do que o normal.

Algumas leveduras vivem naturalmente no nosso corpo, como na
pele, na boca e no intestino, sem causar nenhum mal. O
problema aparece quando elas se multiplicam demais ou quando
o corpo estd mais fraco para se defender.

Quando as leveduras causam doencgas

Em algumas situacgoes, certas
leveduras podem causar infecgoes,
chamadas de micoses, frequentes

guando a pessoa esta com o
sistema de defesa enfraquecido

Para evitar problemas com
leveduras, é importante manter a
pele limpa e seca, trocar roupas
molhadas ou suadas, cuidar bem
da higiene do corpo e procurar
um profissional de salde sempre
que algo ndo parecer normal.

As leveduras fazem parte da natureza e do nosso dia-a-dia. A
maioria € inofensiva ou muito util, mas algumas precisam ser
controladas. Conhecer é o primeiro passo para cuidar!

Agora, vamos conhecer alguns exemplos de leveduras, suas
caracteristicas e onde podem ser encontradas.
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Principais espécies: C. albicans, C. tropicalis, C.
kruzei, C. auris, C. glabrata, C. parapsilosis. b 24 a2
Reverso w » %
T/

Colonia: cor branca ou amarelada, com aparencia :
lisa ou um pouco enrugada, parecendo pequenos :
montinhos. 5

No microscépio: pequenas células que se
reproduzem como “brotinhos” (blastoconidios). Em
algumas situacoes, ela pode formar fios alongados
(pseudo-hifas ou hifas). 5

Tempo de crescimento: 24 a 72 horas
Beneficio: Quando estd em equilibrio no nosso
corpo, Candida ajuda na digestdo dos alimentos e :

na absorcao de nutrientes.

Doenca: Candidiase

O
8

Onde pode causar doenga: pele, unhas, boca,

sangue.
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Verso da /\

colonia

Cryptococcus sp.
Reversu

Principais espécies: C. neoformans, C. gattii.

Colonia: brilhante, escorregadia (com aparéncia de

(755
7
./ muco), de cor branca ou creme e com bordas lisas.

é 3) No microscépio: células redondas envolvidas por
: uma capsula protetora.

Mempo de crescimento: 48 a 72 horas

Beneficio: Reciclagem de nutrientes, especialmente
ajudando no ciclo do nitrogénio :

Doenca: Criptococose - meningite e/ou dano nos
pulmabes. ‘

v/

Onde é encontrado: excretas de aves,
principalmente de pombos, além do solo e de
arvores.

12
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coldonia

:Principais espécies: Malassezia
pachydermatis, Malassezia furfur

lassezia sp.

Reversu

Colénia: lisa, com cor que vai do branco-amarelado ao:
/ bege, com aspecto seco. :

No microscépio:  células arredondadas ou ovais, com:
parede grossa, lembrando pinos de boliche. i

empo de crescimento: 24 a 72h

Beneficio: faz parte dos fungos normais da pele. Ajuda a
proteger a pele, compete com micrébios ruins e contribui:
para o equilibrio da microbiota. !

Doencga: Pitiriase versicolor (“pano branco”), i
Dermatite seborreica e caspa. Em caes e gatos causa otite!
externa e dermatite. :

Onde é encontrado: na pele e nas mucosas de humanos e!
de animais de sangue quente. i
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Verso da ¥\

colonia

Saccharomyces sp.
ReversoN/

§Principais espécies: S. cerevisiae, S. boulardii, S.
- bulderi.

:\Coldénia: branca a bege, lisa e cremosa ou um pouco
/ enrugada. :

No microscépio: células Unicas, arredondadas, ovaisiou
alongadas. 5

Tempo de crescimento: 24 a 48 horas

Beneficio: ajuda na reciclagem de nutrientes, pode
: restaurar a microbiota intestinal e € muito usado na'
producao de paes, vinho e cerveja. :

Doenca: raramente causa doenga, somente em
pessoas com o sistema imunolégico bem
enfraquecido.

14
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Verso da 1/—\

coldonia

éTrichospomn sp.

ReversoN/

z\ Colonia: branca a amarelada; e aspecto rugoso.

No microscopio: células arredondadas

§ (blastoconidios) e fios alongados (hifas); também

forma estruturas em formato de pequenos barris :

(artroconidios).

Mempo de incubacgao: 2 a 5 dias.

aroma.

mMais graves em pessoas com baixa imunidade

Beneficio: ajuda a limpar o ambiente (despoluigdo)
e pode ser usado na produgdo de compostos com '

(3 Doenca: Piedra-branca (afeta os pelos) e infec¢des

Onde é encontrado: solo, 4gua, plantas e no corpo
de humanos e animais, como no intestino, pele e
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Encerrando o mundo das leveduras

Até aqui, vocé conheceu algumas leveduras, fungos formados
por apenas uma célula, mas capazes de realizar tarefas enormes

Vimos que, mesmo sendo microscopicas, elas trabalham em
grupo, formam colénias, ajudam na producdo de alimentos,
cuidam do equilibrio do nosso corpo e, em algumas situacgdes,
podem causar doengas.

Aprendemos que observar as leveduras no microscopio
nos ajuda a entender suas formas, seu crescimento e
como se reproduzem. Também descobrimos que elas

fazem parte da natureza e do nosso dia-a-dia, vivendo no
ambiente e até no nosso préprio corpo.

Agora que vocé ja entende como sdo os fungos formados
por uma unica célula, é hora de conhecer fungos que
crescem de um jeito bem diferente, os fungos filamentosos!

16
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Conhecendo os fungos mais de perto: Filamentosos

Os fungos filamentosos
sdo formados por muitas
células ligadas, parecendo
fios (hifas e micélio).
Quando crescem, podem
formar colénias que
lembram algodao, veludo
ou até um amontoado de
graos de areia.

Eles podem ter cores muito variadas, como verde, azul, preto,
ou branee, e essas cores podem mudar com o tempo.

Os fungos filamentosos se
reproduzem por meio de estruturas
especiais chamadas conidios e
esporos. Eles funcionam como
estruturas microscoépicas, que
podem ser levadas pelo vento, pela
agua ou até grudadas em animais e
pessoas, ajudando o fungo a se
espalhar para novos lugares.

No microscépio, vemos os fios chamados hifas, que juntos formam
uma grande rede chamada micélio. E essa rede que ajuda o fungo a
absorver alimento do ambiente.

17
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Uma rede tdo grande que virou o maior ser vivo do mundo

Na pagina anterior, vocé aprendeu que os fungos filamentosos
formam uma grande rede de fios chamada micélio.

Agora imagine essa rede crescendo, se
espalhando pelo solo e ocupando um
espaco enorme... tdo grande que forma
o maior ser vivo do planeta Terra!

Esse ser vivo é o fungo Armillaria ostoyae, um fungo filamentoso que
vive escondido debaixo do chdo. Sua rede de micélio é formada por
milhdes de hifas, que se estendem como caminhos invisiveis,

conectando o solo, as plantas e os nutrientes.

Os cogumelos que aparecem na
superficie sdo apenas peqguenas
partes do fungo, enquanto a maior
parte do organismo fica escondida
no subsolo, trabalhando
silenciosamente.

Mas além da Armillaria ha vérios fungos filamentosos
microscopicos. A seguir, vamos conhecer outros exemplos
desses fungos incriveis e descobrir como eles vivem,
crescem e transformam o ambiente ao seu redor.
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Verso da ‘/\

colonia

......... Filamentoso -

Aspergillus
flavus

Cabeca

aspergilar! ReversoN/

Colonia (macroscopia): textura arenosa ou dgranulosa.

Verso de coloragdo amarelo-esverdeado e reverso
amarelado.

Células (microscopia): Sao visualizadas estruturas como
cabeca aspergilar, conidioforo de coloragcdo varidavel do
hialino ao castanho com paredes lisa e espessas.

Tempo de crescimento: 48 a 72 horas (rapido).

carbono; producao de alimentos e de remédios.

Doenca: Aspergilose pulmonar. Quadros alérgico a grave.
Aflatoxicose.

Localizagdo: Todos os lugares (ar, poeira, solo, dgua, etc.)

@ Beneficio: Reciclagem de nutrientes, principalmente do
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Verso da 1/—\

coldonia

Aspergillus
- fumigatus

ReversoN/

Colénia: aspecto pulverulento, com cor azul-
;Jesverdeada. '

No microscépio: forma estruturas com “cabeca”
cheia de esporos, presas a um fio alongado.

empo de crescimento: 48 a 72 horas

Beneficio: ajuda na reciclagem de nutrientes da -
natureza e é usado na produgao de alimentos e |
medicamentos. ’

Doencga: aspergilose pulmonar, que pode variar
de quadros alérgicos a graves; pode produzir :

toxinas chamadas aflatoxinas.

Localizacao: Todos os lugares (ar, poeira, solo..)
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Verso da [\ /«;//—/‘:\ <

coldonia

Aspergillus
secao Nigri

ReversoN/

No microscépio: fios alongados que produzem!
esporos, com paredes lisas e grossas. :

Tempo de crescimento: 3 a 4 dias

Beneficio: ajuda na reciclagem de nutrientes e é:
usado na producdo de alimentos e!
medicamentos. :

Doencga: aspergilose pulmonar, podendo causaéh
alergias ou infecgbes graves, pode produzir
toxinas chamadas aflatoxinas. ‘

Localizagao: Todos os lugares (ar, poeira, solo..) |
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Verso da
coldnia

Cladosporium sp.

Reversu

oloénia: marrom ou preta, com aspecto aveludado;
/a parte de baixo também é preta. ’

0 microscépio: forma fios e estruturas ramificadas
ue lembram peguenas arvorezinhas e até mesmo
um lapis.

Tempo de crescimento: 03 a 7 dias.

Beneficio: ajuda a reduzir a radiacao no ambiente,
transformando energia radioativa em energia
quimica (micodespoluicaoc do ambiente).

Doencga: doenca em plantas. Esses fungos sao
comuns em sementes de varias culturas, como o
trigo e o feijao.

Localizagao: plantas, solo, alimentos e ar livre.
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Verso da /\

colonia

Curvularia

ReversoN/

Colénia: marrom ou preta, com aspecto avelua .
parte de baixo é preta.

croissant.

Tempo de crescimento: 03 a 7 dias.
Beneficio: produz substancias importantes, como
enzimas, e ajuda a limpar solos contaminados.

Doenca: infec¢cao nos olhos (ceratite), geralmente
apos machucados com plantas. Sinusite, pneumonia

No microscépio: forma fios escuros e esporos com
varias partes, curvados, parecendo um pequeno

e infec¢des na pele e nas unhas

Localizagao: Solo, ar, vegetacgao, graos, restos
organicos
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colonia

Colonia: aspecto algodonoso, com cores que podem:
variar entre branco, cinza, rosa ou violeta; a parte de§
baixo pode ser amarela, rosada, avermelhada,§

laranjada ou marrom-clara.

o microscépio: forma fios transparentes com:
divisdes, que se ramificam como um “Y". :

mpo de crescimento: 2 a 4 dias
Beneficio: usado na produgdo de alimentos e
E@biocombustl’veis, além de ajudar a reduzir poluentes§

no ambiente (biorremediacao) :

Doenca: fusariose, que pode causar infeccdo nos:
olhos e doencas graves em pessoas com a saude:
fragilizada :

Localizagao: Solo e plantas.

24
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colonia

rosporum sp.
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Classificagdo: Fungo filamentoso.

Reversu

Principal espécie: M. canis

Coldnia: aspecto aveludado ou algodonoso, com cores
qgue variam do branco ao alaranjado ou marrom; a
parte de baixo pode ser amarelada.

No microscépio: forma esporos grandes, em formato
de fuso como uma bola de futebol americano, com§
varias divisdes internas.

Tempo de crescimento: de 515 dias

Beneficio: ajuda a reciclar nutrientes e a decompor§

@ . pelos, cabelos e restos de pele no ambiente.

Doenca: dermatofitose, que afeta a pele, os pelos, o :
cabelo e, raramente, as unhas. '

Localizagdo: principalmente na pele e pelos deg
animais infectados (gatos) ’
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colonia

Colonia: pode apresentar textura arenosa, avelud
com cores como verde, amarelo, laranja, roxo ou

marrom; a parte de baixo pode ser amarelada,
/ marrom ou avermelhada.

No microscépio: forma estruturas ramificadas que
lembram um pincel, com fios divididos.

empo de crescimento: de 2 a 7 dias.

Beneficio: ajuda na reciclagem de nutrientes e é
muito importante na producao de antibidticos e
queijos.

Doenca: peniciliose e alergias respiratorias.

Localizagdo: Todos os lugares (ar, poeira, solo..)
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No microscédpio

Rhizopus sp.

Colonia: comeca branca e depois fica cinza ou preta,
com aspecto algodonoso

No microscépio: forma fios largos sem divisdes, com
estruturas parecidas com raizes e bolinhas cheias de
esporos.

Tempo de crescimento: de 1a 7 dias.

Beneficio: ajuda na decomposicdo da matéria
organica.

Doenc¢a: Mucormicose

Onde é encontrado: no solo, em frutas e vegetais em
decomposi¢ao, no ar e na poeira.

27
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coldonia

Trichoderma sp.

Reversu

Colonia: comeca branca e depois fica verde-escura
ou amarelada; a parte de baixo pode ser amarelada,
marrom-clara ou sem cor.

No microscépio: forma fios transparentes com
divisdes, bem ramificados. Nas pontas, aparecem
pequenas estruturas que produzem esporos ovais,
formando agrupamentos verdes.

/fempo de cresciménto: 2 a 5 dias

Beneficio: ajuda no controle de pragas na
agricultura, na decomposicao de residuos e € usado
na fabricagao de jeans rasgado.

(3 Doenc¢a: raramente pode causar doenca em

pessoas com o sistema imunoldgico enfraquecido.

Localizagdo: solo.
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coldnia

ruorum
Revers:;—’//

Colonia: aparéncia de algodao fofinho, geralmente
Joranca com tons rosados ou avermelhados. Na parte
de baixo, a coldnia costuma ter cor vermelha escura,
parecida com vinho.

O microscoépio: estruturas pequenas, redondas ou
em forma de gotinha, agrupadas como um cacho de
uvas. Também pode formar estruturas maiores,
alongadas e separadas em partes.

EMempo de incubagdo: 7a 14 dias

Beneficio: Na natureza, ajuda na reciclagem de
@ nutrientes, quebrando restos de pele, cabelos e pelos
qgue ficam no ambiente.

Doenca: Pode causar dermatofitose, uma infeccao
gue afeta a pele, os cabelos e as unhas.

Locali o: pele, pelo, unhas de pessoas infec
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Diferentes formas de crescer no mundo dos fungos

Ao longo deste guia, vocé aprendeu que os fungos podem
crescer de maneiras diferentes.

Primeiro, conheceu as leveduras,
formadas por uma unica célula, capazes
de realizar fungdes importantes para a
natureza e para o nosso dia a dia.

Depois, observou 0s fungos
filamentosos, que crescem formando
fios microscopicos chamados hifas,
unidos em uma grande rede chamada
micélio.

Entretanto, nem todos os fungos crescem sempre
do mesmo jeito. Existem espécies capazes de
mudar sua forma de crescimento.

Os fungos com essa capacidade de transformacao séo
chamados de dimérficos. A seguir, vamos conhecer como essa
mudanca acontece e por que ela é tdo importante.
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Fungos que se transformam: mudando de
forma para sobreviver!

Os fungos dimérficos recebem esse home porque conseguem viver
de duas formas diferentes ao longo da vida: como fungos
filamentosos, no ambiente, e como leveduras, dentro do corpo de
humanos ou animais. :

Essa mudanga acontece principalmente por causa da
temperatura e do local onde o fungo esta.

No solo, em plantas ou em
ambientes mais  frios, eles
crescem formando filamentos
microscépicos.

Quando entram no corpo, onde a
temperatura é mais alta e as
condi¢des sdo diferentes, passam a
crescer como leveduras.

Essa capacidade de mudar de forma é uma grande estratégia
de sobrevivéncia. Ao se transformar, o fungo consegue se
adaptar melhor, aproveitar os nutrientes disponiveis e
continuar vivo mesmo em condigdes desafiadoras.

Nos préoximos exemplos, vocé vai conhecer alguns fungos
dimaérficos e entender por que eles sdo tdo importantes tanto
para a nhatureza quanto para a saude.
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coldnia

porothrix sp.

Reverszk—’//

- Principais espécies: S. shenckii; S. brasiliensis e
. S. globosa. :
' Colénia filamentosa: cor branca a marrom com |
textura membranosa E

Microscopia: forma fiozinhos bem finos, comé
pequenas bolinhas nas pontas. Essas bolinhas§
ficam organizadas de um jeito que lembra uma
margarida :

empo de crescimento: 05 a 14 dias

Beneficio: ajuda na reciclagem de nutrientes da
natureza. 5

Doenca: esporotricose, causa feridas na pele.

Localizacdo: gatos infectados (principal Vl’tima);g
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coldnia

éSporothrix sp.

Reverszk—’//

- Principais espécies: S. shenckii; S. brasiliensis e S.
- globosa.
Coldnia leveduriforme: cor branca a marrom, |

com aspecto liso e cremoso.

No microscépio: aparece como pequenas
células de formato ovalado ou alongado,
parecendo graozinhos ou até mesmo um

charuto.

Tempo de crescimento: 5 dias.

@ Beneficio: reciclagem de nutrientes.

Doenga: esporotricose

vitima); espinhos de roseiras, vegetacao e

madeiras.
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No microscdpio

istoplasma sp.

Principal espécie: H. capsulatum

Colénia filamentosa : cor branca, bege ou marrom-clara no
inicio. Com o tempo, podem ficar mais escuras, apresentando
tons de cinza ou verde-acinzentado, com textura aveludada
ou algodonosa, parecendo algodao.

Microscopia: macroconidios tuberculados.

empo de crescimento: 7 a 20dias

Beneficio: ajuda na reciclagem de nutrientes da matéria
organica, principalmente do nitrogénio, colaborando com o
equilibrio da natureza.

Doenga: Histoplasmose - doenga pulmonar

Onde é encontrado: Cavernas e outros ambientes escuros e
ricos em excretas de morcegos ou galinhas.
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No microscdpio

oplasma sp.

Principal espécie: H. capsulatum

Colonia leveduriforme: cor bege a amarelada, com
/textura lisa e cremosa, parecendo um creme. ’

ovais, parecendo graozinhos.

Mempo de crescimento: 5-15 dias

i Microscopia: pequenas células redondinhas ou

Beneficio: na natureza, ajuda na reciclagem de
nutrientes da matéria organica, principalmente do
nitrogénio. :

Localizagdo: Cavernas e outros ambientes escuros :
e ricos em excretas de morcegos ou galinhas.

t%Doenga: Histoplasmose - doenca pulmonar
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No microscépio

Cdolonia

Coldnia filamentosa: Branca a creme inicialmente,
“Jevoluindo para tons bege, acinzentados ou
amarronzados. Textura aveludada a cotonosa,
podendo tornar-se membranosa com o tempo.
Reverso claro a castanho escuro.

Microscopia: fios muito finos e alongados, com varias
divisGes, apresentando pequenas bolinhas claras
presas ao longo dos fios e, principalmente, nas pontas.

/f Tempo de crescimento: 15 a 30 dias. Crescimento
pleno pode requerer 4 a 8 semanas

Beneficio: Reciclagem de nutrientes.

Doenga: Paracoccidioidomicose. Afeta pulmoes e
pode causar também feridas na boca que nao curam.

Localizacdo: Solo e plantagdes - zona rural; tocas de
tatus.
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No microscdpio

EPrincipaI espécie: P. brasiliensis; P. lutzii

Célonia &/

Colénia leveduriforme: coloracdo branca, creme:
ou bege, cremosa a pastosa, com superficie lisa a
rugosa. :

i

Microscopia: células grandes semelhante a

‘roda’
de leme” ou “timao de navio”. ’

Tempo de crescimento: 10 a 20 dias

Beneficio: Reciclagem de nutrientes.

Doenca: Paracoccidioidomicose. Afeta pulmdes e
pode causar também feridas na boca que néo§
curam.
Localizagdo: Solo e plantacdes - zona rural; tocas:
de tatus. 5
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Aprender também é descobrir palavras novas

Durante a leitura deste guia, vocé entrou em um mundo cheio de
descobertas.

Algumas delas vieram acompanhadas de palavras diferentes,
gue talvez vocé nunca tivesse visto antes.

Essas palavras fazem parte da linguagem da ciéncia.

Para te ajudar, preparamos um glossdrio, com explicacbes
simples e claras.

Ele esta aqui para te acompanhar, nao para complicar.

Use sempre que quiser, quantas vezes precisar.
A curiosidade é o primeiro passo para aprender.
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Colbnia: Conjunto de fungos crescendo juntos sobre um mei
cultivo. Pode ser cremosa ou algodonosa.

Conidios: Tipo de esporo produzido pelos fungos filamentosos,
ajudando na reproducao e espalhamento.

Dimérficos: Fungos que conseguem mudar de forma para sobreviver.
No ambiente, crescemn como filamentos; dentro do corpo, como
leveduras.

Espécie: Tipo especifico de fungo dentro de um grupo maior.
Esporos: Estruturas microscépicas usadas pelos fungos para se
espalhar e se reproduzir.

Filamentosos: Fungos formados por muitas células ligadas em fios
fininhos, formando colénias parecidas com algoddo ou veludo.

Hifas: Fios microscopicos que formam o corpo dos fungos
filamentosos, parecidos com raizes.

Leveduriformes: Fungos formados por uma Unica célula, que
crescem formando colénias lisas e cremosas.

Macroscopia: Observacdo do fungo a olho nu, sem microscépio,
analisando cor, textura e topografia.

Micélio: Grande rede formada pelas hifas, que constitui o corpo
principal do fungo.

Microscopia: Observacdo dos fungos com auxilio do microscépio.
Patégenos: Fungos que podem causar doengas em pessoas ou
animais.

spp.: Abreviacdo usada para indicar varias espécies de um mesmo
fungo.

Zoonose: Doenga que pode ser transmitida entre animais e humanos.

e
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Finalizando nossa aventura pelo mundo dos fungos

Chegamos ao fim da nossa jornada pelo incrivel mundo dos
fungos.

Ao longo deste guia, vocé descobriu que esses seres vivos, muitas
vezes invisiveis aos Nossos olhos, estao por toda parte e fazem coisas
muito importantes.

Aprendemos que existem fungos bem pequeninos, como as
leveduras, e outros que formam grandes redes escondidas no solo
e nos alimentos. Vimos também que eles ajudam a reciclar
nutrientes, cuidar do solo, produzir alimentos e até remédios.
Em algumas situagdes, porém, alguns fungos podem causar
doencgas, e por isso € importante conhecé-los.

Mais do que aprender nomes dificeis, este guia quis despertar a
curiosidade, incentivar a observagao e mostrar que aprender
ciéncia pode ser algo simples, interessante e divertido.

Agora, sempre que vocé ver um cogumelo
ou sentir o cheiro de pao quentinho,
lembre-se de que existe um mundo invisivel
trabalhando em siléncio, e que os fungos
fazem parte dessa historia.

A ciéncia comecga com a curiosidade e pode estar
escondida nos lugares mais inesperados.

Até a proxima descoberta.

40
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Manuscrito complementar com enfoque em outra doenga fungica, porém desenvolvido
em paralelo durante o periodo do doutoramento. Submetido na data 24 de dezembro de
2025 ao periodico Current Research in Environmental & Applied Mycology (Journal of
Fungal Biology) ISSN 2229-2225.

TITULO: COMMERCIAL FISH AS RESERVOIRS OF PATHOGENIC
Candida spp.

|AUTORES: Bruna Muradas Esperon, Livia Silveira Munhoz, Diulien Canary de Lima,
Mobnica Campos dos Santos, Emilia Ferreira Andrade, Vanice Rodrigues Poester, Cecilia
Bittencourt Severo, Melissa Orzechowski Xavier

Inserido no contexto da Saude Unica, o estudo teve como objetivo investigar a
ocorréncia de espécies patogénicas do género Candida em peixes comercializados em um
municipio do litoral sul do Brasil, avaliando seu potencial impacto na interface satde
animal-saide humana—ambiente e sua relevancia para a seguranca alimentar. A
doutoranda foi responsavel pela concepcao e elaboracao integral do projeto de pesquisa,
incluindo delinecamento metodoldgico, definicdo dos critérios de amostragem e
estruturacao do plano analitico. Também realizou a aquisi¢cao dos exemplares junto ao
ponto comercial previamente definido. No ambito experimental, conduziu o
processamento microbioloégico dos pescados, incluindo manipulagdo asséptica,
semeadura em meios seletivos, monitoramento do crescimento fingico, purificacao dos
isolados, armazenamento e preservagao das cepas em condi¢des adequadas para posterior
caracterizacdo. Os isolados obtidos foram encaminhados para identificagdo por
espectrometria de massas (MALDI-TOF) em colaboragcdo com pesquisadora parceira em
Porto Alegre, fortalecendo a integracdo interinstitucional do estudo. A doutoranda foi
responsavel pela organizacdo e curadoria do banco de dados, tabulacdo das variaveis
microbioldgicas e epidemioldgicas, andlise descritiva e interpretagdo dos resultados.

Também realizou a redacdo do manuscrito cientifico, sob supervisao da orientadora.
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ABSTRACT

Candidiasis is a globally distributed disease that negatively impacts quality of life, with
prevalence rates reaching 50% among workers in the fishing industry. Focused in the one
health context this study aimed to investigate the occurrence of pathogenic Candida
species in commercially available fish from a city on the southern coast of Brazil.
Mycological analyses were performed on 34 fresh fish specimens obtained from a local
public market. Yeast colonies were identified by protein profile using MALDI-TOF MS.
Among the 34 fishes, at least one pathogenic specie of Candida was isolated in 19 (56%),
and from the three species of fish analyzed. Seven pathogenic Candida species were
detected, with C. parapsilosis being the most prevalent (55%). Our study reveals the high

presence of pathogenic Candida species, especially of Candida non-albicans in fish and
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underscores the need for continuous monitoring and educational strategies focused on

preventing fungal infections of occupational and public health concern.

KEYWORDS: fishery product, fishermen, mycology, One Health, seafood, yeast.

INTRODUCTION

The fish production chain plays a strategic role in food security and the global
economy, encompassing everything from fishing and aquaculture to processing,
distribution, and subsequent consumption [1,2]. In 2022, global production reached 223.2
million tons, of which 89% was destined for human consumption, resulting in an average
consumption of 20.7 kg per capita/year [3]. The sector generated approximately USD 472
billion and employment for 61.8 million people, demonstrating its socioeconomic

importance [3].

One of the occupational hazards that affect workers in the sector, particularly due
to constant exposure to humidity and direct or prolonged hand contact with water and
fish, are skin diseases [4]. Cutaneous fungal infections in fisherman are highlighted, being
mostly associated with Candida spp. and especially in the interdigital regions, hands, and
nails [4,5]. In fact, candidiasis is a worldwide distributed disease associated with a
decrease quality of life in around 14,000 human patients annually [6], reaching prevalence

rates of 50.5% in workers in the fishing chain and may even limiting their work activities

[4].

Pathogenic Candida have been identified in various environmental sources,
including seawater [7-9]. In this context, fishes may act as potential source of infection
of these yeasts, since colonization by Candida spp. has been increasingly reported in
aquatic organisms [10-12]. Moreover, human infections are not associated to a specific
genotype of the fungal species, as recently showed in studies including isolates from

environment, animals and humans [13].

The detection of clinically relevant species, mainly as C. auris, a multidrug
species, in marine environments reinforces concerns about the interface between
environmental, animal, and human health [14]. Thus, considering the direct and frequent

handling of fishes by workers in the sector, this study aimed to investigate the occurrence
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of pathogenic Candida species in commercially available fishes from a city of the

Southern coast of Brazil.

METHODS
Fish samples

During a period of five months (November 2023 to March 2024), fresh whole
fishes were obtained from the local public market of Rio Grande, Rio Grande do Sul,
Brazil (32°02'06"S, 52°05'55"W). A total of 34 fish specimens were included, being 30
Mugil liza, 2 Menticirrhus americanus and 2 Pomatomus saltatrix. To ensure sample
freshness, organoleptic characteristics were assessed at all the time of purchase. Each fish
was placed in an individual plastic bag and transported on ice in insulated polystyrene
containers to the mycology laboratory (Faculdade de Medicina - FAMED - Universidade
Federal do Rio Grande, Rio Grande do Sul, Brazil), where they were promptly processed.

Mycological analyses

Samples from all specimens were cultured for mycological analyses. An amount
of 25 g of tissues pool (pool of gills, fillet, fins, dorsal fin, and spines) of each fish was
homogenized in 250 ml of Phosphate-Buffered Saline (PBS) plus chloramphenicol (0,30
mg/mL) (Alamar Tecno-Cientifica Ltda, SP, Brazil) and gentamicin (100mg/mL)
(Hypofarma®, Belo Horizonte, Brazil) and macerated by Mixer in Nox (Oster®, United
States) [15,16]. Then, 500 ul of the solution was spread in Petri dishes containing
Sabouraud dextrose agar (KASVI®, Sao José¢ dos Pinhais, Parand, Brazil) plus
chloramphenicol (30 mg/100mL), in duplicate, and chromogenic media agar
(CHROMagar Candida®, BD — Becton Dickinson, Franklin Lakes, Nova Jersey, United
States) (Figure 1). Plates were incubated at 30 °C for 72 hours. All yeast colonies were
purified and species identification was confirmed by protein profile, using MALDI-TOF
MS (Bruker Corporation™, Massachusetts, USA), according to the manufacturer’s

instructions.
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Figure 1: Workflow of fish sample processing for mycological analysis. 1: Fish specimen
(Mugil liza) used for sample collection; 2: Tissue fragments from gills, fillet, fins, dorsal
fin, and spines (25 g pool); 3: Homogenization of tissue pool in PBS with antibiotics using
a mixer; 4: Fungal growth on CHROMagar Candida® after incubation at 30 °C for 72
hours and isolates were purified. 5: Yeasts identification was confirmed by protein

profile, using MALDI-TOF MS.
Data analyzes

Data were analyzed using Microsoft Excel 2016 and GraphPad Prism 8.0
software. The data were organized by fish species and yeast genus/species, and
descriptive statistics were applied to determine absolute and relative frequencies,

medians, and standard deviations.

RESULTS

Of the 34 fishes, yeast growth was recovered from 31, representing 91% of
positivity. Among the positive samples, colony-forming units (CFUs) of Candida spp.
ranged from 2 x 10? to 1.2x 10* CFU/g with a median of 4.5 x 10> CFU/g (standard
deviation of 34.59) (Figure 2).
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Figure 2: Distribution of CFU/g counts per positive fish sample. The horizontal

line indicates the mean.

A total of 83 isolates were purified and evaluated by MALDI-TOF MS, being 61
(73.5%) successfully identified (scores >2.0). Candida spp. corresponded for 53% (n=32)
of the yeasts identified, followed by Trichosporon spp. (20%, n=12); Debaryomyces
hansenii (12%, n=7); Rhodothorula mucilaginosa and Yarrowia lipolytica (5% each,
n=3); Diutina catenulata (3%, n=2) and Debaryomyces marasmus and Pichia sp. (2%

each, n=1).

More than a half of the 34 fishes was colonized by at least one pathogenic specie
of Candida. In three animals (9%, Mugil liza= 2 and P. saltatrix n=1) more than one
Candida species was isolated. A total of seven pathogenic species of Candida were
identified, being C. parapsillosis the most common (55%, n=17), followed by
Meyerozyma guilliermondii (C. guillermondii, 19%, n=6), C. tropicalis (10%, n=3), two
isolates of C. intermedia (n=7%) and one isolate each of C. dubliniensis, Pichia
kudriavzevii (C. krusei) and C. albicans (3% each) (Figure 3). These pathogenic Candida
species were isolated from the three species of fishes analyzed (M. liza 16/30; M.

americanus 2/2; and P. saltatrix 1/2).
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Figure 3: Distribution of pathogenic Candida species isolated from fish samples.

DISCUSSION

Cutaneous mycoses constitute significant public health problems, especially
among workers exposed to humid conditions and direct contact with aquatic animals,
such as fishermen [4]. In these populations, Candida spp. are frequent etiological agents,
capable of causing chronic, recurrent infections that significantly impact quality of life
and work capacity [4]. Since Candida species are, present in various aquatic niches it
raises concern especially for individuals with continuously exposure to these
environments [17]. Here we demonstrated the presence of pathogenic Candida species in
~50% of the fish samples analyzed, reinforcing the need for attention to the role of these
animal food products as potential reservoirs or sources of occupational exposure to

medically relevant yeast.

It’s interesting to highlight that around 70% of the Candida isolates identified in
our study belongs to the groups of critical-priority or high-priority pathogens according
to the Fungal Priority Pathogens List to Guide Research, Development and Public Health
Action released by the World Health Organization [18]. The high prevalence of C.
parapsilosis described in our study is particularly relevant, as this species is showing
increasing antifungal resistance, especially to azoles [19,20]. Furthermore, Pichia
kudriavzevii, which is intrinsically resistant to fluconazole, was also identified in one fish

sample [21]. These findings highlight the potential of fish and related environments to
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harbor clinically relevant yeasts, warranting attention from both a veterinary and public
health perspective. Fortunately, C. auris, a multidrug-resistant yeast capable of surviving

in saline environments [22,23], was not detected in any of the fish samples analyzed.

The fishing environment represents a dynamic interface between aquatic
organisms, their pathogens, and human activities, reinforcing the need for integrated
surveillance of the environment, fish, and food handlers [12]. Additionally, there is no
specific legislation addressing external hand hygiene for fungal pathogens or standardized
methods for the mycological analysis of such products, revealing a critical gap in the

control of pathogenic yeasts in the food industry [24].

Considering the scarcity of investigations addressing Candida species in fish
samples [12,25], our study was conducted in a city with significant fishing activity [26],
thus it is noteworthy that pathogenic Candida species were detected in all three fish
species analyzed (Mugil liza, Menticirrhus americanus , and Pomatomus saltatrix), which
are frequently handled in local fisheries [27]. It is worth noting that during processing,
workers are commonly exposed to skin abrasions and moisture, conditions that favor
fungal colonization and potential transmission. Therefore, the presence of these
opportunistic yeasts in fish highlights the importance of adopting personal protective
equipment and hygienic handling practices to minimize occupational risks. Implementing
control measures, such as the use of gloves, hand disinfection, and environmental
cleaning, can reduce the possibility of fungal spread, and accidental infections among

fishing industry workers [4, 28-30].

Increased surveillance of aquatic environments and fishery products are
necessary, as well as the implementation of hygiene and biosafety measures for food
handlers to reduce the risk of fungal contamination and infection. A recent study
demonstrated a close genetic relationship between C. albicans isolates from humans and
animals, suggesting potential cross-transmission, as shown by multilocus sequence
analyses in wild and farm animals in southern Italy [13]. These findings underscore the
importance of strict hygiene and biosafety measures in handling food and aquatic
environments, emphasizing that continuous preventive practices are essential to minimize
fungal contamination and protect public health. Moreover, few studies have investigated
the occurrence of Candida spp. on the hands and nails of food handlers or in final fishery

products [4,12,15,25,31].
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Although being an unprecedented study, some limitations of this research are
related to the inclusion of samples from only one coastal city, over a short period (five
months), and including only three fish species commercially sold in the area. Moreover,
we could not access the antifungal susceptibility of these isolates, which could also
collaborate in the resistance surveillance. Our results cannot be extrapolated for all fishery
chain, however it a baseline to emphasize the need for continuous monitoring of these
and other fish species, as well as other marine products as sources of Candida spp.

infections.

Furthermore, this study reveals the importance of integrated surveillance
approaches and instigates future studies of mycological investigation of both fish samples
and the hands of fish handlers, in addition to the implementation of continuous education
programs focused on the prevention and management of these clinically and

occupationally relevant mycoses.
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