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RESUMO

REDIGUIERI, B.C. Esporotricose felina no Estado do Espirito Santo - Brasil:
caracteristicas clinico-epidemioldégicas, microbiolégicas e avaliacdo da
acurcia do exame citopatolégico como ferramenta diagnostica. Dissertacédo
(Mestrado). Vitéria: Universidade Federal do Espirito Santo, 2021. 77 p.

A esporotricose € uma micose de implantacdo causada por espécies do complexo
Sporothrix schenckii, que acomete principalmente o tecido cutaneo e subcutaneo de
humanos e animais homeotérmicos. Classicamente, a doenca € adquirida por
inoculacao traumatica do microrganismo no tecido subcutaneo, no contato com solo,
vegetacdo e material em decomposi¢cdo contaminado. A rota alternativa de
transmisséo (zoondtica) ocorre, frequentemente, por arranhadura ou mordedura de
gatos infectados pelo Sporothrix brasiliensis, espécie mais virulenta. A esporotricose
felina € uma doenca endémica no Brasil, incluindo o estado do Espirito Santo (ES),
com crescimento alarmante de casos. O objetivo deste estudo foi verificar os aspectos
clinicos-epidemiol6gicos e microbiol6gicos da esporotricose felina no ES, bem como,
demonstrar o grau de confiabilidade do exame citopatoldgico no diagndéstico da
doenca. De marco de 2019 a abril de 2020, foram avaliados 154 casos suspeitos,
oriundos de varios municipios do ES. Os animais foram examinados e, ap0s o
levantamento de dados clinico-epidemioldgicos, submetidos a coleta de amostras
biolégicas e confeccdo de laminas por imprint, para realizacdo do exame
citopatologico associado a técnica de panético rapido. As laminas foram avaliadas
cegamente por dois pesquisadores. Parte da amostra foi semeada em agar
Sabouraud (ASD) e os isolados de Sporothrix recuperados foram caracterizados
morfologicamente e molecularmente. Dessa forma, os isolados foram identificados por
PCR-espécie-especifica, a partir de um fragmento do gene da calmodulina (CAL). Um
banco digital de imagens de acesso publico foi elaborado empregando a ferramenta
online Padlet, a fim de documentar diferentes tipos de lesdes dos animais e perfis de
laminas positivas. O grau de confiabilidade do exame citopatologico em relacdo a
cultura foi avaliado utilizando a correspondéncia entre observadores por meio do
coeficiente de concordancia de Kappa. Acuracia do metodo foi determinada por meio

do teste de independéncia Qui-quadrado. Dos 154 gatos, a maioria foi composta por



machos (n=109; 70,8%), ndo-castrados (n=132; 85,7%), com habito semidomiciliar
(n=116; 75,3%), de area urbana (n=150; 97,4%) e com tutor responsavel (n=137;
89,0%). A idade média dos animais foi 25,3 meses. Cento e dezesseis (75,3%)
amostras foram positivas na citopatologia para esporotricose, enquanto 121 (78,6%)
foram confirmadas na cultura. A concordancia interobservadores foi alta (coeficiente
de Kappa = 0,96). Os valores de sensibilidade, especificidade, preditivos (positivo e
negativo) e acuracia foram 95,0%, 97,0%, 99,1%, 84,2% e 95,5%, respectivamente.
Todos os isolados de Sporothrix avaliados por ensaio molecular foram identificados
como S. brasiliensis. Concluimos que o exame citopatoldgico por imprint, associado a
técnica do pandtico rapido, demonstrou alto grau de confiabilidade,
independentemente da gravidade do quadro clinico. Ademais, a técnica de PCR
espécie-especifica utilizada foi capaz de identificar S. brasiliensis de forma rapida e
com baixo custo. Por fim, essa espécie parece ser o Unico agente da esporotricose

felina no Estado do ES.

Palavras-chave: esporotricose. Sporothrix. ES. felinos. panotico. PCR espécie-

especifica



ABSTRACT

Sporotrichosis is an implantation mycosis caused by species of the Sporothrix
schenckii complex, which mainly affects the skin and subcutaneous tissue of humans
and homeothermic animals. Classically, the disease is acquired by inoculation of the
microorganism in the subcutaneous tissue, in traumatic contact with contaminated soil,
vegetation, and decomposing material. The alternative route of transmission (zoonotic)
occurs frequently by scratching or biting of cats infected with Sporothrix brasiliensis, a
more virulent species. Feline sporotrichosis is an endemic disease in Brazil, including
the state of Espirito Santo, with an alarming increase in cases. The objective of this
study was to verify the clinical-epidemiological and microbiological aspects of feline
sporotrichosis in ES, as well as to demonstrate the degree of reliability of the
cytopathological examination in the diagnosis of the disease. From March 2019 to April
2020, 154 suspicious cases from several municipalities in ES were evaluated. The
animals were examined and, after collecting clinical-epidemiological data, subject to
the collection of biological samples and making slides by imprint, to perform the
cytopathological examination associated with the quick panoptic technique. The slides
were blindly assessed by two researchers. Part of the sample was sown on Sabouraud
agar (ASD) and the recovered Sporothrix isolates were morphological and molecularly
characterized. The isolates were identified by species-specific PCR targeting a
fragment of the calmodulin gene (CAL). A digital public image bank was created using
the online tool Padlet, to document different types of animal injuries and positive slide
profiles. The degree of reliability of the cytopathological examination concerning the
culture was assessed using the degree of agreement between observers. The degree
of agreement was defined by the Kappa agreement coefficient. Accuracy parameters
of the method were determined using the Chi-square independence test. Of the 154
cats, the majority were male (n = 109; 70.8%), non-neutered (n = 132; 85.7%), of semi-
household habit (n = 116; 75.3%), of urban area (n = 150; 97.4%) and with responsible
guardian (n = 137; 89.0%). The average age of the animals was 25.3 months. One
hundred and sixteen (75.3%) samples were positive in cytopathology for
sporotrichosis, while 121 (78.6%) were confirmed in the culture. The interobserver
agreement was high (Kappa coefficient = 0.96). Sensitivity, specificity, predictive

(positive and negative) and accuracy values were 95.0%, 97.0%, 99.1%, 84.2% and



95.5%, respectively. All Sporothrix isolates evaluated by molecular assay were
identified as S. brasiliensis. We concluded that the cytopathological examination by
imprint, associated with the quick panoptic technique, demonstrated a high degree of
reliability, regardless of the severity of the clinical condition. Furthermore, the species-
specific PCR technique used was able to identify S. brasiliensis quickly and at a low
cost. Finally, this species seems to be the unique agent of feline sporotrichosis in the
State of ES.

Keywords: sporotrichosis. Sporothrix. ES. feline. panoptic. PCR species-specific.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO HISTORICO DA ESPOROTRICOSE

A esporotricose € uma doenca infecciosa fungica que acomete, principalmente,
o0 tecido cutdneo e subcutaneo de seres humanos e animais homeotérmicos
(RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2015). A doenca foi observada e descrita pela
primeira vez no final do século XIX, em 30 de novembro de 1896, pelo médico
americano Benjamin Robinson Schenck. A descricdo relatava um caso clinico de
paciente com lesdo cutanea no dedo da mao, com disseminacao por via linfatica para
o braco, no Hospital Johns Hopkins, Baltimore, Estados Unidos da América (EUA)
(SCHENCK, 1898; ESPINEL-INGROFF, 1996). Posteriormente, o microrganismo
isolado das lesdes do paciente foi enviado ao micologista do Departamento de
Agricultura de Washington, EUA, Dr. Erwin F. Smith, o qual classificou o fungo como
pertencente ao género Sporotrichum, que foi descrito por Link em 1809
(CARMICHAEL, 1962).

Por volta de 1900, Hektoen e Perkins também relataram um caso clinico cujo
agente etioldgico isolado era idéntico, morfolégica e fisiologicamente, ao descrito por
Schenck, classificando-o como Sporothrix schenckii (HEKTOEN; PERKINS, 1900).
Durante anos houve certa discordancia entre autores em relacao a classificacdo do
agente. ApOs analise taxondmica aprofundada, Carmichael (1962) sugeriu a
manutencdo do termo Sporothrix schenckii, que somente ap6s 1973 reapareceu em
publicagbes e passou a ser aceito e aplicado pela comunidade cientifica (NICOT;
MARIAT, 1973). Atualmente, S. schenckii compreende um complexo de espécies
cripticas causadoras da esporotricose, as quais serdo abordadas mais adiante
(RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2015).

Em 1903, De Beurmann e Ramond identificaram o primeiro caso humano de
esporotricose na Franca. Cerca de 200 outros casos foram relatados na regido de
Paris e outras provincias. Apos 1920, os casos se tornaram escassos ha Europa, mas
aumentaram em outras partes do mundo por meio de surtos epidémicos (DAVIS,
1996).
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No Brasil, a esporotricose foi descrita pela primeira vez em 1907 em S&o Paulo,
por Lutz e Splendore, quando relataram a ocorréncia espontéanea de casos em
humanos e ratos, além de demonstrarem a infeccao experimental em animais (LUTZ;
SPLENDORE, 1907).

De acordo com De Beurmann e Mackenna (1912) e Meyer (1915), havia
ocorréncia esporadica de esporotricose em equinos nos EUA em 1910. Segundo
Oliveiraetal. (1981), de 1907 a 1981, foram relatados no Brasil casos de esporotricose
em ratos, equinos, muares, asininos, bovinos, cées e gatos. Mais raramente, foram
descritos, também em tatus, insetos, passaros e outros roedores, como potenciais
transmissores da doenca para humanos (REED et al., 1993; RODRIGUES et al.,
2014).

O primeiro surto de esporotricose foi descrito em Joanesburgo, Africa do Sul,
envolvendo 14 trabalhadores de uma mina de ouro (PIJPER; PULLINGER, 1927).
Duas décadas depois, Helm e Berman relataram a ocorréncia do maior surto ja
registrado naquele pais, com cerca de 3.000 mineiros contaminados apds leséo
traumatica no contato com as madeiras ndo tratadas, usadas para sustentacdo das
escavacoes (QUINTAL, 2000). Posteriormente, foram relatados muitos casos da
doenca no continente africano, principalmente no Zimbabue, na Nigéria e no Sudéao.
No entanto, essa casuistica ndo foi claramente registrada devido a escassez de
laboratorios de micologia locais (CHAKRABARTI et al., 2014).

Na China, a esporotricose tem sido relatada por todo o pais desde o primeiro
caso identificado em 1916 (CHEN et al., 2018). A partir de entdo, mais de 4.000 casos
foram descritos na literatura chinesa e internacional, ocorrendo em quase todas as
provincias, com destaque para Jilin, no nordeste do pais. Entretanto, a incidéncia
exata da doencga € desconhecida. Nos ultimos 40 anos, inUmeros casos tém sido
diagnosticados, incluindo surtos sazonais em trabalhadores rurais infectados durante
os periodos de colheita de milho, apds lesdo traumatica com a palha contaminada
(SONG et al.,, 2013; CHAKRABARTI et al., 2014; RODRIGUES; FERNANDES;
CAMARGO, 2017).

Na Europa, diversos autores também observaram a ocorréncia da doenca em

paises como Bélgica, Suica, Austria, Alemanha, Espanha, Itélia, Inglaterra, Irlanda e
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Croacia, demonstrando o carater de ocorréncia global da doenca. Apds a década de
20, essa casuistica recuou significativamente neste continente (DE BEURMANN;
MACKENNA, 1912; SYMMERS, 1968; BONIFAZ, VAZQUEZ-GONZALEZ;
PERUSQUIA-ORTIZ, 2010; CHAKRABARTI et al., 2014). Em meados da década de
80, dois casos humanos foram relatados na regido do Mediterraneo, em Barcelona,
Espanha (VENTIN et al., 1987). Segundo Barile et al. (1993), a Italia teve um
importante papel na ecoepidemiologia da esporotricose na Europa. Durante os 30
anos anteriores, foram registrados 58 casos humanos, a maioria na regido de Apulia,
enquanto no mesmo periodo, somente 55 casos ocorreram por todo o restante do
continente. Outros casos de esporotricose tém sido reportados na Italia (BARONI et
al., 2007; CRISEO et al., 2008; GIUFFRIDA et al., 2020; MONNO et al., 2020). Em
2009, um caso autéctone de esporotricose cutanea foi registrado na Franca
(MAGAND et al., 2009). No mesmo ano, em Portugal, foi diagnosticado um caso
humano de esporotricose com envolvimento de S. mexicana, provavelmente
importado da Malasia. Além disso, foi registrado um caso autdctone causado por S.
globosa (DIAS et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2014).

Em relacdo ao continente americano, em 1988, nos EUA, houve um grande
surto de esporotricose humana acometendo 84 pessoas, provenientes de 15 estados.
O surto envolveu pessoas que trabalhavam na embalagem de sementes de coniferas,
na Pensilvania, para o envio a outros estados. No processo de embalagem, foram
utilizados musgos colhidos em Wisconsin contaminados com S. schenckii (CDC -
USA, 1988, Acesso em: 10 maio. 2020). Ainda nos EUA, outro surto foi observado no
inicio dos anos 90, em pessoas que entraram em contato com fardos de feno
contaminados, utilizados como enfeites de Halloween. O feno contaminado também
foi relacionado a outros trés relatos de casos anteriores (DOOLEY; BOSTIC;
BECKIUS, 1997). Na Flérida, mais tarde, nove trabalhadores de trés empresas de
jardinagem desenvolveram esporotricose. Nestes casos, o principal fator de risco
relacionado foi a manipulagdo de musgo na montagem de plantas ornamentais
(HAJJEH et al., 1997).

1.2 BIOLOGIA E TAXONOMIA DO GENERO SPOROTHRIX

Sporothrix € um fungo ascomiceto, termodimaérfico, que varia de acordo com o

nicho ecoldgico, frequéncia, distribuicdo e viruléncia (TELLEZ et al., 2014). Pertence
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a ordem Ophiostomatales, classe Sordariomycetes, familia Ophiostomataceae
(GUARRO; GENE; STCHIGEL, 1999; RODRIGUES, 2010). Dentre as espécies
pertencentes ao género, Sporothrix schenckii é considerado o patdégeno mais
importante, podendo ser encontrado naturalmente em plantas, matéria organica em
decomposicéo, solo rico em celulose e excrementos de animais. Sobrevive e reproduz
em ambientes com pH entre 3,5 e 9,4, temperatura média de 31°C e umidade relativa
acima de 92% (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 2006).

Sporothrix schenckii é caracterizado fenotipicamente como bolores (forma
filamentosa) a 25-30°C, com coldnias de textura geralmente lisa em agar Sabouraud
dextrose (ASD), variando com coloracdo branca-acinzentada, podendo apresentar
colénias marrom-enegrecidas e enrugadas com o passar do tempo.
Micromorfologicamente, esta forma filamentosa é composta por varias hifas hialinas,
finas e septadas, associadas a conidios sésseis e soltos, ovoides, ou conidios
simpodiais agrupados em conidioéforos terminais, conferindo o aspecto de “margarida”
(Figura 1A). Pode ser observado, ainda, presenca de conidios sésseis demaceos, que

podem ser encontrados dispostos ao longo de toda a hifa (KAUFFMAN, 1999).

A 35-37° C, temperatura corpérea da maioria dos mamiferos, assume a forma
parasitaria, apresentando estruturas leveduriformes que podem ser observadas no
exame micologico direto (EMD), assumindo formas ovais a arredondadas, com a
presenca de halo externo (parede celular). As leveduras podem, ainda, ser alongadas
em formato de “charuto”, medindo aproximadamente 4 a 6 um de didmetro (Figura
1B). Em meio agar infusdo de cérebro e coracao (BHI), podemos observar col6nias
com aspecto branco pastoso ao amarelo acinzentado, semelhante a uma colbnia
bacteriana (HOWARD, 1961; RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2018).

A identificacdo de espécies em fungos, antes do desenvolvimento das técnicas
moleculares modernas, era baseada apenas no método de observacdo minuciosa de
caracteristicas macro e micromorfolégicas, fenotipicas e bioquimicas. O emprego da
abordagem molecular, com a caracterizacdo e a diferenciacdo em nivel de DNA,
propiciou o surgimento de muitas espécies novas dentro do género Sporothrix (DE
HOOG et al., 2015).



19

1A B ¢ P T 0

-

' . .
L4 ¢ L7
\t 8 N 2 . e’
2 i S “ o' .. ® o®.
C TV S D
B 3% | ’
(’t“" v . » ..
§ o5 % .
51 ¢ ' s Oy
L " = 0 e,
5 P e *

Figura 1 — Micromorfologia de S. schenckii: forma filamentosa (25°C) com hifas finas e septadas, com
conidios simpodiais, agrupados em conidiéforos terminais com aspecto de “margarida” (setas);
coloragdo lactofenol azul de algoddo, aumento 40X. (1A); estruturas leveduriformes (37°C) ovais,
arredondadas ou alongadas em formato de “charuto”; coloragéo lactofenol azul de algodao, aumento
100X; (1B; GEORG, 1964).

Até recentemente, S. schenckii parecia ser uma Unica espécie, apesar de
serem observadas linhagens genéticas distintas. De Beer et al. (2003), analisando
filogeneticamente cepas de Ophiostoma stenoceras, um fungo sapréfito bem
conhecido, conjuntamente com S. schenckii, identificaram a probabilidade de existir

mais de uma espécie em S. schenckKii.

Posteriormente, Marimon et al. (2006, 2007), por meio de técnicas moleculares,
baseadas no sequenciamento genético de trés diferentes loci (quitina sintase, B-
tubulina e calmodulina), estudaram isolados de Sporothrix de diferentes regides do
mundo. Os resultados demonstraram a existéncia de um complexo de espécies,
denominado “complexo Sporothrix schenckii”. Este foi dividido em cinco principais
clados agrupados filogeneticamente e que diferiam quanto a prevaléncia em
diferentes regibes geograficas (Figura 2). Dentre eles, i) clado I, com isolados
provenientes do Brasil, sendo, posteriormente, denominados Sporothrix brasiliensis;
i) clado Il (S. schenckii sensu stricto), basicamente com isolados das Ameéricas,
subdividido em subclado lla (EUA e América do Sul: Argentina, Bolivia, Colémbia,
Peru e Venezuela) e IIb (cepas provenientes do Peru, Argentina e um unico isolado
da Africa do Sul); iii) clado Ill, compreendendo isolados de ampla distribuicéo

geografica (China, india, Italia, Japdo, Espanha e EUA), conhecidos como Sporothrix
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globosa, com relevancia médica importante nos paises asiaticos; iv) clado IV, com
isolados ambientais do México, chamados de Sporothrix mexicana e v) clado V,
agrupando isolados ambientais da Inglaterra e Alemanha, identificados como
Sporothrix albicans. Esta Ultima espécie foi, posteriormente, renomeada Sporothrix
pallida, um microrganismo pouco patogénico, raramente associado a casos clinicos
(MORRISON et al., 2013; MOUSSA et al., 2017).

Em 1956, Ajello e Kaplan isolaram uma variante de Sporothrix de um paciente
humano na Africa do Sul, & qual deram o nome de S. schenckii var. luriei (AJELLO;
KAPLAN, 1969). Marimon et al. (2008), por meio de analises molecular, morfologica e
fisiolégica, identificaram diferencas significativas entre S. schenckii e a variante
isolada por aqueles pesquisadores, propondo sua reclassificacio como uma nova

espécie, Sporothrix luriei, também incluida no complexo S. schenckii.

Atualmente, conforme mostra a Figura 3, o género Sporothrix é dividido em
dois principais clados, o clinico e o ambiental. No “clinico”, denominado complexo S.
schenckii, foram alocadas as espécies de maior importancia médica humana e animal,
dentre elas: i) S. brasiliensis, comumente associada a esporotricose felina e a
transmissdo zoondtica, ii) S. schenckii sensu stricto e S. globosa, frequentemente
relacionada a esporotricose sapronética, principalmente na China e iii) S. luriei
(RODRIGUES et al., 2013; LIU; ZHANG; ZHOU, 2014). O “clado ambiental’
compreende as demais espécies, sendo estas ndo patogénicas, ou raramente
relacionadas a casos de esporotricose em humanos e animais. Dentre elas, i)
espécies do chamado complexo S. pallida, como S. mexicana, Sporothrix chilensis,
originaria do Chile, e, recentemente, identificada também no Brasil, e ii) Sporothrix
humicola, publicada como agente do primeiro caso de esporotricose felina no Reino
Unido em 2020 (ZHOU et al., 2014; RODRIGUES et al., 2016; MAKRI et al., 2020;
VALERIANO et al., 2020).

1.3 EPIDEMIOLOGIA DA ESPOROTRICOSE NO MUNDO

A esporotricose € uma micose de distribuicdo cosmopolita, com prevaléncia

variada entre os continentes, sendo mais frequente em regides de clima tropical e
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Figura 2 — Arvore filogenética agrupando os cinco principais clados do género Sporothrix, baseada no
sequenciamento do gene da calmodulina. Fonte: Adaptada de Marimon et al. (2007).
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Figura 3 — Representacdo das relacdes filogenéticas entre os membros dos clados “clinico” e
“ambiental” do género Sporothrix, baseadas no sequenciamento do gene da calmodulina. Fonte:
Adaptada de Orofino-Costa et al. (2017).

subtropical (QUEIROZ-TELLES et al., 2011; ROMEO; SCORDINO; CRISEO, 2011;
RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2015; RIOS et al., 2018; KAMAL AZAM et al.,
2020).

A doenca possui duas principais rotas de transmissdo, a rota classica
sapronodtica e a rota alternativa, que pode ser horizontal (animal — animal) ou zoonética
(animal — homem). A rota classica ocorre principalmente por inoculacdo do fungo no
tecido subcutaneo, através de traumas causados pelo contato com solo, plantas e
matéria organica em decomposicdo. Nestes casos, comumente estdo relacionadas a
atividades laborais ou de lazer como jardinagem, floricultura e agricultura (LARSSON
et al., 1989; RIOS et al., 2018; QUEIROZ-TELLES; BUCCHERI; BENARD, 2019;
CARVALHO et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020; ROSSOW et al., 2020; SHARMA
et al., 2021). Além de casos de esporotricose humana, a esporotricose adquirida de

fontes ambientais também ja foi descrita em diversas outras espécies de animais, tais
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como cdaes, gatos, cavalos, camelos, golfinhos, passaros, ratos e tatus (PEREIRA,
GREMIAO; MENEZES, 2015; MOUSSA et al., 2017; RODRIGUES; FERNANDES;
CAMARGO, 2017; RODRIGUES et al., 2020). A rota alternativa de transmissao ocorre
frequentemente por arranhadura ou mordedura de animais infectados, em especial,
gatos domésticos. Neste caso, médicos-veterinarios e seus auxiliares, além dos
tutores de animais, tém maior risco de contaminacdo (BRAVO, 2012; RODRIGUES et
al., 2020). De acordo com Falqueto, Maifrede e Ribeiro (2012), é possivel, apesar de
rara, a transmissdo indireta por meio do contato com objetos contaminados com
exsudato das lesbes dos gatos com esporotricose, ou ainda, por inalacdo de
propagulos fungicos, possivelmente devido a alta carga fungica tecidual nos gatos

infectados.

A esporotricose pode ter apresentacdes clinicas cutédneas e extracutaneas
dependendo da rota de infecgéo, da resposta imune do hospedeiro e da quantidade
de material inoculado. A esporotricose cutanea, pode ser classificada como cutaneo—
localizada, cutaneo-disseminada por multiplas inocula¢des ou linfo-cutanea, sendo
esta ultima forma a mais frequentemente observada, cerca de 80% dos casos
humanos (CAMPOS; ARENAS; CORONADO, 1994; LOPES-BEZERRA,
SCHUBACH; COSTA, 2006). A forma extracutanea pode se desenvolver em mucosas
(nasal e ocular) e, ainda, pode se disseminar sistemicamente, por via hematogénica,
com acometimento osteoarticular, neurolégico e pulmonar (GORDHAN et al., 2001;
OROFINO-COSTA et al., 2017; LING et al., 2018; LACERDA FILHO et al., 2019). Ha
ainda, as formas imunorreativas, como eritema nodoso, eritema multiforme, artrite
reativa e sindrome de Sweet. Essas formas sdo causadas por uma resposta imune
exacerbada do hospedeiro contra o fungo (GALHARDO et al., 2002; OROFINO-
COSTA et al.,, 2010 FREITAS et al., 2012).

Na Ameérica Latina, a prevaléncia estimada da esporotricose humana varia
entre 0,1 e 0,5% em paises como Brasil, Coldmbia, Costa Rica, Guatemala, México e
Uruguai. Na Argentina, Equador e Panama, esta taxa € bem menor, de 0,01 a 0,02%.
No Chile, a doenca € bastante rara. Em algumas regibes do continente latino-
americano, a esporotricose ocorre com maior frequéncia nas estacées quentes e
umidas, enquanto que no México, os picos de incidéncia se concentram nas épocas
mais frias e secas do ano (DIAZ, 1989; BUSTAMANTE; CAMPOS, 2001; QUEIROZ-
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TELLES et al., 2011; CAMACHO et al., 2015; BONIFAZ; TIRADO-SANCHEZ, 2017;
ETCHECOPAZ et al., 2020;). De acordo com Zhang et al. (2015), Brasil, China e Africa

do Sul sé@o considerados endémicos, registrando alta incidéncia.

No Brasil, até meados dos anos 90, havia registros de casos de esporotricose
humana esporadicos, sendo a maioria homens em area rural, com historico de
manipulacdo de solo e matéria organica, caracterizando a forma classica de
transmissdo da doenca, prevalente na maioria dos outros paises (ROSA et al., 2005).
No final dessa década, os casos de esporotricose felina no Brasil ainda apresentavam
baixa frequéncia, apenas surtos ndo muito expressivos, controlados e de rapida
resolucdo, documentados em Séo Paulo e no Rio Grande do Sul (MARQUES et al.,
1992; MADRID et al., 2010). Entre 1987 a 1997, somente 13 casos humanos haviam
sido registrados no Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas (IPEC), no Rio de
Janeiro. A partir do ano seguinte, houve uma explosédo de casos de esporotricose
felina, iniciando, concomitantemente, uma epidemia em humanos. Até 2004, ja haviam
sido registrados 759 casos em humanos, 1.503 casos em gatos e 64 em caes
(SCHUBACH; BARROS; WANKE, 2008). A cidade do Rio de Janeiro, entao,
hiperendémica, registrou aproximadamente 5.000 casos humanos até 2015 e 5.113
casos felinos até 2018 (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015; GREMIAO et al.,
2020b). Desde entdo, uma somatéria de fatores tais como, baixas condicbes
socioeconbmicas e higiénico-sanitarias, superpopulacdo humana e de felinos, além
de uma possivel adaptacdo do fungo ao corpo dos gatos (principalmente unhas,
saliva, mucosa oral e nasal) resultaram no inicio da maior epidemia mundial de
esporotricose felina e, consequentemente, humana (SCHUBACH et al., 2002;
BOECHAT et al., 2018; COSTA et al., 2019; ALZUGUIR et al., 2020; PAIVA et al.,
2020; GREMIAO et al., 2020b). Até o momento, o estado do Rio de Janeiro permanece
hiperendémico, com ndmeros assustadores da doenca (GREMIAO et al., 2017,
2020a, 2020b; LOPES-BEZERRA et al., 2018; MACEDO-SALES et al., 2020;
FALCAO et al., 2020; GONSALES et al., 2020).

Dentre as espécies de animais com risco de adoecerem, os gatos domésticos
parecem ser 0s mais suscetiveis, apresentando formas mais graves da doenca. Esses
animais apresentam um maior potencial de participacdo na cadeia de transmissao

zoonotica, em virtude da relacdo intima com as pessoas (RODRIGUES; DE HOOG,;
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CAMARGO, 2018; MACEDO-SALES et al., 2018a). Além desta, outras caracteristicas
podem favorecer a transmissao gato-homem e gato-gato. Dentre elas, podemos citar:
i) presenca de alta carga fungica em lesdes, unhas, pele, pelos, cavidades nasal e
oral; ii) habitos externos junto a natureza, como subir em arvores ou arvoredos,
enterrar suas fezes, sair de casa para cacar, disputar territorios; e iii) encontrar
parceiros na fase reprodutiva, sendo esta Ultima responsavel por brigas agressivas e
lesbes por arranhadura e/ou mordedura, disseminando a doenca entre eles
(SCHUBACH et al.,, 2002; MONTENEGRO et al., 2014; RODRIGUES; DE HOOG;
CAMARGO, 2018). Gatos saudaveis colonizados pelo Sporothrix, principalmente em
unhas e mucosa oral, também parecem ter algum papel na epidemiologia da
esporotricose, apesar de menos significativos que 0s animais apresentando
clinicamente a doenca (BORGES et al., 2013; MACEDO-SALES et al., 2018a). Hoje,
a esporotricose felina é relatada por todas as macrorregides do territério nacional, em
quase todos os estados, com destaque para regido sudeste, além de Rio Grande do
Sul e Alagoas (GREMIAO et al., 2020b). A casuistica da esporotricose felina, dentro
dos estados, é bastante variada, e, de maneira geral, acompanha as taxas de

incidéncia e distribuicdo da esporotricose humana (RODRIGUES et al., 2020).

Mesmo com a ocorréncia de um surto crescente em varios estados no Brasil,
nao ha um programa unico, em nivel nacional, para o controle da esporotricose felina.
Apesar da epidemia no Rio de Janeiro ter iniciado ha mais de duas décadas, a doenca
em felinos ainda ndo esta contemplada na lista oficial de doencas de notificacédo
compulséria nacional (BRASIL, 2020). Alguns estados e municipios implantaram
diferentes protocolos e processos para atuacdo no controle da doenca. No Estado do
Rio de Janeiro, a esporotricose humana passou a ser notificada somente a partir de
2013 (RIO DE JANEIRO, 2013). Em 2018, foi implantado em Belo Horizonte — Minas
Gerais, o protocolo municipal, com diagndstico e tratamento de casos humanos e
investigacdo de casos em animais (BELO HORIZONTE, [s.d.]. Acesso em: 20 maio.
2020). Outras cidades e estados também realizam atividades de vigilancia, como o
municipio de Sao Paulo (BORGES et al., 2013).

No Estado do Espirito Santo (ES), pouco se sabe sobre a epidemiologia da
esporotricose humana e animal. Em estudo realizado entre 2005 e 2012, no Servigo
de Doencas Infecciosas do Hospital Universitario Cassiano Antonio Moraes (HUCAM),
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em Vitéria — ES, em uma reviséo de trés décadas (1982 a 2012), Caus et al. (2019)
demonstraram que a esporotricose humana tinha caracteristicas de doenca de
transmissao sapronotica classica, rural, tendo sido registrados, 171 casos humanos.
Falqueto, Maifrede e Ribeiro (2012) relataram o primeiro surto de esporotricose no
estado, envolvendo trés casos de esporotricose em uma mesma familia. O caso
ocorreu em uma regiao rural do estado, provavelmente transmitidos por contato com
exsudato de lesdes de um gato doente. Mais tarde, estes isolados foram identificados
molecularmente por Oliveira et al. (2013) como S. brasiliensis. Araujo et al. (2015)
identificaram molecularmente S. schenckii sensu stricto em 12 casos humanos. Nesse
mesmo estudo, 5 isolados recuperados, com histérico de contato com felinos, foram
caracterizados como S. brasiliensis, assim como uma amostra isolada de um gato.
Em 2016, Medeiros e colaboradores descreveram um relato de caso de transmisséo
zoonotica com desenvolvimento de esporotricose cutanea disseminada em paciente

humano imunocompetente.

Em 2016, um aumento na ocorréncia de casos suspeitos em animais foi
observado na regido sul-litoranea do estado, segundo relatos de médicos veterinarios
de municipios como Piima e Anchieta. Recentemente, os Centros de Controle de
Zoonoses (CCZ) de grande parte do ES, incluindo a Grande Vitéria, bem como o
servico veterinario privado, tém notado um crescimento alarmante de casos da doenca
em felinos (dados n&o publicados). Da mesma forma, ha relatos de um aumento no
atendimento a pacientes humanos suspeitos e confirmados com esporotricose no
servico publico de saude, geralmente relacionados a historico de contato prévio com
animais com lesdes semelhantes. A incidéncia real de casos humanos e animais no
ES é incerta, visto que, somente em 2020 a esporotricose humana passou a ser de
notificagdo compulsoria estadual (ESPIRITO SANTO, 2020). No entanto, a partir da
elaboracdo de um modelo de formulario eletrénico (FormSUS) especifico, criado em
2018, a Secretaria Estadual de Saude (SESA-ES) vem recebendo registros de casos
suspeitos de esporotricose animal de muitas regides do estado. Até janeiro de 2021,
foram 752 casos notificados, sendo 740 gatos e 11 caes. Dentre os municipios de
notificacdo estéo: Anchieta, Aracruz, Cariacica, Castelo, Domingos Martins, Fundéo,
Guarapari, Ibiracu, Itapemirim, Linhares, Marataizes, Mimoso do Sul, Nova Venécia,
Santa Teresa, Serra, Viana, Vila Valério, Vila Velha e Vitéria (ESPIRITO SANTO,
[s.d.]. Acesso em: 31 janeiro. 2021). Atualmente, de acordo com Cruz-Bahiense
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Rocha et al. (2020), a esporotricose no ES parece ter assumido um carater urbano
epidémico, com significativa expansédo de ocorréncia da esporotricose causada

principalmente por S. brasiliensis.

A vigilancia dos felinos domésticos, portanto, € parte indispensavel do controle
da transmissé@o zoondtica da esporotricose e impacta diretamente na ocorréncia de
casos humanos e no controle da disseminacéo fungica entre animais e o ambiente.
Apesar da crescente epidemia de esporotricose felina no estado do ES, informacdes
a respeito da doenca sédo pouco difundidas, tanto entre clinicos quanto em relagéo a
populacédo geral, o que dificulta o diagndstico e o manejo terapéutico da doenca. Além

disso, pouco se conhece em relacdo a esporotricose felina no nosso estado.
1.4 DIAGNOSTICO CLINICO-LABORATORIAL DA ESPOROTRICOSE FELINA

O diagnostico clinico-epidemiologico da esporotricose felina € baseado nos
achados clinicos, associados ao historico epidemiolégico. Isso geralmente inclui fugas
recentes ou brigas, frequentemente envolvendo machos adultos, sem raca e nao —
castrados (PEREIRA et al., 2014). Clinicamente, os gatos podem apresentar uma
infeccdo subclinica, mas que na maioria das vezes evoluem para a forma cutaneo-
disseminada, com multiplas lesdes, predominantemente em face e patas, podendo
ocorrer acometimento sistémico fatal (GREMIAO et al., 2014). Inicialmente, as lesdes
sao papulares, evoluindo para aspecto gomoso e, entao, ulcerado, com presenca de
exsudato serossanguinolento (LARSSON, 2011). E comum a presenca de lesées em
mucosa nasal, podendo haver comprometimento linfatico na forma de linfangite e
linfadenite (SCHUBACH et al., 2004). Sinais extracutaneos, principalmente espirros,
dispneia e secrecdo nasal sdo bastante comuns e, quando presentes, sao associados
a falha terapéutica e a 6bito (GREMIAO et al., 2014).

O diagnéstico laboratorial preciso e precoce € de suma importancia, visto que
o0 aspecto clinico das lesdes cutaneas nos gatos pode ser semelhante a outras
manifestacbes dermatoldgicas como micobacteriose, criptococose, histoplasmose,
neoplasias e leishmaniose cutanea (RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2018).

O padrao-ouro para diagndstico laboratorial da esporotricose é a cultura

fungica, com isolamento e identificacdo do microrganismo a partir de amostras clinicas



28

coletadas de lesbes de pele, abcessos, escarro, pus, sangue, dentre outros
(KAUFFMAN et al., 2007). No entanto, a cultura ndo é 100% sensivel e pode ser
influenciada por mé coleta ou transporte inadequado das amostras clinicas, bem como
pela presenca de microrganismos contaminantes (SILVA et al., 2018). Os espécimes
clinicos sdo semeados em meios de cultura especificos, como ASD acrescidos de
cloranfenicol e Agar MYC, com posterior incubacdo a 25° e 37°C, além do Agar
Infusdo de Cérebro e Coracédo (BHI), incubado a 37°C (LARSSON, 2011). Cerca de
89% dos casos, o isolamento do fungo é concluido dentro de oito dias, mas em
algumas amostras, pode haver demora de até quatro semanas para ocorrer 0
crescimento do fungo (PAPPAS et al., 2000).

A citopatologia para o diagndstico de esporotricose humana, por exame
micoldgico direto (EMD), utilizando solugbes de hidroxido de potassio (KOH),
apresenta uma sensibilidade e especificidade muito baixa, com raras ou nenhuma
estrutura de Sporothrix. Esses resultados sdo mais satisfatorios em pacientes
imunossuprimidos (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011). Segundo Orofino-Costa et al.
(2017), imprints de secrecdo purulenta ou biépsia, corados com corante de Giemsa,

aumentam a sensibilidade do teste em humanos.

Por outro lado, o EMD submetido a técnicas de coloracdo de Gram, Pandtico
Réapido, Wright, Giemsa ou Rosenfeld, é mais sensivel em animais, particularmente
em felinos. Geralmente, os felinos com esporotricose apresentam altas concentragdes
de células fungicas nas lesdes teciduais, podendo ser observadas, na maior parte das
vezes, diversas estruturas leveduriformes, intra ou extracelulares, ovaladas,
arredondadas ou em formato de “charuto” (LARSSON, 2011).

O método Pandtico Rapido, uma técnica de coloracdo do tipo Romanowsky,
similar ao DiffQuik, é bastante comum nas clinicas veterinarias devido a sua
praticidade, ao seu baixissimo custo e ao 6timo rendimento, considerando que com
um kit de coloracédo € possivel corar em torno de 1000 laminas (CLINKENBEARD,
1991; PANOTICO RAPIDO: « LABORCLIN, [s.d.]; WELSH, 2003). Em felinos, este
tipo de exame diagndstico apresenta sensibilidade de 52,6 a 87%, quando comparado
ao exame padrédo-ouro (PEREIRA et al., 2011; SILVA, et al., 2015, 2018; MACEDO-

SALES et al., 2018a). No entanto, o tratamento com antifingicos em doses elevadas
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parece interferir negativamente na sensibilidade deste método diagnéstico (MACEDO-
SALES et al., 2018b).

O exame histopatologico tem sido uma boa alternativa diagnostica para a
esporotricose em felinos, sendo rapida, barata e acessivel. Através de biopsia de
lesBes cutaneas é possivel observar células leveduriformes nos tecidos, bem como
avaliar o nivel e o tipo de resposta inflamatoria local (MIRANDA et al., 2013). O uso
de técnicas de histoquimica, como a coloracéo prata de Grocott, 0 acido periodico de
Schiff, azul Alciano e métodos de imuno-histoquimica combinados, aumentam a
sensibilidade diagnodstica do exame histopatologico (MARQUES et al.,, 1992;
MIRANDA et al., 2013; BAZZI et al., 2016; SILVA et al., 2018). No entanto, essa
técnica € mais laboriosa que o Pandtico Rapido (SILVA, G. M. et al.,, 2018;
GONSALES et al., 2019).

Kano et al. (2005) desenvolveram uma técnica de identificacdo de DNA
diretamente das amostras de bidpsia, possibilitando resultados mais rapidos e
confiaveis no diagndstico da esporotricose felina. No entanto, ndo é uma ferramenta

acessivel nos laboratoérios de rotina.

Outra técnica, que também possibilita o diagndéstico de esporotricose felina, é
a citoinclusdo em blocos (cell-block), associada a punc¢éo aspirativa com agulha fina.
Entretanto, requer maior estrutura laboratorial e € mais cara, quando comparada ao
exame citopatoldgico convencional associado ao Panético Rapido (GONSALES et al.,
2019).

Testes soroldgicos, baseados na deteccao de imunoglobulinas IgG, podem ser
utilizados no diagnéstico e no monitoramento da resposta terapéutica da esporotricose
felina. Ademais, podem ser aplicados na distingcao entre infeccdes recentes e tardias,
sendo fundamentais nos inquéritos de acompanhamento da prevaléncia e de taxas de
transmissdo da doenca numa populacdo (BAPTISTA et al., 2020). Fernandes et al.
(2011) desenvolveram um ensaio de imunoabsorcdo enzimatica (ELISA) para
deteccgdo de anticorpos anti-Sporothrix em soro de felinos, utilizando um antigeno de
parede celular purificado (SsCBF). Os autores demonstraram alta sensibilidade
(90,0%) e especificidade (96,0%) do ensaio. Atualmente, ha testes soroldgicos

validados, comercialmente disponiveis para o diagndstico da esporotricose humana e
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felina. No entanto, além do custo elevado, quando comparados ao exame
citopatologico, as dificuldades de contencdo fisica e os riscos de acidentes por
arranhadura e mordedura, no procedimento de coleta de soro, podem inviabilizar essa

opcao diagndstica nos gatos (GREMIAO et al., 2020a).

Dentre as técnicas diagnosticas abordadas acima, nenhuma possibilita a
identificacdo das espécies de Sporothrix. Ademais, somente a cultura fungica permite
0 isolamento do microrganismo para sua posterior caracterizacdo morfolégica e
molecular (RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2014; RODRIGUES et al., 2020).
As diferencas morfoldgicas entre espécies de Sporothrix sdo muito sutis, o que torna
inviavel a identificacdo desses microrganismos baseada apenas nessas
caracteristicas. Outro fator importante € que as caracteristicas fenotipicas podem
sofrer modificacdes de acordo com fatores externos, ou apds microcultivos seguidos,
podendo induzir ao erro (OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES; DE HOOG,;
CAMARGO, 2013; CAMACHO et al., 2015). No entanto, novas ferramentas
moleculares tém sido desenvolvidas para a identificagdo de espécies de Sporothrix,
tais como: i) polimorfismo no comprimento de fragmentos de restricdo de DNA (PCR-
RFLP) direcionada para genes estruturais como calmodulina (CAL), ii) PCR espécie-
especifica, iii) amplificacdo em circulo rolante (RCA), iv) PCR em tempo real, V)
polimorfismo de DNA amplificado ao acaso (RAPD), usando o primer universal T3B,
vi) sequenciamento da regido ITS do DNA ribossomal, vii) PCR com alvo no gene da
topoisomerase I, viii) polimorfismo no comprimento de fragmentos amplificados
(AFLP) e ix) PCR fingerprinting usando o Microssatélite M13 (LOPEZ-ROMERO et al.,
2011; ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015; LOPES-BEZERRA
et al., 2018; CARVALHO et al., 2020; RODRIGUES et al., 2020). De acordo com
Rodrigues, de Hoog e Camargo (2015), a técnica de PCR espécie-especifica,
baseada na amplificacédo do gene da CAL, é padrdo-ouro para a identificacdo de S.
brasiliensis, S. schenckii, S. globosa, S. mexicana e S. pallida a partir de culturas
fungicas ou espécimes clinicos. Em relagc&o a outras técnicas de biologia molecular, o
custo dessa metodologia é relativamente baixo, apresentando rapidez, facilidade de
execucao, eficiéncia, alta sensibilidade e confiabilidade, sendo amplamente

recomendada para diagnostico de esporotricose e identificagdo de espécie.
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Dentre as principais moléculas-alvo empregadas nestas técnicas estdo a
calmodulina, B-tubulina, fator de elongacéao (EF-1a) e regiao ITS do DNA ribossomal
(MARIMON et al., 2006; 2007; RODRIGUES et al., 2013; ZHOU et al., 2014). Vale
destacar que entre os marcadores citados, a CAL € considerada um excelente
marcador para identificacdo das espécies, estudo da diversidade genética e de
estrutura populacional de espécies pertencentes ao complexo Sporothrix schenckii
(RODRIGUES et al., 2020).

Em 2015, Oliveira e colaboradores desenvolveram e padronizaram um
protocolo de identificacdo de isolados clinicos e ambientais do complexo S. schenckii,
utilizando a técnica de espectrometria de massas por ionizacdo/dessorcao a laser
auxiliada por matriz tempo-de-voo (MALDI-TOF MS). Os autores obtiveram 100%
(64/64) de concordancia com os resultados dos métodos moleculares baseados em
marcadores de DNA, como o sequenciamento parcial do gene da CAL (OLIVEIRA et
al., 2015).

Apesar da importancia do diagndstico laboratorial, como parte de um conjunto
de acdes publicas voltadas para o controle de surtos de esporotricose, esse servico
ainda nao foi implementando nos CCZ da maioria dos municipios do ES. Nem todas
as cidades disp6em de médicos-veterinarios nas secretarias municipais de saude.
Além disso, em muitas, ndo ha recursos e estrutura laboratorial adequada para a
realizacdo da cultura fingica (padrédo-ouro), tampouco do diagndstico sorolégico ou
molecular. O exame citopatoldgico pode ser uma alternativa mais pratica, acessivel e
compativel com a realidade destes municipios. Assim, esse exame poderia permitir
um diagndstico precoce dos casos suspeitos de esporotricose e uma interven¢ao mais
segura e eficaz. Vale destacar a relevancia epidemiolégica da caracterizacao das
espécies envolvidas nos surtos, sendo a PCR-espécie-especifica, a técnica molecular

mais barata e viavel para identificacdo de espécies dentro do complexo S. schenckii.
1.5 TRATAMENTO E PREVENQAO DA ESPOROTRICOSE FELINA

O tratamento dos animais, em especial os felinos, tem sido um dos maiores
entraves no controle da esporotricose em nivel de saude publica. Dentre os principais
fatores que dificultam tal ac&o estéo, principalmente, a escassez de medicamentos de

administracao oral, o alto custo, o surgimento de efeitos colaterais adversos e a longa
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duracdo até o sucesso terapéutico (RODRIGUES; FERNANDES; CAMARGO, 2017).
O custo do tratamento por seis meses, considerando apenas o medicamento
veterinario a base do antifungico de primeira escolha, esta em torno de 3 a 4 mil reais,
em média (ITL 100 MG: O ANTIFUNGICO PARA CAES E GATOS | PETZ, [s.d.]).

Dentre os farmacos disponiveis para o tratamento da esporotricose estédo
iodeto de potassio (Kl), cetoconazol (CTZ), itraconazol (ITZ), anfotericina B (ANB) e
terbinafina (TRB). O ITZ é o antifungico azolico de primeira escolha no tratamento da
esporotricose felina, usado no Brasil desde 1993, na dose de 10mg/kg/dia, via oral ou
ainda na dose de 50 ou 100mg por dia (LARSSON, 2011; SOUZA et al., 2018). O KI,
administrado via oral em cépsulas (15 mg/kg/dia), € uma boa alternativa terapéutica,
apesar de estar associado ao iodismo em gatos. Este farmaco associado ao ITZ
(100mg/dia) mostrou bons resultados no tratamento de casos refratarios a
monoterapia utilizando somente uma das drogas (REIS et al., 2012; 2016; ROCHA et
al., 2018). No entanto, a aceitacdo do felino da medicacao por via oral € bastante
complexa, principalmente em virtude do sabor desagradavel do farmaco. O CTZ, na
dose de 5 a 10mg/kg, a cada 12 ou 24 horas, também ¢é eficaz no tratamento da
esporotricose felina, mas é associado a maior ocorréncia de efeitos colaterais
(WELSH, 2003; PEREIRA et al., 2010).

A aplicacao intralesional de ANB (5mg/mL) tem sido empregada na resolugao
de casos refratarios aos antifungicos azoélicos ou em associacdo a esses, com

resultados satisfatorios em sua maioria (GREMIAO et al., 2011).

Resultados recentes, obtidos de avaliacBes de susceptibilidade in vitro de
isolados de S. schenckii sensu lato a antifungicos, sugerem o desenvolvimento de
resisténcia aos principais azélicos utilizados no tratamento da esporotricose felina.
Esses resultados também reforcam a importancia da implementacdo dos
antifungigramas na rotina clinica, a fim de promover a vigilancia da emergéncia de
resisténcia, bem como orientar melhor o manejo terapéutico (ESPINEL-INGROFF et
al., 2017; NAKASU et al., 2020).

Borba-Santos et al. (2015) demonstraram que, dentre diversos antifungicos
avaliados, a TRB apresentou os melhores resultados in vitro contra S. brasiliensis,

seguido do posaconazol (PSC). Diferentemente, o voriconazol (VRC) apresentou
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pouca atividade contra este microrganismo. Segundo Jaham, Paradis e Papich (2000),
a dose recomendada de TRB para caes e gatos varia de 20 a 40 mg/kg a cada 24 ou
48 horas.

No tratamento da esporotricose felina, diversas alternativas terapéuticas
coadjuvantes tém sido aplicadas, como a termoterapia local na forma cutaneo — fixa
da doenca, a criocirurgia e a remocéo cirdrgica (PEREIRA et al., 2009). Além destas,
outras estdo em desenvolvimento, tais como terapias topicas com antifingicos a base
de substancias naturais, como o propolis (HONSE et al., 2010; SOUZA et al., 2016;
WALLER et al., 2017; FERREIRA et al., 2020; PASSOS et al., 2020).

O prognostico dos gatos depende do grau de disseminacdo cutanea e/ou
sisttmica da doenca. Além disso, devemos levar em consideragdo, também, a
dedicacao do tutor na manutencao do tratamento, que dura em média 4 a 9 meses. O
tratamento deve ser estendido por em média 4 semanas ap0s a remissao completa
das lesBes cutdneas e dos sinais extracutaneos (GREMIAO et al., 2014;
RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2018).

A prevencdao da esporotricose felina esta diretamente ligada aos processos de
educacdo em saude da populacéo, com a disseminacao de informacdes gerais sobre
esta zoonose e sobre o conceito de guarda responsavel de animais de estimacéao.
Além disso, ndo podemos esquecer que perpassa pelo treinamento dos profissionais
de saude (CDC - USA. [s.d.]. Acesso em: 19 maio. 2020). A castracdo € medida
indispensavel para diminuir a atividade sexual dos animais e reduzir a exposicao a
contaminagcdo em brigas. O diagnéstico precoce de gatos doentes na comunidade e
a oferta do tratamento gratuito sdo fundamentais, pois possibilitam um blogueio mais
rapido e eficaz na cadeia de transmissao a outros animais e aos humanos. Carcacas
de animais mortos com esporotricose devem, necessariamente, ser cremadas ou
incineradas, sob risco de contaminagéo do solo com o fungo, caso venham a ser
enterradas (RODRIGUES et al., 2020; GREMIAQO et al., 2020b).

O Centro de Controle e Prevencédo de Doencas dos Estados Unidos (CDC-
EUA) reforga a importancia da abordagem de saude unica (“one health”) no combate
a esporotricose. Dessa forma, médicos-veterinarios, médicos, ecologistas e muitos

outros profissionais trabalham em conjunto para monitorar e controlar as ameacas a
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salde publica e para aprender como as doengas propagam entre pessoas, animais e
o0 ambiente (CDC - USA. [s.d.]. Acesso em: 24 maio. 2020).

Sob este aspecto, a abordagem de salde Unica é imprescindivel na prevencao
da esporotricose, no sentido de que estes profissionais estejam capacitados e atentos
as caracteristicas epidemioldgicas, de transmissdo e de controle desta zoonose
(KAADAN et al., 2020). A expansédo geografica da epidemia de esporotricose humana
e felina no Brasil € um exemplo didatico da importancia deste conceito, que engloba
a saude humana, animal e do meio ambiente. Ademais, abrange aspectos
socioeducativos, econ6micos e de politicas publicas (LERNER; BERG, 2017
ROSSOW et al., 2020).

Esperamos, com esta pesquisa, ndo apenas contribuir para o preenchimento
da lacuna de conhecimento existente a respeito da esporotricose felina no ES, mas
também, colaborar para uma melhor atuacao dos servi¢cos de vigilancia, por meio de
ferramentas simples e de baixo custo, promovendo o melhor manejo do animal

doente.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as caracteristicas clinico-epidemiolégicas e microbiologicas da
esporotricose felina no Estado do ES, bem como, determinar o grau de confiabilidade
do exame citopatologico no diagnéstico da doenca.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Descrever e analisar dados clinico-epidemiolégicos dos casos de esporotricose

felina no ES;
e Caracterizar fenotipicamente os isolados de Sporothrix recuperados neste estudo;
¢ |dentificar molecularmente as espécies de Sporothrix recuperadas;

e Avaliar a sensibilidade e a especificidade da técnica de Pandtico Rapido no

diagnéstico da esporotricose felina no Estado;

e Descrever e documentar em acesso publico, por meio fotografico digital, diferentes
tipos de lesbes dos animais estudados e diferentes perfis de laminas positivas para
esporotricose, para possibilitar o0 acesso de estudantes e profissionais de medicina

veterinaria ao banco de imagens e facilitar o diagnéstico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foi realizado um estudo de corte transversal com casos suspeitos de
esporotricose felina atendidos em varios municipios do estado do ES. Os animais
incluidos no estudo foram provenientes de CCZ, clinicas veterinarias e domicilios, no
periodo de marco de 2019 a abrii de 2020. Cada animal foi examinado
minuciosamente e, em seguida, submetido a coleta de amostras biologicas (exsudato
de lesbes cutaneas), por meio de swab e confeccdo de laminas por imprint. Estes
materiais eram enviados ao Centro de Investigacdo em Micologia Médica (CIMM),
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES).

Foram incluidos no estudo gatos domésticos (Felis catus), com idade maior que
um més e peso entre 1 a 15 quilogramas, independente da raca ou sexo,
apresentando pelo menos uma lesdo cutdnea sugestiva de esporotricose, em
especial, aqueles com historico de fugas e/ou brigas com outros animais. O critério de
exclusdo foi a utilizacdo prévia de antifingicos topicos e/ou sistémicos por mais de

sete dias seguidos.

Os animais foram classificados em quatro grupos distintos, de acordo com
critério de grau de acometimento da doenca, dentre eles: C1 (presenca de lesdes
cutdneas em apenas uma localizagcdo e auséncia de sinais de acometimento
respiratorio); C2 (presenca de lesdes cutdneas em duas localiza¢des distintas, nao
adjacentes, e auséncia de sinais de acometimento respiratério); C3 (presenca de
lesGes cutaneas em trés ou mais localizacfes distintas, ndo adjacentes, e auséncia
de sinais de acometimento respiratorio) e R (presenca de pelo menos uma lesao

cutanea e sinais de acometimento respiratorio).

Dados gerais do tutor e clinico-epidemioldgico-laboratoriais dos animais foram
coletados de acordo com o modelo da ficha de investigacdo utilizada no municipio de
Anchieta-ES em anexo (Anexo 1), para posterior analise de frequéncias simples e
relativa. Este estudo foi aprovado pela Comisséo de ética no uso de animais (CEUA-
UFES) sob o nimero 15/2019.

3.1.1 Coleta da amostra biolégica e dados epidemioldgicos
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As amostras bioldgicas foram coletadas na residéncia do tutor ou na sala de
procedimentos dos CCZ, por equipe composta pelo médico veterinério e pelo menos
um auxiliar de veterinaria para contencao animal, todos devidamente paramentados

com equipamentos de protecéo individual (EPI).

Previamente a coleta da amostra biol6gica, foram preenchidos os seguintes
documentos: ficha de investigacao, ficha de classificacdo dos grupos de animais
(Anexo 2) e termo de consentimento livre e esclarecido. Em seguida, foram realizados
registros fotograficos das lesdes utilizando um aparelho celular Iphone 7 (Apple®,
EUA) com camera grande-angular de 12 megapixels. Apés a escolha da leséo
ulcerada de maior diametro e a devida contencéao fisica do animal, a antissepsia do
local foi procedida com gaze estéril umedecida em alcool etilico 70% vol., de forma a
reduzir a contaminacgdo bacteriana e remover possiveis crostas, aumentando, assim,

a exsudacao da lesdo para permitir a melhor amostragem.

Por meio de um swab estéril, foram coletadas amostras das bordas da lesdo
de maior didmetro, acondicionando-as em tubo com meio de transporte Stuart, ja
devidamente identificado com os dados do felino. Em seguida, foram confeccionadas
laminas, em duplicata, para andlise citopatoldgica utilizando a técnica de imprint, ou
seja, pressionando a lamina por trés vezes na mesma lesdo, em locais distintos da

lamina, a fim de produzir trés decalques, sempre que possivel.
3.1.2 Diagnostico da esporotricose por meio da técnica de Panético Rapido

Para a avaliacdo citopatoldgica, a lamina confeccionada no item 3.1.1 foi seca
em temperatura ambiente e, em seguida, fixada e corada pelo método Pandtico
Réapido (Kit InstantProv; Newprov®), de acordo com as recomendacdes do fabricante.
Sendo assim, a lamina foi submersa na solu¢do n°® 1, em movimento continuo de cima
para baixo, durante 5 segundos (5 imersbes de 1 segundo cada). Em seguida, o
mesmo procedimento nas solug¢des n° 2 e n° 3. Por fim, a lamina foi lavada com 4gua
corrente abundante para retirada do excesso de corante e seca a temperatura

ambiente, na posic¢ao vertical e com a face do “imprint” voltada para cima.

Logo apdés a coloracdo, a lamina foi examinada pelo 1° observador em

microscopio éptico (Euromex ® Bio Blue series) no CCZ, nas objetivas de aumento
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40X e 100X. O resultado foi incluido no banco de dados de amostras, com o registro
fotogréafico da lamina, caso positiva. Foram consideradas positivas as laminas em que

fosse observada ao menos uma estrutura leveduriforme condizente com Sporothrix

Spp.

Em um estudo comparativo cego entre dois observadores, apos avaliagédo pelo
1° observador, a lamina foi encaminhada ao CIMM/UFES para analise pelo 2°
observador, seguindo 0 mesmo padréo citado anteriormente, para comparacao dos

resultados.

3.1.3 Processamento da amostra bioldgica

Juntamente com a lamina, foi direcionada ao CIMM/UFES a amostra coletada
no swab estéril, para processamento da cultura fungica. No laboratério de micologia,
o swab foi semeado em quatro tubos com meio de cultura, sendo dois contendo ASD
(Difco™ BD/Sparks, MD, EUA) acrescido de cloranfenicol 50mg/L e dois tubos
contendo agar MYC. Dois dos tubos contendo o material semeado, sendo um com
agar ASD e um com agar MYC, foram incubados a 25°C. Os outros dois tubos,
incubados a 37°C. Os tubos foram verificados diariamente até o crescimento de
coldnias sugestivas de Sporothrix, por um periodo maximo de trinta dias. Apos este
periodo, tubos sem crescimento sugestivo, foram descartados, sendo considerados

negativos.

Colbnias com crescimento sugestivo de Sporothrix foram caracterizadas por

macro e micromorfologia para confirmagéo do género.

3.1.4 Identificacao fenotipica dos isolados de Sporothrix

A identificagéo fenotipica dos isolados de Sporothrix foi realizada levando em
consideracao as caracteristicas da colonia (macromorfologia) e a micromorfologia do

fungo.

Para analise macromorfologica das colbnias, cada isolado foi semeado, com o
auxilio de uma alca de platina em L, em trés pontos equidistantes da placa de Petri
(90 X 15 mm), contendo agar batata dextrose (PDA) (39,5 g PDA; 1000 mL agua
destilada) e incubados a 25°C durante 7 a 14 dias. ApGs o periodo de incubacgéao, as
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culturas foram analisadas quanto ao aspecto macroscopico de acordo com Marimon
et al. (2007).

A caracterizacdo micromorfoldgica foi realizada pela técnica de microcultivo,
também descrita por Marimon et al. (2007). Para tal, cada isolado foi semeado, com 0
auxilio de uma alga de platina em L ou agulha de niquel cromo, nas bordas de blocos
(1,0 X 1,0 cm) de PDA em placas de Petri (90 X 15 mm). Cada bloco foi coberto com
uma laminula esterilizada e, em seguida, as placas foram incubadas a 25°C durante
7 a 14 dias. Decorrido o periodo de incubacdo, apos o crescimento, a laminula de
cada cultivo foi depositada sobre uma lamina contendo uma gota de lactofenol azul
de algodéo, a qual foi observada em microscopio de luz (Leica® DM500) com objetiva
de 40X, onde foram analisadas as caracteristicas das estruturas do micélio
reprodutivo. Fragmentos das colbnias confirmadas como Sporothrix spp. foram
armazenados em temperatura ambiente, em frascos de vidro contendo agua esteéril
acrescida de cloranfenicol 50mg/L (Castellani, 1939), para posterior identificacdo

molecular.

3.1.5 Identificacdo molecular dos isolados de Sporothrix

Os isolados bancados na micoteca do CIMM-UFES foram reativados a 25°C,
em placas de Petri contendo ASD (Difco™ BD/Sparks, MD, EUA) e, apés 14 dias de
crescimento, foi realizada a identificacdo molecular utilizando PCR-espécie-especifica
de um fragmento do gene da calmodulina (CAL), de acordo com protocolos pré-
estabelecidos, previamente descritos por Rodrigues, de Hoog e Camargo (2015).
Importante mencionar que esta etapa do projeto foi realizada em colaboracdo com o
Laboratério de Patégenos Fungicos Emergentes-LAPEM, da Universidade Federal de
Séo Paulo-UNIFESP, contando com a contribuicdo do Prof. Dr. Anderson Messias

Rodrigues.

Extracdo do DNA gendmico

O processo de extracdo e purificacdo do DNA, a partir de colbnias
monospdricas, foi realizado com o uso do kit Fast DNA (MP Biomedicals, Vista, CA,
EUA), de acordo com as especificacdes do fabricante. A lise celular foi realizada por
métodos quimicos e fisicos, seguida pela etapa de purificacdo do DNA. Inicialmente,

com auxilio de palitos estéreis, fragmentos miceliais da colonia foram transferidos para
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um tubo eppendorf contendo uma esfera de porcelana, ao qual foram adicionados
1000 upL de solugdo detergente (CLS-Y). Em seguida, os tubos foram
homogeneizados por trés vezes, a 6.000 rotacdes por minuto (rpm) (20 segundos
cada, com intervalos de 5 segundos) por meio do aparelho Precellys 24® (Bertin,
Montigny le Bretonneux, Franca). O sobrenadante foi coletado e transferido para um
novo tubo contendo 700 puL de uma solugdo matriz (Binding Matrix), seguido de
centrifugacdo por 5 minutos a 14.500 rpm. O novo sobrenadante formado foi
descartado e o pellet formado foi ressuspenso e purificado com 500 yL de uma
solucéo de lavagem a base de etanol (SEWS-M), para remocao de sais. Novamente,
o tubo foi centrifugado (5 minutos a 14.500 rpm) e o sobrenadante descartado. Em
seguida, o pellet de DNA foi seco no aparelho SpeedVac® (ThermoFisher Scientific,
Wilmington, DE, USA) por 30 minutos a 30° C. ApdOs secagem, o pellet foi ressuspenso
em 170 uL de agua ultrapura (Milli-Q) e incubado a 56° C por 3 minutos. Por fim, o
DNA foi submetido a trés centrifugacdes consecutivas de 8 minutos a 14.500 rpm,
resgatando e transferindo o sobrenadante para novos tubos e descartando o pellet. O
sobrenadante final contendo o DNA total (100 pL) foi transferido para um novo tubo e
as concentracfes de material genético foram estimadas em um espectrofotdmetro de
massa NanoDrop® 2000 (ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, USA), sendo
armazenados a -20°C até a etapa seguinte (RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO,
2015).

PCR espécie-especifica e eletroforese em gel de agarose 1,2%

Cento e doze isolados foram caracterizados molecularmente, por meio de PCR
espécie-especifica a partir do gene alvo que codifica a calmodulina. Cepas-referéncia
de S. brasiliensis (Ss27, Ssb53 e Ss54) e S. schenckii s. str. (Ss36) foram utilizadas
como controle positivo e, a auséncia de DNA, como controle negativo no experimento.
Foram empregados primers foward e reverse especificos para S. brasiliensis e S.
schenckii s. str., espécies mais prevalentes no Brasil. Desta forma, um Mix Duplex
PCR com volume final de 25 uL foi produzido, composto por: 12,5 uL de tampao
Master Mix - 2X; 9,5 yL de agua; 1 yL de DNA alvo (100 ng/pl); 1 uL de primer forward
e 1 yL de primer reverse da espécie em questdo. As reacbes de PCR foram
processadas em um termociclador, com inicio a 95°C por 4 minutos e, entéo,
amplificacdo por 35 ciclos, de acordo com a seguinte programacgao: i) Fase de

desnaturacdo em 1 minuto a 94°C; ii) Fase de anelamento iniciando a 70°C por 1 min.
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e diminuindo 1°C em média a cada dois ciclos até chegar a 60°C, com manutencao
desta temperatura pelos 15 ciclos restantes; iii) Fase de polimerizagdo do DNA,
ocorrendo em 1 minuto a 72°C. O processo foi concluido com a fase de extenséo final
do DNA, que ocorreu por 10 minutos a 72°C. A reacdo durou em média 3 horas. Os
resultados foram observados pela técnica de eletroforese em gel de agarose 1,2%.
Para tal, foi preparado um Mix (6 pyL de agua MilliQ; 2 yL tampéao padrao; 4 uL do
produto da PCR) a ser aplicado posteriormente no gel de agarose. Para realizar a
eletroforese, foi preparado um gel de agarose 1,2% (1,8g de agarose; 150 mL de
Tampdo TBE 1x Tris/Borato/EDTA), onde a solucdo foi vertida em uma cuba,
aguardando posterior solidificagdo. Apds conclusao dessa fase, 3 uyL do marcador de
peso molecular de 3000 pares de bases (pb) foram aplicados no primeiro poco, para
mensuracao das bandas e comparacdo com o controle positivo. Nos demais pocos
foram aplicados 10 pL do Mix contendo o produto da PCR, previamente preparado. A
eletroforese foi, entdo, realizada durante 70 minutos a 100 Volts. As bandas
produzidas foram visualizadas sob luz UV por meio do equipamento L-Pix (Loccus
Biotecnologia, S&o Paulo, Brasil) (RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2015).

3.2 ANALISE ESTATISTICA

Para calculo do “n” amostral, foi aplicada a férmula n= (Za/2.raiz quadrada de
p.q) ao quadrado/E para descricao de variaveis qualitativas em uma populacdo. Com
o valor critico para o grau de confianga desejado, Za/2 = 1,96 (95%); proporcao de
resultados favoraveis da variavel na populagcédo, p = 0,05; proporcédo de resultados
desfavoraveis na populacao, q = 0,95; e erro padréo, E = 0,10. O nimero amostral foi

de 97 animais.

O tamanho amostral para descrever a concordancia entre os dois observadores
pelo Coeficiente de Concordancia de Kappa, foi calculado por meio da formula de
qualidade-de-ajuste (goodness-of-fit formula) proposta por Donner e Eliasziw em
1992. Para a deteccéo de um valor de Kappa de 0,90 (excelente) em um teste bicaudal
com hipotese nula abaixo de 0,79, considerando a proporcéo de avaliagdes positivas

de 0,80, alfa de 0,05 e poder do teste de 0,80 - o nUmero amostral foi de 101 [aminas.

Os dados epidemiolégicos e os resultados laboratoriais obtidos foram descritos
e analisados utilizando ferramentas basicas do EXCEL® (Microsoft, EUA). Para célculo
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da sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo negativo
(VPN) e acuracia (AC) do exame citopatolégico, foi aplicado o teste de independéncia
Qui-quadrado, ao nivel de significancia de 5% e intervalos de 95% de confianca,
utilizando a linguagem Python® (Python Software Foundation, EUA), por meio da
plataforma Google Colab® (Google Research, EUA). A mesma plataforma foi utilizada
para o calculo do coeficiente de concordancia (Kappa) entre os observadores, por

meio da comparacéao de resultados obtidos no exame citopatoldgico.
3.3 CONSTRUCAO DO BANCO DE IMAGENS

Para documentacao e descricdo das diferentes lesdes dos animais estudados,

foi construido um banco de imagens usando a ferramenta Padlet (https://padlet.com/)

de acesso gratuito. A mesma ferramenta foi utilizada para elaboracéo de um laminario
a partir de laminas positivas pela técnica de imprint, associada ao pandtico rapido, que

apresentaram diferentes perfis de imagem.


https://padlet.com/
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4 RESULTADOS

Foram incluidos no estudo um total de 154 gatos com suspeita de
esporotricose. Destes, a maioria foi composta por machos (n=109; 70,8%), nao-
castrados (n=132; 85,7%), de habito semidomiciliar (n=116; 75,3%), de area urbana
(n=150; 97,4%) e com tutor responsavel (n=137; 89,0%). Noventa e seis gatos
(62,3%) possuiam outros animais contatantes na residéncia. A média e a mediana de
idade dos animais foram 25,3 e 18,0 meses, respectivamente. Todos esses dados
podem ser observados na Tabela 1. As amostras foram provenientes dos municipios
de Aracruz (n=56; 36,4%), Anchieta (n=38; 24,7%), Vila Velha (n=33; 21,4%), Vitoria
(n=15; 9,7%), Serra (n=8; 5,2%), Guarapari (n=2; 1,3%), além de uma (0,6%) de
Ibiracu e uma (0,6%) de Jerébnimo Monteiro. A distribuicdo geografica dos casos pode

ser observada na Figura 4.

L LINHARES
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Figura 4 — Distribuicdo geografica dos casos suspeitos de esporotricose felina incluidos no estudo, de
margo de 2019 a abril de 2020, Espirito Santo, Brasil (n=154).

De acordo com os dados epidemiolégicos coletados, 124 casos (80,5%) foram
registrados como primeira ocorréncia de lesfes cutaneas suspeitas de esporotricose.
O inicio do desenvolvimento das lesdes ocorreu entre uma semana e um més da data
da coleta em 72 animais (46,8%). Em 56 animais (36,4%), o inicio foi ha mais de um

més e em 6 (3,9%), ha menos de uma semana.
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Tabela 1 — Caracteristicas epidemiologicas dos animais incluidos no
estudo com suspeita de esporotricose (n = 154).

Animais investigados

Caracteristicas NUumero de animais Porcentagem
Macho 109 70,8
Fémea 45 29,2

Média/Mediana de idade = 25,3/18,0

Castrados 18 11,7
N&o castrados 132 85,7
Nao informados 4 2,6
Domiciliado 13 8,4
Semidomiciliado 116 75,3
N&o domiciliado 25 16,3
Area urbana 150 97.4
Area rural 4 2,6
Sim 137 89

Nao 17 11

Sim 96 62,3
Nao 38 247
Nao informado 20 13

Segundo o critério de classificagdo dos animais por distribuicdo das lesbes e
acometimento respiratério, a maioria pertencia ao grupo R (n=71; 46,1%), seguida do
grupo C1 (n=40; 26,0%), C3 (n=26; 16,9%) e C2 (n=17; 11,0%). Com relacdo ao
aspecto das lesbes cutaneas, a maior parte dos gatos apresentou lesées ulceradas
(n=137; 89,0%), seguidas de lesbes crostosas (n=74; 48,1%) e papulares (n=11,;
7,1%). Foi observada presenca de secrecdo nas lesbes em apenas 60 (39,0%)
animais, enquanto que o prurido foi constatado ou relatado pelo tutor em 52 (33,8%)
casos. Os tipos de lesdes podem ser observados na Figura 5. Através do QR code
(Figura 10A), é possivel acessar o banco de imagens das diferentes lesdes de felinos

geradas durante o estudo.
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Figura 5 — Diferentes formas de apresentacao clinica da esporotricose felina: 5A) cutaneo-localizada,
em regido de plano nasal e focinho, com leséo papular (seta preta) e ulcerada, com secrecdo sero-
sanguinolenta (seta amarela) ; 5B) cutédneo-disseminada, em regido de cabeca, com lesdes crostosas
(setas amarelas) e ulceradas, com secrecdo serosanguinolenta (setas pretas); 5C) cutaneo-
disseminada, acometendo membros pélvicos, membros toracicos, térax, pescoco e cabeca, com lesbes
ulceradas com secre¢do serosanguinolenta (setas brancas).

Quanto a localizacao das lesdes cutaneas, a maior frequéncia foi observada
em cabeca (n=114; 74,0%), seguida de membros toracicos (n=84; 54,5%) e membros
pélvicos (n=67; 43,5%). LesBes no pescoco foram observadas em 49 (31,8%) animais,
além de 30 (19,5%) no térax, 19 (12,3%) no quadril, 17 (11,0%) no abdome e 13
(8,4%) na cauda.

Do total de 154 amostras coletadas, cento e vinte e uma (78,6%) foram
positivas na cultura fungica para colénias sugestivas de Sporothrix spp. Dentre as 33
(21,4%) amostras com cultura negativa para Sporothrix, houve crescimento de
Cryptococcus neoformans em um caso. Dos 154 casos suspeitos de esporotricose,
116 (75,3%) foram positivos na citopatologia, ou seja, apresentavam estruturas
fungicas leveduriformes compativeis com Sporothrix, constatadas pelos dois
observadores. No entanto, houve divergéncia nos resultados em dois casos (Gato 57
e 64). A concordancia interobservadores foi considerada excelente, com o valor do
coeficiente de Kappa de 0,96. Esses dados podem ser observados na Tabela 2. As
laminas positivas com diferentes perfis, obtidas neste estudo, podem ser visualizadas
através do QR code (Figura 10B).
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Tabela 2 — Matriz de resultados obtidos no exame citopatolégico por
imprint, associado a técnica de Pandtico Répido, para diagndstico da
esporotricose felina, por estudo comparativo cego, demonstrando o grau
de concordancia entre os observadores (n = 154).

1° Observador

Positivo Negativo Total

2° Observador Positivo 115 1" 116
Negativo 1 37 38

Total 116 38 154

Kappa = 0,96, Z(Kappa) = 11,97, p < 0,0001, * Gato 57 e Gato 64 (resultados divergentes entre os
observadores).

Para o diagnostico da esporotricose felina, de acordo com os resultados obtidos
pelo 1° observador, considerados para fins de calculos dos parametros de
confiabilidade do exame citopatoldégico em relacdo a cultura fungica, seis (15,8%)
casos positivos na cultura, tiveram resultado negativo no citopatolégico, sendo
classificados neste teste como como falsos-negativos. Um caso (Gato 140) foi
considerado falso-positivo no exame citopatolégico por ambos os observadores
(Tabela 3).

Tabela 3 — Matriz de resultados alcancados no exame citopatoldgico por
imprint, associado a técnica de Panoético Rapido, comparado a cultura
fungica (padrdo-ouro), para diagnostico da esporotricose felina (n = 154).

Cultura
Positivo Negativo Total
Exame Citopatolégico Positivo 115 1 116
Negativo 6 32 38
Total 121 33 154

Kappa = 0,87, Z(Kappa)= 10,86, p < 0,0001, * Gato 140 (falso-positivo).

Para o exame citopatolégico, considerando uma prevaléncia de 78,6%
(121/154), baseada no padrdo-ouro (cultura), os resultados registrados de
sensibilidade (S), especificidade (E), valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN) e acuracia (AC) foram de 95,0%, 97,0%, 99,1%, 84,2% e 95,5%,
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respectivamente (Tabela 4). Estes dados, estratificados para cada grupo (C1, C2, C3

e R), estdo descritos na Tabela 5 e representados na Figura 6.

Tabela 4 — Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos e
acuracia do exame citopatoldgico por imprint, associado a técnica de
Panotico Rapido, em relacdo a cultura fangica, no diagnostico da
esporotricose felina.

n /N (férmula) Resultado (%) IC 95%
Sensibilidade (%) 115/121 (VP/TPC) 95,0 91,2 - 98,9
Especificidade (%) 32/33 (VN/TNC) 97,0 91,1-102,8
VPP % 115/116 (VP/ITPCI) 99,1 97,5 -100,8
VPN % 32/38 (VN/TNCI) 84,2 72,6 - 95,8
Acuracia % 147/154 (VP+VNIT) 95,5 92,2 - 98,7

Legenda: VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, IC: intervalo de confianga, VP:
verdadeiros positivos, VN: verdadeiros negativos, TPC: total de positivos na cultura, TNC: total de
negativos na cultura, TPCI: total de positivos no exame citopatolégico, TNCI: total de negativos no
exame citopatolégico, T: total de amostras.

Tabela 5 — Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos e acuracia
do exame citopatoldgico por imprint, associado a técnica de Pandtico Rapido, para
diagnostico da esporotricose felina, estratificados por grupos de animais do estudo.

C1 IC 95% C2 IC 95% C3 IC 95% R IC 95%

(n=40) (n=17) (n=26) (n=71)

Sensibilidade (%) 1000 77,9-101,2 100,0 98,3-101,7 100,0 98,3-101,7 98,4 96,7 -100,1

Especificidade (%) 89,5 77,9-101,1 100,0 88,4-111,6 40,0 28,4-51,6 85,7 74,1-97,3

VPP (%) 91,3 89,6-93,0 100,0 98,3-101,7 87,5 85,8 - 89,2 98,4 96,7-100,1
VPN (%) 100,0 94,2-105,9 100,0 94,2-1059 100,0 94,2-1059 85,7 79,9 -111,6
AC (%) 95,0 91,7-983 100,0 96,7-103,3 88,5 85,2-91,8 97,2 93,9 -100,5

Legenda: VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo, AC: acuracia, IC: intervalo de confianga, C1,
C2, C3: grupos de gatos com lesBes cutaneas, respectivamente, em apenas uma, duas ou pelo menos trés
localizacdes distintas e nao adjacentes, ambos com auséncia de sinais de acometimento respiratorio, R: grupo de
gatos com, pelo menos, uma lesao cutanea e sinais de acometimento respiratorio.
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Figura 6 — Valores de sensibilidade, especificidade, valores preditivos, acuracia e os respectivos
intervalos de confianca (95%) do exame citopatol6égico por imprint, associado a técnica de Pandético
Réapido para diagndstico da esporotricose felina, estratificados por grupos de animais do estudo.
Legenda: E: especificidade, S: sensibilidade, VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo
negativo, AC: acuracia.

De acordo com a analise morfolégica, todas as 121 amostras com crescimento
fungico sugestivo de Sporothrix foram identificadas como pertencentes a este género
(Figura 7). Aos 14 dias de incubacdo, as colbnias apresentavam textura com
superficie ligeiramente enrugada, com micélio aéreo rasteiro e pigmentacédo branca
(Figura 7A), bege claro (Figura 7B), marrom (Figura 7C) a marrom-enegrecida (Figura
7D). Na micromorfologia (Figuras 8A e 8B) foi possivel observar hifas hialinas
delgadas, septadas e ramificadas, além de conidios pequenos, hialinos e demaceos,
com pouca variagdo entre os isolados. Havia, ainda, conidios sésseis, aderidos
diretamente ao longo das hifas, ou em uma disposi¢cédo simpodial, em uma pequena

dilatacao apical do conidiéforo, conferindo aspecto de margarida.
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Figura 7 — Aspectos macromorfoldgicos de coldnias sugestivas de Sporothrix spp., em agar PDA (25
°C): colbnias com 14 dias de incubacéo, pigmentagéo branca (7A), bege claro (7B), marrom (7C) a
marrom-enegrecida (7D).
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Figura 8 — Aspectos micromorfoldgicos de coldnias sugestivas de Sporothrix spp.(25°C): destaque para
o aspecto de “margarida” caracteristico do conidi6foro (setas) (8A e 8B).
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Durante a fase de reativagdo das coldnias positivas armazenadas no CIMM,
112 de 121 isolados (92,5%) estavam viaveis e apresentaram crescimento satisfatorio,
sendo submetidas a analise molecular por meio de PCR espécie-especifica. Todos os

isolados (100%) foram identificados como S. brasiliensis conforme podemos observar

na Figura 9.
Primers: SbraF + SbraR
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Figura 9 — Gel de agarose exibindo padrao genotipico de isolados de Sporothrix com DNA amplificado
pela técnica de PCR espécie-especifica, com aproximadamente 469pb, compativeis com S.
brasiliensis. Legenda - Sbra: Sporothrix brasiliensis; F: primer foward; R: primer reverse; M: Marcador
de peso molecular; Ss27: cepa referéncia; C+: Controle Positivo; C-: Controle Negativo.

Em relacdo ao banco de imagens relacionado a lesbes de felinos acometidos
por esporotricose, foram descritas 11 imagens com lesdes representativas de
diferentes apresentacdes clinicas na forma cutadnea da doenca. Para o banco de
laminas, confeccionadas pela técnica de imprint associada ao Panético Rapido, foram
descritas um total de 10 laminas positivas, além de uma negativa. Ambos podem ser
acessados através de QRcode e links compartilhaveis (Figuras 10A e 10B,

respectivamente).
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10B

Figura 10 — Banco de imagens de acesso publico por meio da plataforma Padlet: 10A) descri¢bes de
diferentes apresentacbes clinicas da esporotricose felina na forma cutdnea. Acesso em:
https://padlet.com/brediguieri/2w5pegjmrr447ilv; 10B) laminas confeccionadas pela técnica de imprint,
associada ao Pandtico Rapido, com a descricdo de lAminas positivas com diferentes graus de carga
fungica e de processo inflamatério associado, além de uma lamina negativa. Acesso em:

https://padlet.com/brediguieri/Bookmarks



https://padlet.com/brediguieri/2w5pegjmrr447ilv
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5 DISCUSSAO

A esporotricose vem se apresentando como um importante problema de saude
publica no Brasil. Embora muitos trabalhos abordando a epidemiologia clinica e o
diagnostico da doenca tenham sido descritos em diferentes estados, o ES carece de
trabalhos que auxiliem a esclarecer sua ocorréncia nesta regiio (GREMIAO et al.,
2014; PEREIRA et al., 2014; GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015; BAZZI et al.,
2016; ALZUGUIR et al., 2020; FALCAO et al., 2020).

Dentre os resultados obtidos, os dados clinico-epidemiolégicos da populacéo
de animais incluidos corroboram aqueles descritos por outros autores, sendo a
maioria dos gatos machos, ndo-esterilizados, de habitos semidomiciliares, em fase
adulta, advindos de area urbana e com tutor responsavel (MADRID et al., 2012;
PEREIRA et al., 2014; GREMIAO et al., 2014; BOECHAT et al., 2018; LECCA et al.,
2020). Esse perfil de animal é mais propicio a se envolver em brigas e se contaminar.
Somente quatro gatos de area rural, com suspeita de esporotricose, foram incluidos
neste estudo. No entanto, foram todos descartados no diagndstico utilizando a cultura
fungica, reafirmando o atual carater urbano de ocorréncia da doenca, tanto em
humanos, quanto em animais. Interessante ressaltar que, na maioria dos casos, havia
um tutor responsavel pelos animais. No entanto, a maior parte dos gatos tinha acesso
a rua, demonstrando as dificuldades em restringirem o acesso dessa espécie animal
a area externa. Os dados deixam evidente que h& necessidade de uma maior
disseminacao das praticas de posse responsavel. Além disso, o0 maior percentual de
imoéveis onde havia outros animais contatantes, alerta para o risco de disseminacao
intradomiciliar da doenca. Todas essas caracteristicas podem ser associadas a
problemas ambientais de saneamento basico, socioeconémicos e de aglomeragao
urbana, contribuindo para a expans&o da esporotricose nas cidades (GREMIAO et al.,

2020D).

Em 2016, foram registrados o0s primeiros relatos do surgimento da
esporotricose felina, com subito aumento na incidéncia desde entdo. No entanto, esse
evento foi observado em municipios do sul do ES, principalmente Piima e Anchieta.
Neste trabalho, muitos casos da doenca foram observados na Grande Vitoria e na
regido Norte. Estes dados, somados aos registros da SESA-ES, por meio do
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FormSUS, demonstram que a esporotricose felina vem se disseminando rapidamente
por todo o estado (ESPIRITO SANTO, [s.d.] Acesso em: 31 janeiro. 2021.).

A maioria dos animais avaliados nunca havia apresentado lesGes cutaneas
sugestivas de esporotricose, segundo seus tutores. Esse dado sugere que a doenca
tem avancgado para regides onde, possivelmente, ainda n&o ocorria, reforcando ainda
mais a observacdo do processo de emergéncia da esporotricose felina no estado.
Com relacdo ao tempo de evolugcdo do quadro clinico até o momento da abordagem
pelo médico veterinario responséavel, os sinais clinicos haviam iniciado h&a pelo menos
uma semana, periodo em que é provavel que tenha ocorrido o agravamento das
condic@es clinicas e a contaminacdo de pessoas e, principalmente, de outros animais.
Este dado é semelhante ao encontrado por Sanchotene et al. (2015), em que apenas
21,2% dos animais foram diagnosticados antes de 30 dias de evolucdo da doenca.
Um atraso na identificacdo dos casos também foi observado por Pereira et al. (2014),
em que o tempo médio decorrido desde o inicio dos sinais cutaneos até o primeiro
atendimento clinico foi de oito semanas. Esses dados reforcam a importancia da
educacdo em saude da populacdo, para que saiba identificar os casos suspeitos e
busque o atendimento veterinario o quanto antes. O diagndstico precoce contribui
para um melhor progndstico dos gatos, permitindo a instituicdo do tratamento ainda
na fase inicial da doenca, reduzindo também as chances de abandono do protocolo
terapéutico e a contaminacdo de outros individuos (CHAVES et al.,, 2013;
RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2015, 2018).

Schubach et al. (2004), em um dos mais importantes estudos retrospectivos
sobre os aspectos clinico-epidemiolégicos da epidemia de esporotricose felina no Rio
de Janeiro, observaram sinais clinicos de acometimento do trato respiratorio em
44,4% (n=347) dos casos, percentual similar ao encontrado neste trabalho e que foi
classificado como Grupo R. Esta caracteristica clinica também teve alta frequéncia
em outros trabalhos (GREMIAO et al., 2014; SANCHOTENE et al., 2015; MACEDO-
SALES et al., 2018b). Dentre os grupos sem sinais de acometimento respiratorio, o
Grupo C1, formado pelos animais com lesées em somente uma regido do corpo, foi 0
maior, diferentemente do observado por Miranda et al. (2013), Schubach et al. (2004)
e Silva et al. (2015), em que foram mais frequentes os animais apresentando a forma

disseminada da doenca, com lesdes cutaneas em pelo menos trés locais do corpo.
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As lesbes cutaneas ulceradas tiveram maior ocorréncia nos gatos, seguidas
das lesdes crostosas, em concordancia com o observado por Madrid et al. (2010),
Bazzi et al. (2016) e Duangkaew et al. (2019). Vale ressaltar que 62 (40,2%) animais
apresentavam pelo menos dois dos tipos de leséo, dentre ulceradas, crostosas ou
papulares, demonstrando o aspecto clinico variado da doenca nesta espécie animal.
Presenca de secrecao e prurido foram caracteristicas pouco incidentes neste trabalho.
Macédo-Sales et al. (2018b) registraram resultados concordantes em relacao a baixa
presenca de secrecdo, mas, discordantes na frequéncia de prurido. No entanto, no
estudo citado ndo houve diferenca significativa na ocorréncia deste sinal clinico entre

grupos de animais com e sem esporotricose.

A cabeca € a regido mais frequentemente acometida por lesdes cutaneas na
esporotricose felina (Werner e Werner (1994) e Rodrigues et al. (2018)), aspecto
clinico frequentemente observado neste trabalho. Os membros toracicos e pélvicos
também estavam constantemente acometidos, muito provavelmente devido a maior
exposicao durante as brigas com outros animais. Outras localizagdes, como pescoco,
térax, quadril, abdome e cauda foram observadas e podem estar relacionadas ao
hébito dos felinos de se lamberem, disseminando os fungos presentes nas lesées para
outras regifes do corpo (GREMIAO et al., 2020b).

Em uma das 33 amostras negativas na cultura fingica, houve crescimento de
Cryptococcus neoformans em uma delas. No diagndstico citopatoldgico, esta amostra
também foi considerada negativa para Sporothrix spp. e sugestiva para C. neoformans
por ambos os observadores, sem maiores complicacdes no diagnéstico diferencial.
Alguns autores alertam para a similaridade entre estes microrganismos no EMD, e
com Histoplasma capsulatum, com a possibilidade de diagnosticos incorretos.
Capacitagfes e treinamentos dos profissionais responsaveis pelo diagnostico podem
mitigar tais riscos (PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2015).

O grau de concordancia entre os observadores, considerado excelente neste
trabalho (kappa =0,96, p<0,0001), com apenas dois resultados discordantes, foi mais
alto que o descrito por Silva et al. (2015) (kappa =0,61), em trabalho semelhante. Isso
demonstra boa reprodutibiidade do EMD quando executado por diferentes

investigadores.
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Sobre os parametros de acuracia em relagdo a cultura fangica, os seis casos
diagnosticados como falsos-negativos podem estar relacionados a diversos fatores,
entre eles: laminas produzidas a partir de lesbes pouco ou ndo ulceradas. Nessa
condicdo, as lesbes trazem pouca quantidade de exsudado, o que dificulta a pesquisa
por células leveduriformes. Além disso, cepas menos virulentas de Sporothrix,
associadas a boa resposta imunoldgica do hospedeiro e, ainda, um possivel uso
recente de antifingicos, ocultado pelo tutor, podem estar relacionados a reducao da
carga fungica. Tal alteracdo influencia diretamente na sensibilidade do teste
diagnostico, gerando resultados falsos-negativos. O Unico caso falso-positivo
observado neste estudo pode estar relacionado ao fato de que a cultura fungica néo
apresenta 100% de sensibilidade, sendo o crescimento das col6nias inibido por
contaminacdo da amostra por microrganismos ambientais. Ademais, ma coleta,
transporte e armazenamento inadequados, bem como uso recente de antifingicos,
omitido pelos tutores, pode gerar esse resultado (SILVA et al., 2015, 2018). Segundo
Silva et al. (2015), pode haver confusdo com outros microrganismos semelhantes,

como dito anteriormente, ocasionando resultados falsos-positivos.

Ainda sobre os resultados de acuracia do exame citopatolégico, este trabalho
obteve uma sensibilidade geral de 95,0% (91,2 - 98,9; IC 95%), significativamente
superior ao ja descrito na literatura (52,6 a 87,0%) (MACEDO-SALES et al., 2018a;
SILVA et al., 2018). A alta sensibilidade pode estar relacionada a boa qualidade das
laminas produzidas durante esta pesquisa, bem como aos critérios de escolha da

lesdo cutanea de maior didmetro, ulcerada e apresentando exsudato.

A sensibilidade e a especificidade do EMD de amostras teciduais permanecem
pouco estudadas, jA& que muitos pesquisadores o consideram de pouca utilidade
diagnéstica em humanos, devido a escassez de células flungicas nas lesbGes de
esporotricose (CIVILA et al., 2004). No entanto, neste trabalho, o exame citopatolégico
por imprint, associado ao método de coloracdo Panotico R4pido, demonstrou ser um
recurso pratico, rapido, acurado e reprodutivel. Portanto, uma ferramenta de grande
auxilio no diagndstico da esporotricose felina, espécie mais envolvida na transmisséo
zoonotica da doengca (WELSH, 2003; SILVA et al., 2015). O método manteve sua

eficacia, independentemente do grau de disseminacéo cutanea da doenca nos gatos.
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Atualmente, o ES vive uma crescente epidemia de esporotricose felina.
Entretanto, poucos municipios contam com um estabelecimento de saude publica
responsavel pela vigilancia e pelo controle de zoonoses (BRASIL, [s.d.]. Acesso em:
02 maio. 2021). Dentre eles, ha pouca ou nenhuma estrutura fisica e técnica para o
diagndstico laboratorial de doencgas, como a esporotricose. Ha escassez de recursos
financeiros, e ainda, a ndo-priorizacdo deste tipo de acao por parte da gestao publica.
Considerando esta realidade, alternativas mais complexas e exigentes para o
diagndstico da esporotricose felina como a cultura fungica, a histopatologia e os testes
sorologicos parecem invidveis como medidas de saude publica. Nesse sentido, fica
clara a importancia do exame citopatoldgico, associado ao panético rapido, no
contexto de epidemia no Estado, sendo uma opcéo simples e barata para diagnostico

de gatos doentes, principais disseminadores do Sporothrix.

Segundo Gremiao et al. (2020b), um programa nacional de vigilancia e controle
da esporotricose, humana e animal, é essencial para o sucesso no enfrentamento
desta epidemia que ultrapassa fronteiras, inclusive internacionais. O diagnostico
precoce, 0 acesso ao tratamento gratuito, a educacdo da populagéo sobre o tema e
dos profissionais de saude no atendimento a casos suspeitos em animais e pessoas
estdo entre acdes fundamentais. A extensao territorial do Brasil, bem como de suas
fronteiras, dificulta a fiscalizac&o e o controle do transporte de animais de estimacao,
apesar da exigéncia de certificados sanitarios dos animais para viagens nacionais e
do certificado veterinario internacional (CVI), para viagens a outros paises (BRASIL,
[s.d.]. Acesso em: 19 maio. 2020). Um recente relato de casos de transmisséo
zoonodtica de esporotricose, no Paraguai, por um gato trazido de uma regido endémica
do Brasil, e de casos da doenca zoondtica por S. brasiliensis, na Argentina, reforcam
a necessidade da preocupag&o com o transporte de animais (GARCIA DUARTE et al.,
2017; CORDOBA et al., 2018; ETCHECOPAZ et al., 2020).

Na analise macro e micromorfolégica, as colénias de Sporothrix apresentaram
caracteristicas muito variadas, o que impossibilitou a identificacdo dos isolados em
nivel de espécie. Esses achados corroboram dados da literatura que descrevem que
a identificacdo acurada da espécie sO € possivel por meio das técnicas moleculares
(RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2015; RODRIGUES et al., 2020).
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De acordo com os resultados moleculares, em que 100% (112/112) dos
isolados dos felinos submetidos a analise foram caracterizados como S. brasiliensis,
podemos observar o evidente destaque desta espécie de Sporothrix na etiologia da
esporotricose felina no ES, assim como ja relatado por diversos outros autores em
outros estados brasileiros (PEREIRA et al.,, 2014; SANCHOTENE et al., 2015;
BOECHAT et al., 2018; RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGO, 2018; CRUZ-
BAHIENSE ROCHA et al., 2020; GREMIAO et al., 2020b). Como podemos observar,
nao foi possivel reativar 9 isolados, ou seja, depois de armazenados na nossa
micoteca por meio da técnica de Castellani (1939), eles ndo cresceram nos meios de
cultura convencionais. Apesar de trabalharmos com fungos armazenados ha mais de
5 anos utilizando essa técnica, varias hipéteses poderiam explicar esse evento. No
entanto, a mais plausivel esta relacionada a temperatura. Os isolados armazenados
devem ser mantidos a temperatura ambiente, ou seja, 25°C. No entanto, nosso
laboratério ndo é climatizado 24 horas. Considerando o clima de nossa regido,
temperaturas acima de 37°C ja foram registradas. De acordo com Marimon et al
(2007), cepas de S. brasiliensis n&o sobrevivem a 40°C.

Assim como descrito por Rodrigues e colaboradores (2015), a técnica de PCR
espécie-especifica, utilizada na caracterizacdo molecular dos isolados de Sporothrix,
€ a abordagem mais rapida e eficiente quando comparada a outros ensaios como a
PCR-RFLP e o sequenciamento do DNA. Além disso, apresenta resultados com alta
sensibilidade, confiabilidade e praticidade, com menor custo (RODRIGUES; DE
HOOG; DE CAMARGO, 2015; NAKASU et al., 2020).

Embora o S. brasiliensis esteja intimamente relacionado com a doenca nos
gatos, vale ressaltar que, no Brasil e em outras partes do mundo, S. schenckii s. str.,
S. globosa, S. pallida e S. humicola ja foram identificados em casos de esporotricose
em felinos. Esse fato reforga a importancia da investigacdo molecular da esporotricose
felina realizada neste trabalho (RODRIGUES et al., 2013; KANO et al., 2015a, 2015b;
HAN et al., 2017; THOMSON et al., 2019; HAN; KANO, 2020; KAMAL AZAM et al.,
2020; MAKRI et al., 2020).

A ferramenta Padlet, utilizada na montagem do banco digital de imagens, é de
execucao simples e intuitiva, aléem de ser gratuita e de acesso rapido em qualquer

dispositivo com internet, como celulares e tablets. O banco de imagens elaborado
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podera ser bastante Gtil como fonte de consulta rapida, tanto para fins didaticos,
quanto de orientag&o a médicos veterinarios no diagnéstico da esporotricose felina. E
possivel observar a variedade de apresentacdes clinicas dos animais e de perfis de
laminas produzidas na técnica utilizada. Este é o primeiro banco brasileiro de imagens
caracterizando a esporotricose felina do ponto de vista clinico, retratando a
diversidade das lesdes e os possiveis achados microscopicos através do diagndstico

citopatolégico.

Os resultados obtidos nesta pesquisa basica aplicada sédo de grande relevancia
para o servi¢co publico de saude, ndo somente estadual, mas em ambito nacional. A
descricdo das caracteristicas clinico-epidemiologicas da esporotricose felina no ES e
a identificacdo das espécies dos isolados de Sporothrix agrupados neste trabalho,
oriundos do ES, nos permitiram conhecer mais sobre a epidemiologia desta zoonose
na regiao. Ademais, demonstramos que 0 exame citopatologico por imprint, associado
a técnica do Pandtico Rapido, para o diagnéstico da esporotricose felina, pode ser
empregado com excelente nivel de seguranca e confiabilidade, sobretudo em surtos
e epidemias, independentemente do grau de disseminagao da doenca nos animais.
Vale salientar que esta técnica € Unica ferramenta acessivel na maioria das unidades

de vigilancia de zoonoses municipais.
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6 CONCLUSAO

> O exame citopatoldgico por imprint, associado a técnica do Pandtico Répido,
demonstrou alto grau de confiabilidade para o diagnostico da esporotricose felina,

independentemente da gravidade do quadro clinico.

> As caracteristicas clinico-epidemiolégicas da esporotricose felina no ES sao

semelhantes as descritas em outros estados.

> A avaliacdo macro e micromorfolégica foram insuficientes para a identificacéo

em nivel de espécies dentro do género Sporothrix.

> A técnica de PCR espécie-especifica, usando como alvo o gene da CAL, foi

capaz de identificar S. brasiliensis de forma rapida e com baixo custo.

> S. brasiliensis parece ser o0 Unico agente da esporotricose felina no Estado do
ES.
> O banco digital de imagens com acesso publico é uma ferramenta importante

gue podera auxiliar no diagndstico clinico, assim como servir de base de apoio

educacional.
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Anexo 1 - Ficha de investigacdo de esporotricose animal do municipio de Anchieta — ES
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Anexo 2 - Ficha de classificacdo de grupos de animais suspeitos de esporotricose.
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