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RESUMO

A esporotricose é causada por espécies patogénicas do género Sporothrix, que infectam o ser
humano e diferentes espécies animais, principalmente os gatos. Desde 1998 ocorre uma endemia
desta micose no Rio de Janeiro. Ao longo da endemia, os isolados provenientes de cées e gatos
tém sido formalmente identificados como Sporothrix schenckii e mais recentemente como
Sporothrix spp.. Em estudos realizados com isolados de origem humana e felina, provenientes do
Rio de Janeiro, por meio de caracterizacdo fenotipica e molecular, foi descrito um predominio da
espécie S. brasiliensis. Entretanto, estudos que envolvam esta caracterizacdo em isolados clinicos
de gatos e cées sdo escassos, bem como a associacdo das espécies do género Sporothrix com as
caracteristicas clinicas e epidemiologicas destes animais. Os objetivos deste estudo foram:
caracterizar os isolados clinicos de Sporothrix spp. oriundos de caninos e felinos provenientes da
epizootia do Rio de Janeiro em nivel de espécie dentro do género Sporothrix, e associar as
espécies caracterizadas com as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos animais. Foram
incluidos no estudo 166 isolados de Sporothrix spp., sendo 119 provenientes de felinos atendidos
no periodo de 1998 a 2018 e 47 de caninos assistidos no periodo de 2013 a 2018 no Laboratério
de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domeésticos (Lapclin-Dermzoo),
INI/Fiocruz. Os testes fenotipicos foram realizados apenas nos isolados caninos, sendo estes
identificados por meio de suas caracteristicas morfofisiologicas a 30°C e a 37°C, bem como
atraves do perfil de assimilacdo de carboidratos (sacarose e rafinose). Além disso, tanto para 0s
isolados caninos quanto felinos, foram utilizadas metodologias convencionais aplicadas a acidos
nucléicos, tais como PCR fingerprinting, para caracterizacdo taxondmica, bem como avaliacdo da
similaridade genética entre os isolados, por meio de analise filogenética com a construcdo de
cladogramas. Com relacdo aos isolados provenientes de cées, nos testes fenotipicos, apenas um
isolado foi caracterizado como S. brasiliensis, dois como S. schenckii e 44 ndo apresentaram
perfil compativel com nenhuma espécie patogénica, sendo entdo classificadas apenas a nivel de
género, como Sporothrix spp. Nos testes genotipicos, apds a realizacdo da PCR T3B
fingerprinting, 46 isolados foram caracterizados como S. brasiliensis e um isolado foi
caracterizado como S. schenckii. Em oito isolados foi possivel observar uma pequena variacao
intraespecifica. Nao houve associacdo entre as variaveis clinicas e epidemioldgicas dos cées e as
variacOes fenotipicas e genotipicas encontradas. Os 119 isolados provenientes de gatos foram
caracterizados como S. brasiliensis pela técnica da PCR T3B fingerprinting, havendo uma
pequena variacdo intraespecifica em 31 isolados do periodo 2013 a 2018. Foi possivel observar a
associacdo entre os isolados felinos sem variacdo intraespecifica e as variaveis clinicas bom
estado geral e presenca de linfadenomegalia. Até 0 momento, S. brasiliensis foi a Unica espécie
identificada nos casos felinos desde o inicio da epizootia de esporotricose no Rio de Janeiro.
Além disso, S. brasiliensis € o principal agente etiolégico da esporotricose em caes, porém outras
espécies podem ser identificadas, dessa forma foi relatado o primeiro caso de S. schenckii
descrito em caes no Brasil.

Palavras-chave: 1. Género Sporothrix 2. Caracterizacdo molecular 3. Esporotricose 4. Felinos 5. Caninos
6. PCR fingerprinting
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ABSTRACT

Sporotrichosis is caused by pathogenic species of the genus Sporothrix, which affects humans
and different animal species, especially cats. Since 1998 there is an endemic of this mycosis in
Rio de Janeiro. Through phenotypic and molecular characterization, in studies carried out with
human and feline isolates from Rio de Janeiro, S. brasiliensis was described as the main
etiological agent. However, studies involving this characterization in clinical isolates of cats and
dogs are scarce, as well as the association of species of the genus Sporothrix with the clinical and
epidemiological characteristics of these animals. The aim of this study were: to characterize the
clinical isolates of Sporothrix spp. from canines and felines from the Rio de Janeiro epizooty at
the species level within the genus Sporothrix, and associate the species characterized with the
clinical and epidemiological characteristics of the animals. One hundred and sixty six isolates
from Sporothrix spp. were included in this study, 119 of those came from felines assisted from
1998 to 2018 and 47 from canines assisted at Laboratorio de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domeésticos (Lapclin-Dermzoo), INI/Fiocruz, from 2013 to 2018.
Phenotypic tests were performed only on canine isolates, which were identified through their
morphophysiological characteristics at 30°C and 37°C, as well as through the carbohydrate
assimilation profile (sucrose and raffinose). In addition, conventional methodologies applied to
nucleic acids, such as PCR fingerprinting, were used for taxonomic characterization of the
species in both canine and feline isolates, as well as evaluation of the genetic similarity among
the isolates, through phylogenetic analysis with cladograms. The dogs isolates, in phenotypic
tests, only one isolate was characterized as S. brasiliensis, two as S. schenckii and 44 showed no
phenotypic characteristics compatible with the pathogenic species of the genus Sporothrix. These
isolates were classified at the genus level, as Sporothrix spp. In genotypic tests, after performing
T3B PCR fingerprinting, 46 isolates were characterized as S. brasiliensis and one isolate was
characterized as S. schenckii. In eight isolates, it was possible to observe a small intraspecific
variation. No association was found between the clinical and epidemiological variables of the
dogs and the phenotypic and genotypic variations. The 119 isolates from cats were characterized
as S. brasiliensis by the T3B PCR fingerprinting technique with a small intraspecific variation in
31 isolates from the period 2013 to 2018. It was possible to observe the association between
feline isolates without intraspecific variation and the clinical variables good general state and
presence of lymphadenomegaly. So far, S. brasiliensis has been the only species identified in
feline cases since the beginning of the sporotrichosis epizooty in Rio de Janeiro. In addition, S.
brasiliensis is the main etiological agent of canine sporotrichosis, however other species can be
identified, thus the first case of S. schenckii described in dogs in Brazil was reported.

Keywords: 1. Genus Sporothrix 2. Molecular characterization 3. Sporotrichosis 4. Felines 5.
Canines 6. PCR fingerprinting
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1. INTRODUCAO

1.1. Esporotricose

A esporotricose € uma infeccdo subaguda a crénica, com lesdo usualmente limitada a pele,
ao tecido celular subcuténeo e vasos linfaticos adjacentes, embora eventualmente possa tornar-se
disseminada (BARROS et al., 2011). Acomete 0s humanos e uma grande variedade de espécies
animais, principalmente os gatos (BARROS et al., 2001; PEREIRA et al., 2014; SCHUBACH et
al., 2006).

Os humanos e animais podem adquirir a doenca pela via classica, por meio de inoculacéo
traumatica do fungo presente em solo ou plantas ou pela via alternativa, por meio de arranhadura,
mordedura e/ou contato com exsudato de lesGes de gatos infectados. O género Sporothrix €
composto de 53 espécies, sendo a maioria espécies ambientais e poucas que de fato apresentam
um impacto na saide humana e animal. A infeccdo € normalmente causada por trés espécies:
Sporothrix brasiliensis, Sporothrix schenckii e Sporothrix globosa (RODRIGUES et al., 2020).

1.1.1. Historico

A primeira descricdo da esporotricose foi realizada em 1898, por Benjamin Schenck, no
Johns Hopkins Hospital em Baltimore, Estados Unidos, em um paciente do sexo masculino que
apresentava lesdes cutaneas na mao direita e braco.

A amostra do referido paciente foi enviada para ser estudada pelo micologista Erwin F.
Smith, que identificou o fungo como pertencente ao género Sporothrichum (SCHENCK, 1898).
O segundo caso da doenca foi descrito em 1900, também nos Estados Unidos, em Chicago, por
Hektoen e Perkins. O paciente era um menino que apresentava um abscesso subcutaneo e

posterior desenvolvimento de lesdo ulcerada e noédulos, além de linfangite secundaria, devido a
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um ferimento causado por uma martelada no dedo indicador. Ap6s o isolamento do fungo, os
autores denominaram o agente como Sporothrix schenckii (HEKTOEN; PERKINS, 1900).

Em 1910, foi descrito novamente o microrganismo, nomeando-o de forma incorreta como
Sporotrichum schenckii (MATRUCHOT, 1910). Esta nomenclatura foi utilizada erroneamente
até a década de 1960, quando um estudo propds diferencas na conidiogénese entre os géneros
Sporothrix e Sporotrichum, sugerindo entdo que o nome correto do agente causador da
esporotricose fosse Sporothrix schenckii (CHARMICHAEL, 1962). Entre 1903 e 1912, De
Beurmann e Gougerot (1912) descreveram as principais formas clinicas e a terapéutica da
esporotricose, apds reunir e revisar cerca de 200 casos humanos na Franca.

No Brasil, Lutz e Splendore (1907) descreveram inicialmente um caso humano, no estado
de Sdo Paulo e, posteriormente, a primeira infeccdo natural por Sporothrix em ratos. A
possibilidade de infeccdo humana por mordidas destes animais foi considerada (PUPO, 1917).
Em 1912, Terra e Rabelo descreveram o primeiro caso humano no Rio de Janeiro.
Posteriormente, novos casos foram registrados em outros estados brasileiros, em um periodo de
quatro anos (DONADEL et al., 1993). Também no Rio de Janeiro, o primeiro relato de
esporotricose animal foi diagnosticado em uma mula (LEAO et al., 1934).

A susceptibilidade de gatos a infeccdo por S. schenckii foi demonstrada
experimentalmente em 1909 (DE BEURMANN et al., 1909). No entanto, a primeira citacdo da
doenca naturalmente adquirida em gatos foi feita por Singer e Muncie (1952) em Nova York, nos
Estados Unidos. No Brasil, o primeiro relato de esporotricose felina foi descrito no ano de 1956,
em Minas Gerais (FREITAS et al., 1956). No Rio de Janeiro, em 1983, os primeiros casos de
esporotricose felina foram descritos por Cruz et al. (1983, 2013) e, posteriormente, no final da
década de 1990 por Baroni et al. (1998). Desde entdo, o Instituto Nacional de Infectologia
Evandro Chagas (INI) da Funda¢do Oswaldo Cruz (Fiocruz) vem acompanhando a evolucao do
namero de casos humanos, caninos e felinos dessa micose na regidao metropolitana do Rio de
Janeiro, sendo a primeira epidemia de esporotricose associada a transmissdo zoondtica descrita na
literatura (BARROS et al., 2011; GREMIAO et al., 2020; PEREIRA et al., 2014).
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1.1.2. Epidemiologia

A esporotricose apresenta distribuicdo geografica mundial, apesar de sua alta prevaléncia
em regides de clima tropical e subtropical imido. Existem relatos em todos os continentes do
mundo (BARROS et al., 2011; CHAKRABARTI et al., 2015; LOPEZ-ROMERO et al., 2011;
ZHANG et al., 2015). Porém, o Brasil é uma das principais regiGes endémicas, tanto para casos
de esporotricose humana quanto animal (FREITAS et al., 2014; GREMIAO et al., 2017;
OLIVEIRA, M. et al., 2011). A esporotricose felina ja foi relatada em outros paises além do
Brasil, como Argentina (CORDOBA et al., 2018; ETCHECOPAZ et al., 2019), Estados Unidos
(CROTHERS et al., 2009), Alemanha (SCHEUFEN et al., 2015), Japdo (HIRANO et al., 2006),
Tailandia (DUANGKAEW et al., 2018), Malasia (HAN et al., 2017; KANO et al., 2015),
Australia (THOMSON et al., 2019) e Reino Unido (MAKRI et al., 2020). Por outro lado, existem
poucos relatos sobre esporotricose canina, com descricdo de casos na Franca (MEYER, 1915),
Itdlia (CAFARCHIA et al.,, 2007), Estados Unidos (CROTHERS et al., 2009), Canada
(SANFORD, 1992), além do Brasil que possui a maior casuistica até o momento (GREMIAO et
al., 2017; SCHUBACH et al., 2006; VIANA et al., 2018).

Epidemias de esporotricose acometendo amplas areas geogréaficas ou elevado nimero de
casos sdo raras e geralmente estdo relacionadas a uma fonte de infeccdo comum no ambiente
(BUSTAMANTE; CAMPQOS, 2004). No Brasil, a maior série de casos da doenca em gatos
incluia oito casos (FREITAS et al., 1965), até o relato de cerca de 120 gatos provenientes do Rio
de Janeiro (SCHUBACH; SCHUBACH 2000).

Desde de 1998, o INI/Fiocruz é considerado o principal centro de referéncia para a doenca
animal e humana no Rio de Janeiro (PEREIRA et al., 2010; PEREIRA et al., 2014). Foram
diagnosticados no INI/Fiocruz aproximadamente 5.000 casos humanos, no periodo de 1998 a
2015, 5.113 casos felinos no periodo de 1998 a 2018 (GREMIAQO et al., 2020) e 247 casos
caninos no periodo de 1998 a 2014 (GREMIAO et al., 2017; SCHUBACH et al., 2006). O Rio de
Janeiro é considerado uma éarea hiperendémica de esporotricose associada a transmissao
zoono6tica da doenca (GREMIAO et al., 2017). Além dos casos diagnosticados no INI/Fiocruz, de

2017 a 2019 foram notificados e confirmados mais de 10.000 casos de esporotricose animal de
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acordo com Subsecretaria de Vigilancia, Fiscalizacdo Sanitaria e Controle de Zoonoses
(SUBVISA)

Silva et al. (2012) relataram que o nimero de casos da epidemia no estado do Rio de
Janeiro ultrapassou os cerca de 3.000 casos descritos na década de 1940 na Africa do Sul, uma
vez que foi observado um aumento de 126,6% em relacdo a totalidade dos casos em onze anos de
estudo, 0 que entdo caracteriza esta endemia como a maior endemia mundial. Porém, a
esporotricose ndo é uma doenca de notificacdo compulséria na maioria dos paises, logo as
informacdes sobre a incidéncia da doenca ndo sdo bem conhecidas e estdo limitadas aos dados
gerados por publicacdes cientificas (BARROS et al., 2011). No Brasil, inicialmente uma nota
técnica foi divulgada em 2011, pela Secretaria Estadual de Saude do Rio de Janeiro (SES-RJ),
recomendando a notificacdo tanto de casos humanos como de casos animais. Posteriormente, a
notificagdo compulsoria de casos humanos no Estado do Rio de Janeiro foi novamente divulgada
por meio da resolugdo SES n° 674 de 12 de junho de 2013, e a notificagdo compulsoria dos
animais, que apresentavam esporotricose, por meio da portaria GM/MS n° 1.271 de 6 de junho de
2014, no artigo 2°, paragrafo 1V.

Dos 1.848 casos humanos de esporotricose atendidos no INI/Fiocruz durante o periodo de
1997 a 2007, 65% possuiam gatos e dentre eles, 80,3% declararam terem sido infectados por
estes animais (SILVA et al., 2012), principalmente por meio de arranhadura, mordedura ou até
mesmo pelo contato com exsudato das leses dos gatos doentes (SCHUBACH et al., 2012).

Os gatos sdo 0s unicos animais que apresentam um potencial zoondtico importante em
virtude da elevada quantidade de leveduras encontrada nas lesdes (MIRANDA et al., 2018a). Um
dos motivos € o isolamento de Sporothrix spp. proveniente das cavidades nasal e oral, fragmentos
de garras, exsudato de lesBes cutaneas e mucosas, Orgaos internos, sangue e fezes de gatos
(MONTENEGRO et al., 2014; SCHUBACH et al.,, 2001, 2003a, 2003b, 2004a, 2004b),
associado aos relatos de casos humanos de esporotricose (SILVA et al., 2012). Outro motivo e a
alta equivaléncia genotipica demonstrada entre isolados oriundos de felinos e de humanos com os
quais os gatos se relacionam (REIS et al., 2009), demonstram a importancia do gato como fonte
de infeccdo (SILVA et al., 2012).

A esporotricose zoonotica foi relatada em diversos paises como Estados Unidos
(DUSTAN et al., 1986; READ & SPERLING, 1982; REED et al., 1993; REES et al., 2011),
México (BOVE-SEVILLA et al., 2008), Panama (RIOS et al., 2018), Argentina (ETCHECOPAZ
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et al., 2019), Paraguai (DUARTE et al., 2017), india (YEGNESWARAN et al., 2009), Malésia
(TANG et al.,, 2012; ZAMRI-SAAD et al., 1990) e no Brasil onde a frequéncia de casos
zoonGticos €é alta principalmente nas regibes Sul e Sudeste (GREMIAO et al., 2017;
RODRIGUES et al., 2016a). Em todos esses casos o animal relacionado a transmissdo zoonética
foi o gato. Os cées ndo desempenham um papel importante na transmissdo de Sporothrix
provavelmente devido a baixa carga fungica encontrada nas lesdes cutaneas desses animais
(SCHUBACH et al., 2004a; SCHUBACH et al., 20086).

1.1.3. Esporotricose felina

Até o final dos anos 1990, existiam poucos relatos da doenca em gatos no Brasil
(BARONI et al., 1998; CRUZ et al., 1983; FREITAS et al., 1956; FREITAS et al., 1965;
LARSSON et al., 1989; MARQUES et al., 1993; NOGUEIRA et al., 1995). Desde entdo, a
frequéncia de relatos de casos de esporotricose em gatos vem aumentando, notadamente no Rio
de Janeiro (GREMIAO et al., 2017; GREMIAO et al., 2020; PEREIRA et al, 2014;
SCHUBACH et al., 2004a).

A esporotricose felina tem sido registrada em outros estados do Brasil ao longo dos
altimos 20 anos, especialmente no Rio Grande do Sul (MADRID et al., 2012; OLIVEIRA, D. et
al., 2011) e Sédo Paulo (MONTENEGRO et al., 2014; RODRIGUES et al., 2013a). A
esporotricose tem expandido de forma rapida pela regido Nordeste do pais nos ultimos anos
(ARAUJO et al., 2016; FILGUEIRA et al., 2009; NUNES et al., 2011; RODRIGUES et al.,
2020; SILVA, G. et al., 2018).

A susceptibilidade de gatos a S. schenckii foi demonstrada experimentalmente, por meio
da observacdo do desenvolvimento da doenca com lesdes localizadas e disseminadas (DE
BEURMANN et al., 1909). Além de maior susceptibilidade a doenca, os felinos apresentam
caracteristicas comportamentais como esfregar-se no solo, afiar as garras em arvores e madeiras,
instintos de caca, habitos higiénicos, como enterrar suas fezes, alem de incursbes fora dos seus
limites domiciliares, tornando-os mais expostos ao fungo (BARROS et al., 2004; DAVIES;
TROY, 1996).
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Na maioria dos casos, 0s gatos adquirem a infeccdo apds brigas com outros gatos
infectados. Alguns estudos demonstram que, além da arranhadura e/ou mordedura, 0s gatos
podem se infectar por meio do contato corporal com outros gatos doentes, e contato com
ambiente contaminado (MACEDO-SALES et al., 2018; SCHUBACH et al., 2004a;). Os gatos
machos jovens, ndo castrados e com acesso ao ambiente extradomiciliar sdo 0s mais acometidos e
envolvidos na transmissio do fungo a outros animais e seres humanos (GREMIAO et al., 2017;
PEREIRA et al., 2014; SCHUBACH et al., 2004a).

As classificaces das formas clinicas da esporotricose em seres humanos sdo: cutanea-
fixa, linfocuténea, extracutanea e disseminada (BARROS et al., 2011). Como 0s gatos com
esporotricose podem apresentar mais de uma forma da doenca concomitantemente, esta mesma
classificagdo e de dificil aplicacdo. Nestes animais, a doenca possui um amplo aspecto clinico,
podendo apresentar desde lesbes cuténeas Unicas até formas mdltiplas e sistémicas,
acompanhadas ou ndo de sinais extracutaneos, como as manifestacbes respiratorias
(SCHUBACH et al., 2004a). Foi proposta uma classificacdo de acordo com a presenca e
distribuicdo das lesbes cutaneas nos sitios anatémicos, descrevendo como LO, o animal que
apresenta auséncia de lesbes cutaneas, L1 apresentando lesGes cutdneas em um local, L2
apresentando lesbes cutaneas em dois locais ndo contiguos e L3 apresentando lesdes cutaneas em
trés ou mais locais ndo contiguos (SCHUBACH et al., 2004a).

As lesdes cutaneas mais frequentes em gatos sao nédulos, gomas e ulceras (SCHUBACH
et al., 2004a). Cerca de 40% dos gatos com esporotricose apresentam lesdes cutaneas em trés ou
mais localizaces ndo contiguas (PEREIRA et al., 2010; SCHUBACH et al., 2004a). Linfadenite,
linfangite nodular ascendente e lesdes mucosas podem estar presentes nos gatos com
esporotricose. A presenca de sinais respiratorios é frequente, principalmente os espirros e
secrecdo nasal, os quais podem estar associados a lesdo na regido nasal, inclusive em mucosa
(REIS et al., 2012; SCHUBACH et al., 2004a).

Em estudos sobre esporotricose felina realizados no INI/Fiocruz, a frequéncia de sinais
respiratorios variou de 44,4% (SCHUBACH et al., 2004a) a 66,7% (REIS et al., 2012). Em um
estudo recente, Souza et al. (2018) observaram que 61,5% dos gatos apresentaram esses sinais.
Estudos sobre a terapéutica da esporotricose felina relataram que a presenca de sinais
respiratorios e de lesbes em mucosa estdo associados ao risco de falha terapéutica e dbito
(PEREIRA et al., 2010; SOUZA et al., 2018).
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Na esporotricose felina, o amplo espectro de manifestacdes clinicas, a gravidade da
doenca e os baixos indices de cura clinica observados na epizootia do Rio de Janeiro podem estar
associados a espécie fungica. Além disso, a presenca de acentuado infiltrado inflamatério
piogranulomatoso, alta carga flngica, extensdo das lesdes para a mucosa, cartilagem e 0ss0s
nasais dos gatos e formas disseminadas atingindo érgdos internos, sdo um indicativo da alta
viruléncia do agente circulante na area endémica do Rio de Janeiro (GREMIAO et al., 2015;
MIRANDA et al., 2013; SCHUBACH et al., 2003Db).

Os retrovirus virus da imunodeficiéncia felina (FIV) e o virus da leucemia felina (FeLV)
deprimem o sistema imunoldgico do animal, favorecendo infeccGes por outros agentes. Dos
poucos estudos que realizaram a associacdo entre estas retroviroses e a esporotricose (PEREIRA
et al., 2010; MIRANDA et al., 2016; REIS et al., 2016; SCHUBACH et al., 2004a), um
apresentou associacdo entre felinos que apresentam estado geral ruim com a presenca da co-
infeccdo por FIV ou FeLV, sugerindo que a presenca da retrovirose possa influenciar na
apresentacdo clinica de gatos com esporotricose (MIRANDA et al., 2018b). Um segundo estudo
revelou que gatos com FIV/FeLV apresentaram menor contagem de neutrofilos na leséo
(SOUZA et al, 2018). Diferentemente dos humanos que apresentam a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (AIDS), na qual a esporotricose apresenta importante associacao,

como uma infeccdo oportunista (FREITAS et al., 2012).

1.1.4. Esporotricose canina

A esporotricose canina € uma doenca considerada rara e 0 seu conhecimento se deve a
relatos de caso e algumas series de casos publicados (PEREIRA et al., 2015). O Brasil é o pais
que tem o maior numero de casos de esporotricose canina reportados até o0 momento
(SCHUBACH et al., 2006; MASCARENHAS et al., 2018; VIANA et al., 2018). No periodo de
1998 a 2014, foram diagnosticados no INI/Fiocruz 247 casos (GREMIAO et al., 2017).

Nos cdes, alguns relatos apontam que a infec¢do pode ocorrer pela introducdo do fungo
guando esses animais entram em contato com lascas de madeira ou espinhos contaminados com

Sporothrix sp., sendo por isso frequente em cédes de caca (ROSSER; DUSTAN, 2006).
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Entretanto, no Brasil, principalmente no Rio de Janeiro, observa-se que a infec¢do do cdo ocorre
na maioria dos casos ap0s contato prévio com gatos com esporotricose (SCHUBACH et al.,
2006).

A esporotricose nos cdes é usualmente caracterizada por lesbes cutéaneas na cabeca,
orelhas e tdrax, raramente sdo descritos o acometimento osteoarticular e a ocorréncia de formas
disseminadas (SYKES et al., 2001). As lesdes mais frequentemente observadas sdo nddulos e
Ulceras (SCHUBACH et al.,, 2006). Em caninos sdo relatadas quatro apresentacdes clinicas
baseadas na classificacdo da doenca humana: cutanea fixa, linfocutanea, disseminada e mucosa
(PEREIRA et al., 2015). Nos cdes acometidos, geralmente o isolamento de Sporothrix spp. é mais
dificil do que em gatos e via de regra 0s cées encontram-se em bom estado geral. Isso ocorre
provavelmente devido a baixa carga fungica geralmente encontrada nas lesdes cutaneas desses
animais (SCHUBACH et al., 2004a; SCHUBACH et al., 2006).

1.1.5. Tratamento da esporotricose animal

O tratamento da esporotricose felina, diferente do que é observado nos humanos e caes,
em muitos casos representa um desafio e um esforco em longo prazo para 0s médicos veterinarios
(PEREIRA et al., 2010). O tempo de tratamento é longo, a administracdo dos medicamentos por
via oral é problematica e a adeséo do tutor ao tratamento ¢ baixa (CHAVES et al., 2013).

O itraconazol e o iodeto de potassio sdo os antifungicos mais relatados no tratamento da
esporotricose felina. O itraconazol é o medicamento de eleicdo para o tratamento da maioria dos
casos, uma vez que este tem sido usado de forma efetiva e segura, com baixa toxicidade e boa
tolerancia, mesmo por longos periodos de tratamento (GREENE, 2012; PEREIRA et al., 2010;
REIS et al., 2016). O cetoconazol, o iodeto de sodio, a terbinafina, a anfotericina B, a
termoterapia local, a remocdo cirdrgica das lesdes cutaneas e a criocirurgia representam outras
opcdes de tratamento (CARVALHO et al., 2018; DE SOUZA et al., 2016; GREMIAO et al.,
2015; HONSE et al., 2010; PEREIRA et al., 2009).

O itraconazol é efetivo no tratamento da esporotricose felina causada por S. brasiliensis,
sendo utilizado na dose de 50 ou 100 mg/dia (CROTHERS et al., 2009; MADRID et al., 2010;
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MIRANDA et al., 2018b; PEREIRA et al., 2010; ROSSI et al., 2013; SCHUBACH et al., 20044;
SOUZA et al., 2018;). Apesar do itraconazol ser considerado o medicamento de escolha, casos de
falha terapéutica tém sido descritos (CROTHERS et al., 2009; GREMIAQ et al., 2015).

O iodeto de potéssio é uma alternativa para o tratamento da esporotricose humana, devido
ao baixo custo e efetividade (YAMADA et al., 2011), principalmente em areas endémicas
economicamente desfavorecidas (BUSTAMANTE; CAMPOS, 2004, 2010; VASQUEZ-DEL-
MERCADO et al., 2012). O iodeto de potassio em cépsulas € uma op¢do importante no
tratamento de gatos com esporotricose (ROCHA et al., 2018). O estudo que apresenta a maior
casuistica com iodeto de potassio, incluiu 48 gatos com esporotricose, dos quais 47,9% obtiveram
cura clinica, apesar da elevada ocorréncia de efeitos adversos clinicos, os quais foram reversiveis
com a diminuicdo da dose ou interrupgao temporaria do farmaco (REIS et al., 2012). Um outro
estudo apresentou um percentual de cura ainda mais elevado (96,1%), ao realizar a associacao
entre o itraconazol e o iodeto de potassio em 30 felinos sem tratamento prévio com antifungicos
orais, sugerindo, assim, que tal associacdo pode ser uma boa opcéo para o tratamento de gatos
com esporotricose, principalmente aqueles que apresentam lesdes na regido nasal (REIS et al.,
2016).

A anfotericina B tem sido indicada para o tratamento de micoses sistémicas e
esporotricose disseminada em seres humanos e animais (KAUFFMAN et al., 2007). Poucos sdo
os relatos sobre a utilizacdo desse farmaco na esporotricose felina. Em casos de esporotricose
felina com faléncia terapéutica ao itraconazol, a associacdo da anfotericina B, via subcutanea ou
intralesional, pode ser utilizada como uma opcdo de tratamento (GREMIAO et al., 2009;
GREMIAO et al., 2011, GREMIAO et al, 2015).

A terbinafina é um antifingico que apresenta alta atividade in vitro contra isolados de
Sporothrix sp. (BORBA-SANTOS et al., 2015; MARIMON et al., 2008b). Um estudo recente foi
realizado o tratamento de cdes com terbinafina e estes apresentaram remissdo completa de todos
0s sinais clinicos apresentados (VIANA et al., 2018). Apesar de resultados promissores, mais
estudos precisam ser realizados a fim de comprovar a eficacia da terbinafina no tratamento da
esporotricose animal.

Existem poucos relatos sobre a utilizacdo do triazélico fluconazol em felinos, sendo
utilizado em um gato com mdaltiplas lesdes cutaneas e sinais respiratérios que obteve a cura

clinica. No entanto, o animal apresentou recidiva logo ap0s a interrup¢do do tratamento
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(CROTHERS et al., 2009). Além disso, este farmaco demonstrou ter baixa atividade in vitro
contra cepas de S. brasiliensis (BRILHANTE et al., 2016).

O triazdlico posaconazol demonstrou uma boa resposta em testes de susceptibilidade
antifingica in vitro contra isolados de Sporothrix spp. (ALMEIDA-PAES et al., 2017;
MARIMON et al., 2008b; RODRIGUES et al., 2014a). Além disso, este farmaco demonstrou
bons resultados no tratamento de humanos (ALMEIDA-PAES et al., 2017; PAIXAOQ et al., 2015)
e em um caso felino (THOMSON et al., 2019), podendo representar uma alternativa no
tratamento da esporotricose sistémica (ALMEIDA-PAES et al., 2017; MARIMON et al., 2008b;
PEREIRA et al., 2010) apesar de ter um custo elevado.

Na esporotricose felina, o longo periodo de tratamento e a aquisi¢cdo da doenga por um
membro da familia sdo fatores que levam ao frequente abandono e a solicitacdo de eutanasia pelo
responsavel (PEREIRA et al., 2009; SCHUBACH et al., 2004a). Segundo Chaves et al. (2013), 0
abandono do tratamento ocorre principalmente no momento em que o responsavel pelo animal
observa melhora das lesdes cuténeas e/ou sinais clinicos, o que faz com que este ndo retorne para
0 acompanhamento clinico e terapéutico. A cura, a faléncia terapéutica, a recorréncia e os efeitos
adversos ocorrem independentes do esquema terapéutico utilizado (SCHUBACH et al., 2004a).

Na esporotricose canina, o itraconazol, o cetoconazol e o iodeto de potéssio sdo 0s
medicamentos utilizados (SCHUBACH et al. 2006; SCHUBACH et al. 2012). Nos cées, a
doenca tem bom progndstico, pois eles geralmente respondem bem ao tratamento sistémico com
azolicos. Além disso, foram descritos cinco casos nos quais foi observada cura clinica
espontanea, permanecendo livres de lesdes por até quatro anos de acompanhamento
(SCHUBACH et al. 2006).

1.1.6. Diagnéstico laboratorial da esporotricose

O diagndstico definitivo requer o isolamento do fungo em meio de cultura (RIPPON,
1988), sendo esta metodologia considerada padrdo de referéncia para o diagndstico da

esporotricose. Sporothrix spp., na natureza ou em meio de cultura rico em nutrientes, a
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temperatura ambiente ou a 25°C, cresce na forma filamentosa; enquanto que em parasitismo ou
em meio de cultura a 37°C, encontra-se na forma de levedura (RODRIGUES et al., 2020).

A técnica de cultura pode ser realizada inicialmente em meio de &gar Sabouraud dextrose
acrescido de cloranfenicol ou dgar Mycosel a 25°C por cinco a sete dias, porém em alguns casos
o0 tempo pode ser maior. Apos o crescimento de um fungo hialino na forma filamentosa que com
0 tempo adquire a capacidade de produzir melanina, este é inoculado em meio de infusdo de
cérebro e coracdo (BHI) e incubado a 37°C por cinco a sete dias, visando a conversdo do fungo
para a forma de levedura, com aspecto cremoso e coloragcdo amarelada, concluindo-se assim o
diagnéstico micologico (RODRIGUES et al., 2020; RIPPON, 1988). As culturas consideradas
negativas deverdo ser mantidas por pelo menos 4 semanas (RIPPON, 1988). A técnica de cultura
caracteriza o fungo como Sporothrix spp. ou Sporothrix schenckii sensu lato. Para a
caracterizacao das especies torna-se necessario a aplicacdo de técnicas morfologicas, fisioldgicas
e moleculares (OLIVEIRA, M. et al., 2011).

Nos gatos, 0s exames citopatoldgico e histopatologico séo uteis no diagnostico presuntivo
desta micose. No exame citopatoldgico do exsudato das lesbes de gatos com esporotricose,
observa-se grande quantidade de estruturas leveduriformes arredondadas, ovais ou em forma de
charuto dentro dos macrdéfagos e neutréfilos ou no meio extracelular, sendo as coloragdes mais
indicadas as do tipo Romanowsky, como o método pandtico rapido (SILVA et al., 2015; SILVA,
J. et al., 2018). Em contraste com os felinos, 0s cdes com esporotricose apresentam pequena
quantidade de estruturas leveduriformes, o que prejudica a realizacdo do exame citopatologico
nesses animais (PEREIRA et al., 2011). O mesmo acontece com 0s exames diretos realizados em
seres humanos (BARROS et al., 2011).

No exame histopatologico predominam lesdes granulomatosas supurativas com granulomas
malformados, estes apresentam uma predominancia de macrofagos e frequentemente grande
quantidade de leveduras (MIRANDA et al., 2013). A utilizacao de técnicas histolégicas como a
imuno-histoquimica para identificacdo de Sporothrix a partir de lesGes em seres humanos, cées e
gatos, apresenta resultados satisfatorios (SILVA, J. et al., 2018). Assim, esta técnica permite a
identificacdo especifica do agente etioldégico, melhorando a efetividade do exame histopatoldgico
(MIRANDA et al., 2011).

De acordo com o tipo e a localiza¢do da lesdo, diferentes amostras bioldgicas podem ser

coletadas para isolamento do fungo (SCHUBACH et al., 2002). Secrecdo nasal e exsudato de
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lesBes cutaneas ou mucosas podem ser obtidas com o uso de um swab estéril (SCHUBACH et al.,
2003b). Também podem ser enviados para o cultivo fragmentos de lesdes cutdneas ou mucosas
obtidos por bidpsia, aspirado de conteldo purulento ou seropurulento proveniente de abscesso
ndo ulcerado (SCHUBACH et al., 2004b), sangue (SCHUBACH et al, 2003a), garras
(SCHUBACH et al., 2001) e lavado broncoalveolar (LEME et al., 2007).

Embora a cultura seja o padrdo de referéncia para a deteccdo da esporotricose, técnicas
sorologicas e moleculares tém sido adotadas como ferramentas auxiliares para o diagnostico
(BARROS et al., 2011). Nos ultimos anos, o desenvolvimento de métodos moleculares baseados
na deteccdo de DNA para identificacdo de isolados flngicos promoveu uma reducdo no tempo do
diagndstico, mantendo ou melhorando a especificidade, sensibilidade e precisdo quando
comparado a cultura fungica e a sorologia. Entretanto, ainda existe uma lacuna na identificacéo
das espécies do género Sporothrix, uma vez que poucos métodos moleculares tém sido aplicados
na deteccdo de DNA do fungo a partir de espécimes clinicos e na identificacdo de Sporothrix a
nivel de espécie em cultura (RODRIGUES et al., 2020). Porém, um estudo demonstrou a
identificacdo rapida do fungo a partir de bidpsia de tecido humano através da PCR, superando a
cultura fungica, que apresenta baixa sensibilidade e o tempo consumido no procedimento (LIU et
al., 2013). Além disso, um estudo recente, também demonstrou a identificacdo do fungo a nivel
de espécie a partir de espécime clinico de pacientes humanos com esporotricose, porém
utilizando a técnica de PCR em tempo real (ZHANG et al., 2020).

1.2.  Género Sporothrix

Espécies do género Sporothrix sdo encontradas em plantas e matéria vegetal em
decomposicdo, apresentando predilecdo por climas temperados e tropicais (BARROS et al.,
2011). Apos a revisdo na taxonomia dos fungos realizada por Guarro e colaboradores (1999), este
fungo foi caracterizado como pertencente a Divisdo Ascomycota, Classe Pyrenomycetes, Ordem
Ophiostomatales, Familia Ophiostomataceae.

Diversos estudos taxondmicos moleculares foram realizados utilizando diferentes

metodologias, como o restriction fragment length polymorphism (RFLP) (ARENAS et al., 2007;
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ISHIZAKI et al., 2000; LIN et al., 1999; MORA-CABRERA et al., 2001; RODRIGUES et al.,
2014b; SUZUKI et al., 1988; TAKEDA et al., 1991; WATANABE et al., 2004; ZHANG et al.,
2006) de diferentes genes alvos, random amplified polymorphic DNA (RAPD) (MESA-
ARANGO et al., 2002), sequenciamento do DNA da regido de transcri¢cdo interna do RNA
ribossomal (ITS) (DE BEER et al., 2003; ZHANG et al., 2011), PCR com alvo no gene da
topoisomerase Il (KANBE et al., 2005), amplified fragment length polymorphism (AFLP)
(NEYRA et al., 2005), e M13 PCR fingerprinting (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2008;
REIS et al., 2009).

Com base nesses estudos moleculares juntamente com a variacdo observada em estudos
fenotipicos, foi demostrado uma elevada variabilidade intraespecifica entre os isolados
morfologicamente identificados como S. schenckii, apontando que esta ndo deveria ser
considerada uma unica espécie causadora da esporotricose. Esses estudos realizados desde 2007
levaram a descricdo de sete espécies patogénicas para seres humanos, discriminadas
filogeneticamente como S. schenckii sensu stricto, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S.
pallida, S. luriei e S. chilensis (MARIMON et al., 2006; MARIMON et al., 2007; MARIMON et
al., 2008a; OLIVEIRA, M. et al., 2011; RODRIGUES et al., 2016b; ROMEO et al., 2011). As
espécies S. schenckii, S. brasiliensis e S. globosa séo consideradas as principais espécies de
interesse clinico para humanos (LOPES-BEZERRA et al., 2018). Para cées e gatos as espécies de
importancia clinica descritas até 0 momento séo, S. brasiliensis, S. schenckii, S. pallida e S. luriei
(BOECHAT et al., 2018; HAN et al., 2017; KANO et al.,, 2015; OLIVEIRA et al., 2011a;
RODRIGUES et al., 2013a; SIEW, 2017; THOMSON et al., 2019; VIANA et al., 2018), sendo S.

brasiliensis e S. schenckii as de maior interesse clinico para esses animais.

1.2.1. Caracterizacao de espécies do género Sporothrix

As especies do complexo Sporothrix sdo muito semelhantes macroscopicamente,
independente do meio em que sejam cultivadas e microscopicamente apresentam diferencas

bastante sutis (MARIMON et al., 2007). Para a definicdo das espécies sdo utilizados dois tipos de
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caracterizacdo, a fenotipica, sendo esta morfoldgica e fisiologica, e a caracterizagdo baseada em
técnicas moleculares (MARIMON et al., 2006; MARIMON et al., 2007).

Marimon et al. (2007) propuseram uma chave de identificagdo taxondmica baseada em
analise fenotipica. Essa chave inclui morfologia dos conidios em meio Corn Meal Agar (CMA)
incubados a 30°C por 10 a 12 dias, diametro da coldnia em meio Potato Dextrose Agar (PDA)
nas temperaturas de 30°C e 37°C incubados por 21 dias e teste de assimilagdo de carboidrato
utilizando sacarose e rafinose, sendo estas provas fenotipicas que podem variar entre as espécies
do género Sporothrix (MARIMON et al., 2007). Para a caracterizacdo fenotipica das espécies do
complexo Sporothrix, também sdo empregadas técnicas como o sub-cultivo em PDA, CMA e em
agar aveia, a fim de confirmar as caracteristicas macroscopicas e determinar as caracteristicas
microscopicas (MARIMON et al., 2007). Apesar da esporotricose ser uma doenca de distribuicao
mundial, poucos estudos foram realizados a fim de esclarecer a fisiologia do fungo (BARROS et
al., 2011). Para estudos fisiologicos sdo avaliadas taxas de crescimento em varias temperaturas
(20°C, 25°C, 30°C, 35°C, 37°C e 40°C) em PDA. Além disso sdo aplicados testes como o de
assimilacdo de carboidratos, nos quais os isolados podem ser testados com relacdo a diversos
acucares, como sacarose, rafinose, ribitol, dentre outros, utilizando meio de cultura Yeast
Nitrogen Base — YNB (MARIMON et al., 2007). A presenca de urease, producdo de acido,
liquefagéo de gelatina, tolerancia ao NaCl, MgCl. e cicloheximida e a formag&o de polissacarideo
extracelular sdo outros testes fisioldégicos que podem ser realizados (MARIMON et al., 2007).
Todas as espécies apresentam temperatura 6tima para o crescimento entre 20°C a 30°C, ndo
havendo crescimento in vitro a 40°C. Porém, a temperatura maxima varia de acordo com o local
de origem dos isolados (MARIMON et al., 2007; MARIMON et al., 2008a).

Em vida saprofitica ou quando cultivado entre 25 a 30°C, Sporothrix spp. apresenta-se
sob forma filamentosa. Macroscopicamente sdo observadas colbnias de colora¢do branca no
inicio, tornando-se escura apos alguns dias (BARROS et al., 2011). Algumas cepas, entretanto,
possuem a capacidade de produzirem colbnias escurecidas desde o inicio do crescimento
(ALMEIDA-PAES et al., 2015). Microscopicamente, constituem-se de hifas finas, septadas e
hialinas, com conidios unicelulares hialinos e castanhos (deméaceos). Os conidios hialinos sdo
pequenos, obovoides, agrupados em conidiéforos terminais. JA& os conidios demaceos séo
grandes, globosos ou subglobosos, com parede celular espessa, podendo ser observados ao longo
de toda a hifa (ST-GERMAIN, 1996; MARIMON et al., 2007). O tamanho e a forma dos
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conidios demé&ceos podem variar entre as espécies do complexo Sporothrix (MARIMON et al.,
2007).

Quando cultivadas a 37°C em meio BHI, evidenciamos a forma de levedura do fungo.
Nessas condigdes, macroscopicamente, as coldnias leveduriformes sdo lisas, cremosas, de cor
bege a creme. Microscopicamente, as células sdo redondas ou ovais, apresentando geralmente
brotamento alongado em forma de charuto (BARROS et al., 2011). Portanto, para a identificagcao
definitiva dos isolados de Sporothrix spp. em amostras clinicas ou ambientais deve ser
demonstrado o dimorfismo (ZANCOPE-OLIVEIRA et al., 2011).

Apesar das espécies do género Sporothrix apresentarem algumas diferencas em sua
morfologia e fisiologia (Quadro 1), ndo se pode considerar apenas a caracterizacdo fenotipica,
sendo necessaria a correlagdo com estudos moleculares para a identificacdo das espécies
(CAMACHO et al., 2015; MAHMOUDI et al., 2016; OLIVEIRA, M. et al., 2011). Isso porque,
alguns autores apresentaram dificuldades na identificacdo da espécie de Sporothrix apenas pela
caracterizacao fenotipica (ALMEIDA-PAES et al., 2014; BOECHAT et al., 2018; CAMACHO et
al., 2015; MAHMOUDI et al., 2016; RODRIGUES et al., 2013b; SOUZA et al., 2018; YU et al.,
2013).

Quadro 1: Chave de identificacdo para cada espécie do género Sporothrix (Adaptada de Marimon et al., 2007)

Conidio Diametro da . o i
] ] ) Termotolerancia Assimilacéo de agucar
Espécie séssil e colénia
) 37°C
demaceo >50mm Sacarose Rafinose
S. pallida N&o Sim Sim + -
S. brasiliensis Sim Nao Sim - -
S. globosa Sim Nao N&o + -
S. mexicana Sim Sim Sim + +
S. schenckii Sim Nao Sim + +
S. luriei Nao Sim Sim - -

Para a caracterizacdo molecular de espécies utiliza-se a extracdo, amplificacdo e
sequenciamento do DNA dos isolados (MARIMON et al., 2007; RODRIGUES et al., 2013a) por

meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Existe uma grande variedade de técnicas
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moleculares baseada na PCR, porém apenas algumas técnicas permitem a diferenciacao entre as
espécies, sendo elas, o sequenciamento parcial dos genes da CAL, Btub, CHS, ITS, a PCR T3B
fingerprinting (RODRIGUES et al., 2020) e a RFLP-PCR da sequéncia do gene da CAL
(RODRIGUES et al., 2014b). A técnica da PCR T3B fingerprinting gera bandas distintas para as
espécies S. brasiliensis, S. schenckii, S. mexicana, S. luriei e S. globosa permitindo assim a
diferenciagdo, e apresenta 100% de correlacdo com o sequenciamento parcial do gene da
calmodulina (OLIVEIRA et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2015). O sequenciamento desse gene é
considerado o padrdo de referéncia para identificacdo molecular de espécies do género
Sporothrix. Zhou et al. (2014) sugeriram que a analise da regido do ITS poderia ser aplicada para
a identificacdo de espécies do género Sporothrix. Em outro estudo recente, Rodrigues et al.
(2014b) demonstraram que analise da RFLP-PCR da sequéncia do gene da CAL foi utilizado
para distinguir espécies de relevancia clinica, como S. brasiliensis, S. schenckii s. str., S. globosa
e S. luriei. Tanto a técnica da PCR T3B fingerprinting, como a RFLP-PCR da sequéncia do gene
da CAL, permitiram a identificacdo espécie-especifica para isolados do complexo, além de serem
mais rapidas, de baixo custo e de menor complexidade (OLIVEIRA et al., 2012; RODRIGUES et
al., 2014b).

Na esporotricose canina, alguns aspectos ainda ndo foram adequadamente elucidados,
dentre eles a(s) espécie(s) do género Sporothrix envolvidos, bem como a associacdo dessas
espécies com as caracteristicas clinicas e epidemiologicas em casos caninos. Poucos estudos
realizaram a caracterizacdo de isolados oriundos de caninos até o momento. Foram 18 isolados da
regido Sul, 2 isolados do Rio de Janeiro e um isolado de S&o Paulo, sendo todos caracterizados
como S. brasiliensis (RODRIGUES et al., 2013; VIANA et al., 2018; WALLER et al., 2018).

Poucas espécies do género Sporothrix surgiram ao longo dos ultimos anos com a
habilidade de causar doenca em humanos e animais e estas raramente foram isoladas da natureza.
As cepas ambientais historicamente apresentam baixa patogenicidade, crescimento fungico
limitado a altas temperaturas e auséncia de dimorfismo térmico. Dessa forma foi proposta a
divisdo das espécies do género Sporothrix em dois clados, sendo um ambiental, e outro clinico. O
clado ambiental é dividido em complexos: S. inflata, S. stenoceras, S. gossypina, S. candida e S.
pallida. Dentro do complexo S. pallida estdo localizadas as principais espécies do clado

ambiental, sendo elas, S. mexicana, S. pallida e S. chilensis. O clado clinico é composto pelas
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espécies S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa e S. luriei (RODRIGUES et al., 2016a;
RODRIGUES et al., 2020).

1.2.1.1.  Clado clinico

Poucos estudos realizaram a caracterizacdo de isolados felinos e caninos em nivel de
espécie do género Sporothrix, porém dentre as espécies identificadas apenas S. brasiliensis possui
grande interesse clinico em animais (BOECHAT et al., 2018; MONTENEGRO et al., 2014;
OLIVEIRA, D. et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013b; SOUZA et al.,
2018; VIANA et al., 2018).

Sporothrix brasiliensis tem sido descrita como uma especie emergente, altamente
patogénica para o ser humano e animais, apresentando uma distribuigdo geogréafica predominante
no Brasil (ARRILLAGA-MONCRIEFF et al., 2009; BOECHAT et al., 2018; MARIMON et al.,
2007; OLIVEIRA, M. et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013b; SILVA-VERGARA et al., 2012),
porém foi recentemente descrita na Argentina (CORDOBA et al., 2018; ETCHECOPAZ et al.,
2019). E responsavel pela maioria dos casos humanos e estd associada & endemia de
esporotricose zoono6tica no Rio de Janeiro (MARIMON et al., 2007; OLIVEIRA, M. et al., 2011).
Um dnico estudo revelou a alta viruléncia de S. brasiliensis, e neste, tal espécie se demonstrou a
mais virulenta dentre as espécies patogénicas. Tal estudo revelou que S. brasiliensis foi capaz de
causar mortalidade, dano e alta carga fungica tecidual no modelo murino utilizado, tendo sido
proposto que 0s mecanismos lesionais pudessem ser espécie-especificos (ARRILLAGA-
MONCRIEFF et al., 2009).

Em diferentes estudos foi realizada a caracterizacdo de espécies do género Sporothrix
acometendo animais no Brasil (BOECHAT et al., 2018; BRILHANTE et al., 2016; MACEDO-
SALES et al., 2018; MONTENEGRO et al., 2014; OLIVEIRA, D. et al.,, 2011; OLIVEIRA et al.,
2013; RODRIGUES et al., 2013a; SANCHOTENE et al., 2015; SOUZA et al., 2018; VIANA et
al., 2018; WALLER et al, 2018). Porém, poucos estudos utilizaram isolados animais
provenientes da regido metropolitana do Rio de Janeiro (BOECHAT et al., 2018; MACEDO-
SALES et al., 2018; RODRIGUES et al., 2013a; VIANA et al., 2018).
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Um estudo caracterizou os isolados provenientes de 30 gatos e dois cdes como S.
brasiliensis, com cepas originadas dos estados do Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Parand, Séo
Paulo e Minas Gerais (RODRIGUES et al., 2013a). Em outro estudo, realizado com 47 isolados
oriundos de felinos provenientes da epizootia do Rio de Janeiro, caracterizou todos os isolados
como S. brasiliensis (BOECHAT et al., 2018). Outros dois estudos, realizados no mesmo ano,
caracterizaram respectivamente, trés (SOUZA et al., 2018) e 51 (MACEDO-SALES et al., 2018)
isolados felinos como S. brasiliensis, por meio de técnicas moleculares.

Um Unico estudo caracterizou dois isolados caninos, provenientes do Rio de Janeiro,
como S. brasiliensis (VIANA et al., 2018). Apesar dos estudos realizados sugerirem que a
espécie S. brasiliensis seja a principal dentre os isolados animais, ainda existe uma lacuna quanto
a epidemiologia molecular do género Sporothrix na epizootia do Rio de Janeiro. Isso porque a
quantidade de isolados caracterizados ndo € representativa da casuistica regional, além do fato de
outras espécies ja terem sido encontradas em humanos da mesma regido.

Em estudo realizado por Arrillaga-Moncrieff et al. (2009), S. schenckii sensu stricto foi
considerada a segunda espécie mais patogénica em modelos murinos experimentais. Essa espécie
apresenta uma distribuicdo mundial, tendo sido relatados casos em seres humanos e animais no
continente americano, Europa, Africa do Sul e Asia (KANO et al., 2015; MARIMON et al.,
2007; MOUSSA et al., 2017; OLIVEIRA, M. et al., 2011; ROMEO et al., 2011).

Um estudo realizado no Rio de Janeiro isolou S. schenckii sensu stricto de cinco pacientes
humanos, um dos quais pertencia a regido metropolitana do Rio de Janeiro e 0s outros quatro a
regides rurais, sugeriu que S. schenckii possa circular em menor propor¢do pela area endémica
metropolitana, quando comparado com S. brasiliensis (ALMEIDA-PAES et al., 2014).

Poucos estudos sobre isolamento de S. schenckii em solo no Brasil foram descritos, porém
Rodrigues et al. (2014a) realizaram o isolamento desta espécie de tocas de tatus, nos municipios
de Botucatu e Manduri, localizados no estado de S&o Paulo. Tal espécie ja foi descrita
acometendo gatos (RODRIGUES et al., 2013a), no entanto ainda ndo ha descricdo dessa espécie
em caes.

Sporothrix globosa é um fungo mundialmente distribuido e ja foram apresentados casos
relatados do seu isolamento em humanos no Reino Unido, Espanha, Italia, México, Guatemala,
Colémbia, Estados Unidos, China, Japdo e India (LIU et al., 2014; MADRID et al., 2009;
MARIMON et al., 2007; YU et al., 2013; ZHANG et al., 2015). Em Portugal, foi relatado o
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primeiro caso autdctone (OLIVEIRA et al., 2014). No Brasil, cinco casos foram descritos, sendo
um caso no estado do Rio de Janeiro (OLIVEIRA et al., 2010), outros trés nos estados de Minas
Gerais, Ceara e Goias, respectivamente, (RODRIGUES et al., 2013b) e um no estado do Espirito
Santo (ARAUJO et al., 2015). Até o momento, ha apenas a caracterizacdo de um isolado felino
como S. globosa originado do Japdo (MOUSSA et al., 2017) e tal espécie ainda ndo foi descrita
em cées.

Sporothrix luriei, anteriormente chamado S. schenckii var. luriei teve sua denominagao
alterada, uma vez que, por meio de analises filogenéticas, foi demonstrada uma clara separa¢do
genética entre S. luriei e as demais espécies do género Sporothrix (MARIMON et al., 2008a). E
uma espécie rara, tendo sido isolada em casos humanos na Africa do Sul (MARIMON et al.,
2008a) e india (PADHYE et al., 1992), e em um canino no Brasil (OLIVEIRA, D. et al., 2011).

1.2.1.2. Clado ambiental

Atualmente, poucos casos de esporotricose humana foram relacionados a espécie S.
mexicana. Acreditava-se ser uma espécie restrita a regido do México, porém, além de ter sido
isolada de plantas no México, ha o relato de isolamento de um caso humano em Portugal e de trés
casos humanos no Brasil (DIAS et al.,, 2011; MARIMON et al., 2007; RODRIGUES et al.,
2013b).

A andlise filogenética entre as espécies S. albicans, S. pallida e S. nivea foi realizada e
revelou grande similaridade genética entre elas. Portanto, foi proposto que essas trés espécies
ambientais fossem denominadas de S. pallida (DE MEYER et al., 2008). Apesar de ser
considerada ndo patogénica, foi descrito um caso de ceratite fungica causada por essa espécie em
uma paciente humana, proveniente de Atlanta, nos Estados Unidos (MORRISON et al., 2013).
Dos poucos estudos realizados com animais com relacdo a caracterizacdo de espécies, apenas
dois identificaram isolados de felinos com esporotricose como S. pallida (OLIVEIRA, D. et al.,
2011; THOMSON et al., 2019). Recentemente, foi descrito um caso felino causado pela espécie
S. humicola no Reino Unido, tal espécie faz parte do complexo Pallida (RODRIGUES et al.,
2020).
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Rodrigues et al. (2016b) descreveram uma espécie denominada S. chilensis sp. nov. a
partir do isolamento em meio ambiente e de um caso humano no Chile. Ap6s esses achados, 0s
autores propuseram a existéncia do complexo Sporothrix pallida, no qual fazem parte as espécies
S. pallida, S. mexicana, S. nivea, S. humicola, S. stylites e S. chilensis.



30

2. JUSTIFICATIVA

Desde 1998 ocorre uma endemia de esporotricose com transmissao zoonética envolvendo
seres humanos, cées e gatos na regido metropolitana do Rio de Janeiro. Somente no INI/Fiocruz,
foram diagnosticados ao longo destes 22 anos mais de 10.000 casos entre seres humanos e
animais (SCHUBACH et al., 2006; FREITAS et al., 2014; GREMIAO et al., 2020).

Os isolados felinos haviam sido formalmente classificados como S. schenckii ao longo da
epidemia. Entretanto, recentemente, considerando a mudanga na classificacdo taxonémica das
espécies do género Sporothrix (MARIMON et al., 2007), um estudo foi realizado pelo nosso
grupo com 47 isolados felinos provenientes da regido metropolitana do Rio de Janeiro,
caracterizando todos como S. brasiliensis (BOECHAT et al., 2018). Em cées, um Unico estudo
também caracterizou dois isolados caninos da mesma regido como S. brasiliensis (VIANA et al.,
2018). Porém, estudos realizados com humanos comprovam que as especies S. schenckii sensu
stricto e S. globosa circulam pela regido metropolitana do Rio de Janeiro (OLIVEIRA et al.,
2010; OLIVEIRA, M. et al., 2011; ALMEIDA-PAES et al., 2014). Esses resultados sugerem que
estas espécies também possam ser encontradas acometendo animais, uma vez que 0 gato é o
principal transmissor da esporotricose para 0s humanos e cées na regido metropolitana do Rio de
Janeiro.

Estudos de epidemiologia molecular sdo importantes para melhor compreensédo do perfil
das espécies que circulam por cada regido. Diversas técnicas moleculares podem ser utilizadas,
porém a técnica de PCR T3B fingerprinting foi a que demonstrou ser mais rapida e com menor
custo, quando comparada a técnica de sequenciamento parcial de genes constitutivos, considerada
padrdo de referéncia para caracterizacdo de espécies do género Sporothrix.

Estudos sobre os aspectos clinicos, epidemiologicos e terapéuticos da esporotricose em
caes e gatos sdo escassos, assim como estudos sobre a caraterizacdo de isolados provenientes
desses animais. Além disso, a caracterizacdo de isolados provenientes do inicio da epidemia ndo
foi realizada até o momento. Apesar da caracteriza¢do de isolados felinos e caninos ja ter sido
realizada em estudos do nosso grupo, a amostra estudada nao foi representativa da epizootia. A
associacdo com os dados clinicos e epidemioldgicos sera mais bem avaliada se as espécies de

Sporothrix spp. forem caracterizadas em maior nimero de isolados. Sendo assim, torna-se
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necessaria a realizacdo de estudos com a caracterizacdo de isolados clinicos oriundos de caes e
gatos da regido metropolitana do Rio de Janeiro, que possibilitem a identificagdo das espécies.

O estudo dos isolados de Sporothrix spp. provenientes de gatos e cdes participantes de
estudos clinicos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz, realizados em um cenério epidemioldgico
favoravel, constitui uma oportunidade singular para caracterizacdo destes isolados em nivel de
espécie, bem como para a realizacdo da associacao da(s) espécie(s) com as caracteristicas clinicas

e epidemioldgicas dos cées e gatos.
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3. OBJETIVO GERAL

Caracterizar em nivel de espécie os isolados clinicos de Sporothrix sp. provenientes de
caes e gatos oriundos da epizootia de esporotricose que ocorrem na regido metropolitana do Rio
de Janeiro e atendidos no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz; identificar as espécies por meio da
taxonomia polifasica, assim como realizar a associacdo das espécies identificadas com dados

clinicos e epidemiolégicos desses animais.

1.3.  Objetivos Especificos

a) Identificar as espécies de Sporothrix spp. e verificar a frequéncia das mesmas nos isolados
felinos, em dois periodos distintos entre 1998 e 2018;

b) Identificar as espécies de Sporothrix spp. e verificar a frequéncia das espécies do género
Sporothrix nos isolados caninos no periodo de 2013 a 2018;

c) Descrever as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas dos felinos e caninos e verificar

eventual associacdo com as espécies de Sporothrix identificadas.
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4. CAPITULO 1

Esporotricose canina: taxonomia polifasica e perfis de susceptibilidade antifungica de espécie de
Sporothrix em area endémica do Brasil.

Neste capitulo, apresentamos um estudo submetido ao periédico Brazilian Journal of
Microbiology, no qual 47 isolados caninos oriundos de area endémica do estado do Rio de
Janeiro foram caracterizados por técnicas morfofisioldgicas e moleculares.

A esporotricose canina € uma doenca considerada incomum e pouco descrita, porém um
aumento significativo de casos ocorreu nos ultimos anos no Rio de Janeiro, sendo diagnosticados
247 casos caninos no periodo de 1998 a 2014. Até o momento poucos estudos realizaram a
caracterizacao de isolados caninos de Sporothrix spp. Nesse estudo descrevemos a caracterizagao
fenotipica e genotipica de 47 isolados caninos diagnosticados no Laboratorio de Pesquisa Clinica
em Dermatozoonoses em Animais Domeésticos (Lapclin-Dermzoo) — INI/Fiocruz no periodo de
2013 a 2018. Este € o primeiro estudo a realizar a caracterizacdo fenotipica em isolados de
Sporothrix sp. oriundos de cdes domésticos da regido metropolitana do Rio de Janeiro. Com
relacdo a identificacdo genotipica, apenas um estudo foi realizado com dois isolados, logo este é
0 estudo com maior casuistica de isolados provenientes da principal area de ocorréncia de
esporotricose animal no mundo. Caracteristicas morfoldgicas e fisiologicas foram analisadas apds
a realizacdo dos testes fenotipicos. Um isolado foi identificado como S. brasiliensis enquanto 46
ndo apresentaram caracteristicas fenotipicas compativeis com nenhuma espécie do género
Sporothrix. A técnica de PCR T3B fingerprinting foi realizada para confirmar a identidade desses
isolados. A andlise molecular caracterizou 46 isolados como S. brasiliensis e um como S.
schenckii. Este € o primeiro caso reportado de S. schenckii em cées no Brasil, uma vez que S.
brasiliensis era a Unica espécie encontrada em isolados caninos até o momento. A
impossibilidade de determinar a maioria das espécies dos isolados caninos por técnicas
fenotipicas, reforca a importancia da realizacdo de técnicas moleculares para a identificacdo das

espécies do género Sporothrix.
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Canine sporotrichosis: polyphasic taxonomy and antifungal susceptibility profiles of Sporothrix

species in an endemic area in Brazil

Abstract

Sporotrichosis, a mycosis caused by pathogenic species of the genus Sporothrix, affects diverse species of
mammals. Until 2007, Sporothrix schenckii was considered the unique etiologic agent of sporotrichosis.
Canine sporotrichosis is a poorly reported disease, and the majority of cases are from Rio de Janeiro, Brazil.
There are scarce studies on the characterization of canine isolates of Sporothrix schenckii complex, as well
as few antifungal susceptibility data available. The aim of this study was to characterize the clinical isolates
of Sporothrix from dogs from Brazil at species level and evaluate their antifungal susceptibility profile.
Polyphasic taxonomy was used to characterization at species level (morphological, phenotypical
characteristics and molecular identification). Antifungal susceptibility profiles (amphotericin B,
itraconazole, ketoconazole, posaconazole and terbinafine) were determined using the Clinical and
Laboratory Standards Institute broth microdilution method (M38-A2). According to phenotypic
identification and molecular analysis, 46 isolates included in this study were identified as S. brasiliensis,
and one as S. schenckii. Amphotericin B presented the highest minimum inhibitory concentration values,
and the other drugs showed effective in vitro antifungal activity. This is the first report of S. schenckii in
dogs from Brazil, since S. brasiliensis is the only species that has been described in canine isolates from
Rio de Janeiro to date. Nevertheless, no differences were observed in the antifungal susceptibility profiles
between the S. brasiliensis and S. schenckii isolates, and it is important to continuously study new canine
clinical isolates from Rio de Janeiro - Brazil.

Keywords: Sporothrix species; Sporotrichosis; Dogs; Antifungal susceptibility; Molecular characterization.

Introduction

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by pathogenic species of the genus Sporothrix
that affects humans and animal species, mainly cats [1,2]. Canine sporotrichosis is an uncommon disease,
and current knowledge is derived from a few case reports and case series [3]. Some canine cases have been
documented in Italy [4], United States [5], and Brazil [6-8], which has the highest number of reports at Rio
de Janeiro since the late 1990s [9-12].

In dogs, the infection can be acquired during hunting activities when Sporothrix spp. is introduced
through thorn injuries or wood splinters [13]. Another type of transmission of this fungus to dogs is through
close contact with sick cats, which is the most frequent form of infection of Sporothrix spp. in the
metropolitan region of Rio de Janeiro [6]. More importantly, despite the significant increase in case reports
of zoonotic transmission involving sick cats in Brazil in the last two decades, especially in Rio de Janeiro
[9-11, 14, 15], there is no evidence of dogs facilitating transmission of Sporothrix spp. to humans and other
animals. Sporotrichosis in dogs is usually characterized by cutaneous lesions on the head, especially on the

nasal region and thorax. Osteoarticular involvement and disseminated forms are rarely observed [16]. The
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most frequently observed lesions are nodules and ulcers [6]. In dogs, three clinical presentations have been
reported: localized cutaneous or fixed cutaneous, cutaneous lymphatic, and disseminated forms |5, 13, 17].
In dogs, the lesions are neither painful nor pruritic, the fungus is difficult to find in the cytopathological
examination of exudate from skin lesions, and generally, the animals are in good clinical condition [17].

Until 2007, Sporothrix schenckii was considered the unique etiologic agent of sporotrichosis in
humans and animals [18]. Molecular studies performed since 2007 culminated in the description of eight
pathogenic species within the genus Sporothrix. Sporothrix schenckii sensu stricto, S. brasiliensis, S.
globosa and S. luriei belong to the Sporothrix schenckii complex, while S. mexicana, S. pallida, S. humicola
and S. chilensis are members of Sporothrix pallida complex [19-24]. Currently, S. schenckii, S. brasiliensis,
and S. globosa are considered to be the main species of clinical interest in humans [25-27], and S.
brasiliensis and S. schenckii have been reported in cats and dogs [8, 28-32].

Sporothrix brasiliensis has been described as an emerging species that is highly pathogenic among
humans and cats with a predominant geographic distribution in Brazil, although it was recently described
in Argentina as well [19, 22, 28, 32-39]. Few studies have characterized canine isolates of the genus
Sporothrix. In Brazil, 18 isolates from the southern region, 2 isolates from Rio de Janeiro, and 1 canine
isolate from Sao Paulo were previously characterized as S. brasiliensis |8, 28, 40]. Sporothrix schenckii is
considered the second most pathogenic species of the genus Sporothrix in murine experimental models of
infection [33]; however, this species has not yet been reported in dogs [19, 41]. Sporothrix luriei has rarely
appeared in cases of human and animal sporotrichosis, with only two human cases, including one case in
Africa [20] and another case in India [42]; interestingly, this species has been characterized in a Brazilian
canine case [34].

The most common drugs used in the treatment of canine sporotrichosis are itraconazole,
ketoconazole, and potassium iodide [6, 43]. Due to the emergence of resistant species and the occurrence
of therapeutic failures, in vitro antifungal susceptibility tests were developed. The determination of the
minimal inhibitory concentration (MIC) is important for the treatment orientation and the evaluation of new
antifungal agents [44] There are studies of the antifungal susceptibility of Sporothrix isolates derived from
human cases [45-48]. However, few studies on the antifungal susceptibility profiles of canine Sporothrix
spp. isolates have been performed [8-34].

Only one report described the characterization of two isolates of Sporothrix from canine origin in

Rio de Janeiro, Brazil [8], which is the region that has the highest number of animal sporotrichosis cases
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described in the world [12]. The aims of this study were to characterize at the species level the isolates of
Sporothrix schenckii complex, obtained from canine cases of sporotrichosis in Rio de Janeiro, Brazil, to
evaluate their antifungal susceptibility profile, and to correlate them with the clinical and epidemiological

characteristics.

Methodology

Isolates - Forty-seven isolates of Sporothrix spp. from dogs assisted at the Laboratory of Clinical
Research on Dermatozoonoses in Domestic Animals - Evandro Chagas National Institute of Infectious
Diseases (INI)/Fiocruz were included in this study. Sporothrix spp. were isolated from skin and mucosal
lesions of dogs before they had received an antifungal treatment. The isolates were subcultured in potato
dextrose agar (PDA) and then stored in 10% skimmed milk (Fluka Analytical, Sigma-Aldrich, Switzerland)
at -20°C at the Mycology Laboratory - INI/Fiocruz. Clinical and epidemiological data were collected from
the dog’s medical records.

Morphological and physiological studies - The polyphasic taxonomy was used, to identify the
fungal isolates at the species level, which included morphological, physiological and molecular studies,
with the filamentous form of the fungus used for all identification stages. For the phenotypic tests, the
isolates were subcultured in PDA (Difco™; Becton, Dickinson and Company, Sparks MD USA) and
visually examined for dihydroxynaphthalene melanin (DHN melanin) production [49]. To study
conidiogenesis, these isolates were subcultured on corn meal agar (BBL™; BD, Franklin Lakes NJ USA)
and incubated at 30°C in a dark environment. After 10 days, the microscopic characteristics were evaluated
[19].

The growth rate of colonies after 21 days of incubation at 30°C and 37°C in PDA medium was
evaluated in triplicate at different times [19, 27]. Carbohydrate assimilation tests were performed in 96-
well racks containing Yeast Nitrogen Base (YNB) culture medium (Difco™; Becton, Dickinson and
Company, Sparks, MD USA) supplemented with sucrose or raffinose at a 0.5% concentration [19, 22, 32].
Cultures on YNB supplemented with glucose were used as positive controls for growth, and cultures on
YNB without carbohydrates were used as negative controls. The results of morphological and physiological
tests were interpreted based on a previously proposed taxonomic key [19, 20].

For the classification of the isolates regarding thermotolerance, the percent inhibition of growth

was calculated as previously reported [50]. Isolates whose growth at 37°C was reduced by 50% or more,
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and were classified as having low thermotolerance, and the isolates whose growth at 37°C was reduced by
less than 50% were classified as having high thermotolerance.

DNA extraction and analysis - For the identification through genotypic testing, the genomic DNA
was extracted from the filamentous form using chloroform/isoamyl alcohol (24:1) [27]. For PCR
fingerprinting was used the universal T3B primer (5~ AGGTCGCGGGTTCGAATCC-3") to distinguish
between the species of the genus Sporothrix [32, 51]. Strains of species of the genus Sporothrix associated
with cases found in humans and animals, S. brasiliensis (IPEC16490), S. globosa (IPEC27135), S.
mexicana (MUM11.02), and S. schenckii (IPEC27722) were used as controls for molecular identification.
Succinctly, we used the PCR reaction mix 10x buffer with KCI, dNTP mix 0.2 mM, MgCl 50 mM, platinum
Taq DNA polymerase 1.0 U and 10 mM T3B primer [32, 51]. The T3B fingerprinting profiles obtained
were analysed with Bionumerics (version 5.1; Applied Maths BVBA, Sint-Martens Latem, Belgium).
Similarity coefficients were calculated using the Dice algorithm and cluster analysis was performed by
means of the unweighted paired group method using arithmetic averages (UPGMA).

Antifungal susceptibility testing - The antifungal susceptibility tests was performed in 11 isolates
selected after polyphasic taxonomy. The inocula were prepared in sterile saline solution after incubation of
each strain in PDA for seven days at 37°C. The antifungal susceptibility tests were conducted according to
the M38-A2 protocol of the Clinical and Laboratory Standards Institute [52], using RPMI 1640 medium
buffered to pH 7.0 with 0.165 mol/L morpholinepropanesulfonic acid (Sigma-Aldrich). The different
working concentrations of antifungal drugs were distributed into wells of round-bottom 96-well
microplates. Wells containing RPMI-1640 medium with DMSO and the fungal inoculum and without any
antifungal agent were used as growth controls, or, when only medium with DMSO was added, as sterility
controls. Quality controls with the reference strains Aspergillus fumigatus ATCC 204305 and A. flavus
ATCC 204304 were included. Tests were validated only if MIC values for these strains were within the
range described in the M38-A2 reference document. MICs were determined by visual inspection after 48-
72 h of incubation at 35°C for better visualization of the fungal growth, as described [53, 54]. Amphotericin
B (AMB), terbinafine (TRB), posaconazole (POS), ketoconazole (KTZ), and itraconazole (ITZ) (Sigma
Chemical Corporation, St. Louis, MO, USA) were tested. All the tests were performed in triplicate for each
isolate. According to the recent proposal of epidemiological cutoff values (ECV) for Sporothrix spp. [55],
it is possible to classify the isolates of Sporothrix spp. as wild-type (WT) and non-wild-type (non-WT).

Isolates with MIC values equal or less than the ECVs are defined as wild-type (WT) isolates and isolates
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with MICs higher than the ECVs have elevated odds to present resistance mechanisms to the tested drug
[53, 55]. According to the study, the MIC values proposed as ECV are 4 pug/ml for AMB, 2 pg/ml for ITZ,
2 ug/ml for POS, 2 pg/ml for KTZ, and 0.12 pg/ml for TRB [55]. It is possible to classify the isolates of S.
brasiliensis and S. schenckii as wild-type (WT) and non-wild-type (non-WT), however the study data were
insufficient for the calculation of ECV of the S. schenckii isolates for KTZ and TRB.

Statistics - An exploratory analysis of the data was performed by applying the simple frequencies
for each isolate to the species level of the genus Sporothrix as well as the clinical and epidemiological
variables for the dogs, which were described in the evaluated individual medical records. For determining
the association between related samples, the Wilcoxon test was used. P-values <0.05 indicated significant
associations in the statistical tests. The obtained data were stored and analyzed in a database using the

Statistical Package for Social Science (SPSS) software version 16.0.

Results

The clinical and epidemiological characteristics of the 47 dogs included in this study are reported
in Table 1. Nineteen dogs presented only cutaneous lesions, 9 presented only mucosal lesions and 19
presented mucosal and cutaneous lesions (Figure 1)

The results of phenotypic tests are reported in Online Resource 1. The median diameter of the
colonies incubated at 30°C after 21 days was 30 mm (range 13-54 mm), whereas the median for colonies
at 37°C was 10.5 mm (range 5-20 mm). It was possible to observe that the growth of colonies at 30°C was
better than at 37°C (p<0.05). In the carbohydrate assimilation tests, glucose was assimilated by all isolates,
including the controls, after 10 days. All isolates from this study showed growth at 37°C, and they were
then classified as isolates with low and high thermotolerance, but only six isolates were classified as having
high thermotolerance. With the results of the morphological and physiological tests, it was possible to
compare the results of each isolate to a previously proposed taxonomic key [19]. Two isolates presented
compatible phenotypic characteristics with S. schenckii and one with S. brasiliensis. However, the
remaining 44 isolates did not presented compatible phenotypic characteristics that allowed to define to
which species they belonged, and were classified as Sporothrix spp.. These isolates showed conclusive
results at the species level using T3B PCR fingerprinting, 46 isolates were characterized as S. brasiliensis,
and one isolate (IPEC24C) was characterized as S. schenckii (Figure 2). In addition, eight isolates

demonstrated a small intraspecific variability when compared to the S. brasiliensis type strain.
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Antifungal susceptibility tests were performed in the isolate characterized as S. schenckii, and in
isolates characterized as S. brasiliensis. The antifungal susceptibility profiles of the S. brasiliensis and S.
schenckii isolates are reported in Table 2. AMB presented the highest MIC values for the canine isolates,
ranging from 1.0 - 8.0 pg/mL. KTZ, ITZ, POS and TRB showed good antifungal activity in the test (range:
0.06-0.50 pg/mL, 0.12-0.50 pg/mL, 0.25-1.0 pg/mL, and 0.03-0.50 pg/mL, respectively) with no
differences between species. For the antifungals that were tested, canine isolates of S. brasiliensis were all
classified as WT for ITZ and POS, isolate IPEC13C was classified as non-WT for AMB and IPEC22C was
classified as non-WT for TRB. The ECV of the S. schenckii isolate (IPEC24C) was not evaluated for KTZ

and TRB, but it was classified as WT for ITZ and POS as well as non-WT for AMB.

Discussion

After the description of new species from the genus Sporothrix, the identification of clinical
isolates has been performed worldwide, especially in regions where a large number of sporotrichosis cases
occurs [20, 22, 24, 28, 32, 37, 38, 56, 57].

Sporotrichosis in dogs is a poorly described disease compared to humans and cats; therefore, this
study has an impact on the knowledge of different aspects of the disease in dogs, including the species of
Sporothrix sp. that affect the canine population and their antifungal susceptibility profile. Few studies
carried out in the southern and southeastern regions of Brazil have characterized canine isolates for which
the predominant species was S. brasiliensis (8, 28, 40]. Sporothrix luriei has also been reported once in a
study carried out in Rio Grande do Sul [34]. In our study, after molecular characterization using T3B PCR
fingerprinting, the species S. brasiliensis was found in most of the isolates, which corroborates the findings
of previous studies in animals from Brazil [8, 28, 32, 34, 37, 38, 58]. We documented here one isolate
identified as S. schenckii. This study the first report of this species affecting dogs in Brazil, and the first
report another species besides S. brasiliensis affecting domestic animals from the metropolitan region of
Rio de Janeiro, which is the major area of occurrence of animal sporotrichosis in the world. This finding
highlights the possibility that S. schenckii may also circulate among cats in the same region as a causal
agent since these animals are the main source of infection for dogs in this scenario [6]. To date, studies with
isolates obtained from cats in Rio de Janeiro have only described S. brasiliensis [28, 32, 37, 38]. Other

species, in addition to S. brasiliensis, have been identified in isolates from Rio de Janeiro that were obtained
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from human patients with sporotrichosis, such as S. schenckii and S. globosa [27, 56], which reinforces the
hypothesis that other species may also circulate among animals.

The majority of dogs affected by sporotrichosis in this study acquired the infection through contact
with cats that had sporotrichosis since they have an important role in the transmission of the fungus due the
high fungal burden in their lesions [59]. Specifically, it was possible that the dog with sporotrichosis caused
by S. schenckii (IPEC24C) was infected through contact with a stray cat that had sporotrichosis and
frequented the backyard of the dog/owner's home. This dog and its owner acquired the disease, but it was
not possible to characterize the isolate from the owner. Also, it was not possible to isolate the fungus from
the feline host. However, we cannot reject the possibility of S. schenckii transmission through the classical
route. A previous study reported that a common route of infection for S. schenckii could occur in an
environmental manner or in transmission through infected cats [25].

It was not possible to determine a taxonomic classification at the species level only with
phenotypic characterization to classify the Sporothrix spp. in the majority of isolates tested. In most isolates,
only glucose and sucrose were assimilated in the carbohydrate assimilation test, which suggested the
species S. pallida or S. globosa. In fact, the isolates could not be classified as S. pallida because of the
presence of dematiaceous conidia or as S. globosa because the isolates were thermotolerant at 37°C [19],
which did not allow the identification of the species by this method. One isolate (IPEC22C) had a hyaline
colony without pigment production in PDA, but we observed the presence of dematiaceous and hyaline
conidia in micromorphology that corroborates with the results of previous studies in humans and cats [22,
32]. However, most of the canine isolates had similar phenotypic profile regardless of the species identified
by molecular technique, which differed from the results in previous studies of human and feline isolates
[22, 32] which suggested a variability phenotypic in our isolates.

Unlike studies with feline and human isolates, it was not possible the identification at the species
level only using a taxonomic key. Due to this diversity of results in the phenotypic tests, we suggest that
mycologists should be cautious when identifying species of the genus Sporothrix in canine isolates through
only morphological and physiological tests.

Despite the inconclusive results of the phenotypic tests in the most of studied isolates, the
molecular technique has successfully identified all the isolates, and there was a disagreement between the
results of phenotypic and molecular techniques, since only one isolate was correctly identified in both

techniques as S. brasiliensis. The other two isolates characterized as S. schenckii in phenotypic tests were
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identified as S. brasiliensis in molecular identification. Other studies that performed the characterization of
canine isolates using phenotypic and molecular techniques did not show such disagreement, which does
not corroborate with our findings [28, 34]. The isolates used in other studies was from other regions of
Brazil, in addition the number used was lower compared to our study, which could justify the disagreement.
However, our results of this study were similar to others reported previously in studies with human isolates
[22], as well as characterization of feline isolates [32, 60, 61].

There was a small intraspecific variability among our isolates classified as S. brasiliensis as
observed in human and feline cases caused by S. brasiliensis described in a previous study [32, 51] and by
correlating these findings with the clinical and epidemiological data of dogs, it was possible to observe that
five of these animals presented therapeutic failure as an outcome. A larger number of phenotypic and
genotypic studies in clinical isolates of Sporothrix sp. from dogs and cats are necessary, in areas where
animal sporotrichosis occurs, for a more accurate evaluation of detected intraspecific variabilities and the
possibility of association with the clinical and epidemiological characteristics of patients.

Few studies that evaluated antifungal susceptibility profile of canine isolates have been performed
when compared to studies on human and feline isolates [8, 22, 45, 46, 48, 62, 63]. The identification of a
new species in dogs may have implications in disease epidemiology, which emphasizes the importance of
the study of the antifungal susceptibility profile of clinical isolates of these animals. From in vitro studies
with clinical isolates, it is possible to choose a therapeutic alternative that is more effective and carries out
detection of resistant strains [44].

In our study, the MIC values for AMB ranged from 1.0 to 8.0 pg/ml, which are values that have
been previously observed in other studies with feline and canine isolates [8, 30, 48, 53]. Regarding AMB,
only two isolates were classified as non-WT, according to classification proposed by Espinel-Ingroff and
coworkers [55], however this drug was not used in any of the dogs in this study.

Of'the 11 dogs that had the antifungal susceptibility from their isolates evaluated, included the dog
with sporotrichosis caused by S. schenckii and the other 10 dogs with sporotrichosis caused by S.
brasiliensis, which were selected randomly. Of these dogs six achieved the clinical cure outcome after ITZ
treatment, including the dog with sporotrichosis caused by S. schenckii (IPEC24C). In this case series
evaluated, the results of in vitro susceptibility tests for ITZ coincided, in most cases (6/11), with the
favorable outcome of treatment with this drug. The MIC values for ITZ did not exceed 0.5 pg/mL, which

indicates that these isolates were WT strains, and thus there was a high probability of them being susceptible
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to ITZ. However, two dogs (IPEC21C and IPEC24C) started treatment with KTZ and needed to change to
ITZ due to insufficient clinical response, despite the low MIC values for KTZ observed (< 1.0) and
classification of isolates as WT strains. One dog obtained the clinical cure (IPEC24C) and in the other case
there was loss to follow-up. More importantly, other factors related to patients should be considered, such
as their immune response or the use of adjuvants in the treatment might interfere with correlating in vitro
and in vivo findings [55].

The MIC values found in our study corroborate the results previous described using POS [8, 45,
64]. The use of this drug in vivo was described in a murine model of sporotrichosis caused by S. brasiliensis,
which showed a reduction of the fungal load after treatment [65]; however, it has a high commercial cost,
which could limit the use of this drug as a therapeutic alternative.

Since the first studies of antifungal susceptibility, TRB has been a drug that constantly presents
low MIC values against different species of Sporothrix [45, 48, 53, 62]. Recently, the clinical effectiveness
of TRB was observed in two canine cases [8]. The results of antifungal susceptibility tests for TRB in our
study remain promising, although we found a non-WT isolate (IPEC22C), with an MIC value of 0.50 pg/ml.
Nevertheless, therapeutic studies with a larger number of animals are needed to define the role of this drug
in the treatment of canine sporotrichosis.

Our study suggests that S. brasiliensis is the main etiologic agent associated with canine
sporotrichosis in the metropolitan region of Rio de Janeiro. However, the genotypic characterization of S.
schenckii from a dog that was infected through contact with a sick cat, confirms the circulation of this
pathogenic species in an animal population for the first time in the endemic region of Rio de Janeiro after
the taxonomic changes made to the genus Sporothrix. Therefore, we believe that other species can also
circulate among cats, which play an important role in zoonotic transmission of sporotrichosis.
Characterization studies of canine and feline isolates of Sporothrix sp. (in endemic regions or where new
cases are occurring) are strongly suggested to determine the circulating species among the animal
population, which may present different modes of transmission, pathogenicity and susceptibility to
antifungal agents. This is the first report of S. schenckii in dog from Brazil and native of Rio de Janeiro, the
main endemic region for animal sporotrichosis in the world. Nevertheless, no differences were observed in
the clinical presentation of patients and antifungal susceptibility profiles between the S. brasiliensis and S.

schenckii isolates.
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The high prevalence of S. brasiliensis in the canine population and the identification of S. schenckii
in the main endemic area of animal sporotrichosis in the world reaffirms the importance of studies on the
identification of species and the antifungal susceptibility profile of clinical isolates from animals and their

associations with clinical, epidemiological and therapeutic aspects.
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Figure 1: A - Dog with ulcerated cutaneous lesion on the neck caused by S. schenckii IPEC24C). B - Dog
with ulcerated mucocutaneous lesion on the nasal region caused by S. brasiliensis (IPEC17C).

Figure 2: Phylogenetic tree showing species identification and the degree of similarity between T3B
fingerprinting profiles among the Sporothrix isolates obtained of the 47 dogs at the Laboratory of Clinical
Research on Dermatozoonoses in Domestic Animals (INI)/Fiocruz, Rio de Janeiro - Brazil, 2013 to 2018
using the UPGMA cluster method
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Table 1

Table 1: Clinical and epidemiological aspects of 47 dogs with sporotrichosis assisted at INI/Fiocruz, Rio

Click here to access/download;Table;Table 1.docx =

de Janeiro, Brazil, as well as phenotypic and molecular characterization of their isolates

Clinical and Epidemiological

Variables

n (%)

Species determined
by phenotypic tests

Sporothrix spp. - 44 (93.62%)
S. schenckii - 2 (4.26%)
S. brasiliensis . - 1 (2.12%)

Species determined
by molecular tests

S. brasiliensis - 46 (97.88%)
S. schenckii - 1 (2.12%)

Gender

Male - 30 (63.82%)
Female - 17 (36.18%)

Route of Transmission

Unknow - 19 (40.42%)
Scracth/bite of cats - 18 (38.30%)
Contact with cats - 9 (19.15%)
Contact with soil/plants - 1 (2.13%)

Clinical Form

Fixed cutaneous - 26 (55.32%)
Cutaneous disseminated - 11 (23.40%)
Mucosal - 9 (19.15%)
Lymphocutaneous - 1 (2.13%)

Respiratory Signs

Yes - 36 (76.60%)
No - 11 (23.40%)

Skin Lesions

Yes - 38 (80.85%)
No - 9 (19.15%)

Mucosal Lesions

Yes - 28 (59.57%)
No - 19 (40.43%)

Outcome

Clinical cure - 22 (46.81%)
Treatment abandonment - 13 (27.65%)
Therapeutic failure - 7 (14.90%)
Death by another cause - 3 (6.39%)
Death by sporotrichosis - 2 (4.25%)
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Table 2 Click here to access/download;Table;Table 2.docx *

Table 2: Antifungal treatment in 11 dogs with sporotrichosis assisted at INI/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brazil, and the corresponding MIC values according to the antifungal
susceptibility tests from their isolates.

Isolate Species determined Initial therapeutic Change of Ff;i.‘:it::;:;t:::: MIC (igiml)
code by molecular tests scheme therapeutic scheme (weeks) AMB KTZ ITZ TRB POS
24C S. schenckii KTZ 200 mg/dog q24h  ITZ 250 mg/dog q24h 24 8.00 0.50 050  0.06 0.50
10C S. brasiliensis ITZ 100mg/dog q24h - 32 4.00 0.25 0.50 0.06 0.50
12C S. brasiliensis ITZ 200 mg/dog q24h - - 2.00 0.50 0.50 0.03 0.50
13C S. brasiliensis ITZ 200 mg/dog q24h  ITZ 300 mg/dog q24h +4 8.00 0.50 0.50 0.12 1.00
14C S. brasiliensis ITZ 300 mg/dog q24h - 32 2.00 0.06 0.25 0.06 0.25
16C S. brasiliensis ITZ 100 mg/dog q24h - 56 2.00 025 025 0.06 1.00
17C S. brasiliensis - - - 2.00 050 025 0.12 0.50
18C S. brasiliensis ITZ 200 mg/dog q24h - 20 1.00 025 025 0.06 0.50
21C S. brasiliensis KTZ 100 mg/dog q24h  ITZ 150 mg/dog q24h - 2.00 0.50 025 0.06 0.50
22C S. brasiliensis ITZ 200 mg/dog q24h  ITZ 300 mg/dog q24h - 2.00 0.12 0.12 0.50 0.25
23C S. brasiliensis ITZ 150 mg/dog q24h - 76 2.00 0.50 050  0.06 0.50

MIC= Minimum inhibitory concentration; AMB= Amphotericin B; KTZ= Ketoconazole; ITZ= Itraconazole; POS= Posaconazole; TRB= Terbinafine
- = Not applicable
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Figure 1 Click here to access/download;Figure;Figure 1.tif £
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5. CAPITULO 2

Sporothrix brasiliensis: Gnico agente etiol6gico da esporotricose em uma coorte de

gatos provenientes da principal area enzodtica do Brasil (1998-2018)

Neste capitulo, apresentamos um estudo, no qual foi realizada a caracterizacdo
molecular de 119 isolados felinos, oriundos de &rea endémica do estado do Rio de
Janeiro, em dois periodos distintos entre 1998 e 2018. Este artigo serd submetido a
revista Scientifics Reports.

Desde 1998 ocorre um elevado numero de casos desta micose no Rio de Janeiro,
Brasil, acometendo seres humanos, cédes e gatos. No periodo de 1998 a 2018 foram
diagnosticados no INI/Fiocruz 5.113 casos felinos. A esporotricose era atribuida a um
unico agente causal, o fungo termodimdrfico Sporothrix schenckii. Porém, a partir de
2007, foi demonstrada uma variabilidade genética entre os isolados morfologicamente
identificados como S. schenckii. A demonstracdo dessa variabilidade, o que levou a
proposicdo de sete espécies, discriminadas filogeneticamente como S. schenckii sensu
stricto, S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, S. pallida, S. luriei e S. chilensis. Neste
estudo descrevemos a caracterizacdo genotipica de 119 isolados felinos atendidos no
Lapclin-Dermzoo — INI/Fiocruz, sendo que 20 desses animais foram diagnosticados no
periodo de 1998 a 2008 e 99 entre 2013 a 2018. Para a caracterizacdo molecular foi
utilizada a técnica de PCR T3B fingerprinting, que identificou todos os isolados de
ambos os periodos como S. brasiliensis. Logo, essa € a Unica espécie isolada de felinos
desde o inicio da epidemia de esporotricose zoondtica na regido metropolitana do Rio

de Janeiro.
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Sporothrix brasiliensis: Unico agente etioldgico da esporotricose em uma coorte de
gatos provenientes da principal &rea enzodética do Brasil (1998-2018)

Jéssica Sepulveda Boechat!, Manoel Marques Evangelista de Oliveiral, Ana Caroline de
S4 Machado!, Rodrigo Almeida-Paes?, Rodrigo Caldas Menezes!, Raquel de
Vasconcelos Carvalhaes Oliveira®, Isabella Dib Ferreira Gremido!, Sandro Antonio
Pereiral

! Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos,
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de
Janeiro, Brasil.

2 Laboratorio de Micologia, Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas,
Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

% Laboratdrio de Epidemiologia Clinica, Instituto Nacional de Infectologia Evandro
Chagas, Fundacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro, Brasil.

Resumo

A esporotricose felina é enzodtica em varias regides do Brasil, principalmente no Rio de
Janeiro. No periodo de 1998 a 2018, foram diagnosticados 5.113 casos felinos no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI)/Fundacdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), Rio de Janeiro. Este estudo comparou os perfis genotipicos dos isolados de
Sporothrix spp. provenientes de felinos do Rio de Janeiro entre 1998 e 2018, e associou
as caracteristicas clinicas e epidemiologicas. Foram incluidos 119 isolados de
Sporothrix spp. provenientes de uma coorte de gatos com esporotricose atendidos no
INI/Fiocruz. Os prontuérios dos gatos foram consultados para obtencdo dos dados
clinicos e epidemioldgicos. Para identificacdo molecular das espécies de Sporothrix spp.
foi utilizada a PCR T3B fingerprinting. Todos os isolados foram caracterizados como
Sporothrix brasiliensis, havendo uma pequena variacdo intraespecifica em 31 isolados
(31,3%). Foi possivel observar a associacdo entre os isolados felinos sem variacdo

intraespecifica e as varidveis clinicas bom estado geral e presenca de linfadenomegalia.
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Introducéo

A esporotricose ¢ uma infeccdo subaguda a cronica causada por espécies
patogénicas do género Sporothrix!. Acomete os seres humanos e uma grande variedade
de animais, sendo o gato a principal espécie animal acometida?®,

Até 2007, a esporotricose era atribuida a um Unico agente causal, o fungo
termodimérfico Sporothrix schenckii*. Porém, a partir de 2007, foi descrita uma
variabilidade genética entre os isolados morfologicamente identificados como S.
schenckii®. Essa variabilidade levou a proposicdo de sete espécies, sendo estas S.
schenckii sensu stricto, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix globosa e Sporothrix luriei,
pertencentes ao clado clinico, e as espécies Sporothrix mexicana, Sporothrix pallida e
Sporothrix chilensis, pertencentes ao clado ambiental®°. Atualmente, S. schenckii, S.
brasiliensis, e S. globosa séo consideradas as principais espécies de interesse clinico em
humanos!!, e S. brasiliensis e S. schenckii sensu stricto em felinos e caninos'?8, A
espécie S. brasiliensis tem sido descrita como emergente e altamente patogénica para o
ser humano e gatos, estando distribuida no Brasil e Argentina®1%16:19-23,

A partir de 1998, uma frequéncia elevada de casos de esporotricose em seres
humanos, cées e gatos foi observada na regido metropolitana do Rio de Janeiro, Brasil.
Esta foi a primeira epidemia sob a forma de zoonose descrita na literatura, cuja principal
forma de transmissdo estava associada a arranhadura e/ou mordedura de gatos
doentes®?4?°, Desde entdo, o Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI)/Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), um dos principais centros de referéncia no
diagndstico de micoses no Brasil, diagnosticou aproximadamente 5.000 casos humanos,
no periodo de 1998 a 2015 e 5.113 casos felinos no periodo de 1998 a 2018%.

Geralmente, a esporotricose em gatos inicia com lesdes cutaneas localizadas que
tendem a evoluir para lesdes cutaneas multiplas em diferentes sitios anatdmicos e
comprometimento sistémico fatal, associado ou ndo a sinais extracutaneos?’. O
diagnodstico definitivo da esporotricose requer o isolamento do fungo em meio de
cultura®. Como as espécies do género Sporothrix sdo muito semelhantes
morfologicamente e fisiologicamente, deve-se ter cautela ao considerar apenas a
caracterizacdo fenotipical®!’202832 sendo muitas vezes necessaria a realizagdo de
métodos moleculares para a identificagdo das espécies?®203132,

Embora existam estudos clinicos sobre esporotricose felina, a relagdo entre as

caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos gatos e a identificacdo da espécie e suas
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variagdes genotipicas dentro do género Sporothrix ainda é pouco explorada. Desde a
primeira caracterizacdo de isolados animais em 2013, poucos estudos caracterizaram
isolados felinos provenientes da regido metropolitana do Rio de Janeiro, apds a
descricdo das espécies em 200716122 pPortanto, o objetivo do presente estudo foi a
comparacdo dos perfis genotipicos dos isolados de Sporothrix spp. provenientes de
gatos da regido metropolitana do Rio de Janeiro, em dois periodos compreendidos entre

1998 e 2018, e a sua associagdo as caracteristicas clinicas e epidemioldgicas.

Resultados

Os 20 gatos com isolados viaveis recuperados e inseridos no grupo A (isolados
entre 1998-2008), possuiam mediana de idade 24 meses (7-72 meses). Em relacdo a
procedéncia, 13 (65%) eram do municipio do Rio de Janeiro (Capital) e os demais de
municipios da Baixada Fluminense (Metropolitana 1), tais como Duque de Caxias (n=3;
15%), S&o Jodo de Meriti (n=2; 10%), Nildpolis (n=1; 5%) e Nova Iguacu (n=1; 5%). A
mediana de tempo do surgimento das lesdes até o inicio do tratamento foi 8 semanas (1-
24 semanas). Cinco felinos obtiveram cura clinica como desfecho, com tempo mediano
de tratamento de 40 semanas (20-84 semanas). A distribuicdo de frequéncia simples das

caracteristicas clinicas e epidemiologicas dos 20 gatos estdo reportados na tabela 1.
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Tabela 1: Distribuicdo das variaveis clinicas e epidemiolégicas dos 20 gatos
pertencentes ao grupo A, Rio de Janeiro - Brasil (1998 a 2008).

o Grupo A
Variaveis
n % IC % [95%0]
Castracio Sim 2 10.0 1.7-33.1
” ¢ Ndo 18 900 668982
% SRD 18  90.0 66.8 —98.2
NS Raca* .
= Siamés 2 10.0 1.7-33.1
£ Acesso ao ambiente Sim 8 889 199-635
-g extradomiciliar Nao 1 11.1 0.2-26.9
- Macho 13 650 40.9-836
Sexo A
Fémea 7 35.0 16.3-59.1
Estado geral Bom 12 60.0 36.4 —80.0
9 Regular/Péssimo 8 400  19.9-635
. R Presente 20 100.0 -
Lesdes cutaneas
Ausente 0 - -
L1 4 20.0 6.6 —44.2
Distribuicao das L2 A 20.0 6.6_442
lesGes cutaneas** : ' '
. L3 12 60.0 36.4 - 80.0
g e ] Presente 13 650 40.9-836
= infadenomegalia
= : Ausente 7 350 163-59.1
Sinai i ratori Presente 10 50.0 29.9-70.1
INals respiratorios Ausente 10 500 29.9-701
L esi0 em mucosa Presente 11 55.0 32.0-76.1
Ausente 9 45.0 23.8-67.9
Favoravel 5 250 95494
Desfecho (Cura clinica)

Desfavoravel 15 75.0 50.5-90.4

*SRD: Sem raca definida
**_1 (lesBes cutaneas e/ou mucosas em um local), L2 (lesbes cutaneas e/ou mucosas em dois locais ndo
adjacentes) e L3 (lesdes cutaneas e/ou mucosas em trés ou mais locais ndo adjacentes)

Considerando os 99 gatos no grupo B (isolados dos gatos diagnosticados entre
2013-2018) a mediana de idade foi de 24 meses (2-96 meses). Sessenta e trés (63,6%)
animais residiam em diferentes regides do municipio do Rio de Janeiro (capital), 26
(26,2%) em municipios da Baixada Fluminense (regido Metropolitana 1), tais como
Duque de Caxias (n=7; 7,1%), Nova Iguacu (n=7; 7,1%), S&o Joédo de Meriti (n=4; 4%),
Mesquita (n=4; 4%), Belford Roxo (n=3; 3%) e Queimados (n=1; 1%). Sete gatos

(7,1%) eram provenientes do municipio de Sdo Gongalo (regido Metropolitana I1). Os
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trés gatos restantes residiam em municipios da Baixada Litoranea, como Cabo Frio
(n=1; 1%), Araruama (n=1; 1%) e Maricd (n=1; 1%). A mediana de tempo do
surgimento das lesdes até o inicio do tratamento foi 4 semanas (1-24 semanas). Trinta e
trés felinos obtiveram cura clinica como desfecho, com o tempo mediano de tratamento
de 17 semanas (4-56 semanas).

A distribuicdo de frequéncia simples das caracteristicas clinicas e

epidemioldgicas dos 99 gatos do grupo B estdo reportados na tabela 2.

Tabela 2: Distribuicdo das variaveis clinicas e epidemioldgicas dos 99 gatos
pertencentes ao grupo B, Rio de Janeiro - Brasil (2013 a 2018).

. Grupo B
Variaveis

n % IC % [95%]
Castracio Sim 46 46.5 36.4 - 56.7
o ¢ N30 53 535 432635
% Raca* SRD 91 91.9 84.2-96.1

< ¢ Siamés 8§ 81l 38— 157
£ Acesso ao ambiente Sim 80  80.8 71.4-87.7
-'g_ extradomiciliar N3o 19 19.2 12.2 -28.6
- Macho 83 838 74.7-90.2

Sexo R

Fémea 16 16.2 9.7-25.2
Estado geral Bom 84 84.9 75.9-90.9

g Regular/Péssimo 15 151  9.0-24.1
Lesh " Presente 98 99.0 93.6 —99.9

esdes cutaneas

Ausente 1 1.0 0.05-6.30
- L1 28 283 199 383
Distribuicao das L2 17 172 106 —26.3

lesbes cutaneas** : ' '
w L3 54 54.5 442 —-64.4
g e ] Presente 68  68.7 58.4—77.4
= Cacenomedaia Ausente 31 313  225-415
Sinais respiratorios Presente 46 46.5 36.4 —56.7
P Ausente 53 535 432635
L esio em MUCosa Presente 36 36.3 27.1 —46.6
Ausente 63 63.4 53.3-72.8
Favoravel 33 333 243436

Desfecho (Cura clinica)

Desfavoravel 66 66.7 56,3 — 75.6

*SRD: Sem raca definida
**| 1 (lesOes cutdneas e/ou mucosas em um local), L2 (lesdes cutaneas e/ou mucosas em dois locais ndo
adjacentes) e L3 (lesdes cutdneas e/ou mucosas em trés ou mais locais ndo adjacentes)
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Foi possivel observar que o tempo de surgimento das lesdes até o inicio do
tratamento no grupo A foi maior que no grupo B (p=0,029, teste Mann-Whitney), assim
como o tempo de tratamento até a cura (p=0,012, teste Mann-Whitney). Outras
diferencas entre os grupos ndo foram encontradas.

Todos os isolados incluidos no estudo foram caracterizados como S. brasiliensis.
Com relacédo a analise filogenética do grupo A, todos isolados estavam alinhados com a
cepa controle, ndo sendo observada variacao intraespecifica. Na analise filogenética dos
isolados pertencentes ao grupo B, 31 isolados apresentaram uma pequena variagdo
intraespecifica quando comparados a cepa controle de S. brasiliensis.

A associacdo com varidveis clinicas e epidemioldgicas segundo a variagcdo
intraespecifica é demonstrada na tabela 3. Gatos com isolados sem variagdo
intraespecifica apresentaram maior frequéncia de bom estado geral (p=0,034, teste qui-
quadrado de Pearson) e presenca linfadenomegalia (p=0,006, teste qui-quadrado de
Pearson) que o0s gatos com isolados com variacdo intraespecifica considerando os dois

grupos (A e B).
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Tabela 3: Distribuicdo das variaveis clinicas e epidemioldgicas dos isolados clinicos de Sporothrix brasiliensis de gatos com esporotricose
quanto a apresentacdo de variagdo intraespecifica, Rio de Janeiro - Brasil (1998 a 2018).

Com variagéo

Sem variagao

Variaveis intraespecifica IC % [95] intraespecifica 1C % [95] p-valor*
n=31 n=88

Sim 13 (10.9%) 25.1-60.7 35 (29.4%) 29.6 — 50.7

Castragdo 0.832
N&o 18 (15.1%) 39.2-74.9 53 (44.5%) 49.2 -70.3
SRD 28 (23.5%) 73.0-97.4 81 (68.1%) 83.7-96.4

Raca 0.766
Siamés 3 (2.5%) 2.5-26.9 7 (5.9%) 3.5-16.2
Sim 22 (20.4%) 51.7-85.1 66 (61.1%) 64.4 —83.3

Acesso a rua 0.074
N&o 9 (8.3%) 14.8 - 48.2 11 (10.2%) 6.7 -21.6
Fémea 5 (4.2%) 6.1-34.4 18 (15.1%) 12.8-30.6

Sexo 0.599
Macho 26 (21.8%) 65.5-93.9 70 (58.8%) 69.3-87.1
Bom 29 (24.4%) 77.1-98.8 67 (56.3%) 65.6 — 84.3

Estado geral __ 0.034*
Regular/Péssimo 2 (1.7%) 1.1-22.8 21 (17.6%) 15.6 - 34.3
L1 7 (5.9%) 10.2 -41.5 25 (21.0%) 19.5-39.1

Distribuicao de lesdo cutéanea L2 6 (5.0%) 8.1-38.0 15 (12.6%) 10.1 -26.8 0.814
L3 18 (55.5%) 25.1-60.7 48 (40.3%) 43.6 —65.0
o ) ) Presente 13 (10.9%) 39.2-74.9 43 (36.1%) 38.1-59.6

Sinais respiratorios 0.506
Ausente 18 (15.1%) 39.2-74.9 45 (37.8%) 40.3 -61.8
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Presente 31 (26.1%) - 87 (73.1%) 92.9-99.9
LesOes cutaneas el
Ausente 0 - 1 (0.8%) 05-7.0
Presente 10 (8.4%) 17.3-51.4 37 (31.1%) 31.7-53.0
Lesdes em mucosa 0.337
Ausente 21 (17.6%) 48.5 -82.6 51 (42.9%) 46.9 - 68.2
) _ Presente 15 (12.6%) 30.5-66.6 66 (55.5%) 64.4 —83.3
Linfadenomegalia 0.006*
Ausente 16 (13.4%) 33.3-69.4 22 (18.5%) 16.6 — 35.5
Favoravel (Cura) 11 (9.2%) 19.8 —54.6 27 (22.7%) 21.5-41.5
Desfecho 0.621
Desfavoravel 20 (16.8%) 45.3-80.1 61 (51.3%) 58.4 - 78.4

*:p-valor < 0,05

**Nao foi possivel calcular p-valor devido ao baixo nimero em uma categoria
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Discussao

Desde a descricdo das novas espécies do género Sporothrix em 2007, estudos tém sido
conduzidos em &reas endémicas de esporotricose com intuito principal de identificar os isolados
clinicos provenientes de seres humanos e animais. Entretanto, até o momento poucos isolados
animais de Sporothrix spp. foram identificados e publicados ao longo dos Ultimos 12 anos no
mundo!214.16-1821-233341 " No presente estudo, foi realizada a caracterizagdo molecular de 119
isolados de Sporothrix spp. de gatos diagnosticados no INI/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil em
dois periodos distintos entre os anos de 1998 e 2018. Até o momento, esta € a maior casuistica de
isolados oriundo de cées e gatos identificados desse fungo em um Unico estudo. As caracteristicas
clinicas e epidemioldgicas dos gatos foram analisadas junto com a caracterizacdo da espécie
fungica de cada isolado.

Nas UGltimas duas décadas, a esporotricose zoondtica relacionada a gatos tem sido
amplamente relatada no Brasil, principalmente no estado do Rio de Janeiro, onde tornou-se
hiperendémica®#2. Entretanto, existem casos descritos em outros paises como: Estados Unidos**
46 México*’, Panama*®, Argentina?®, Paraguai*®, india®® e Malasia®*®2. Portanto, os estudos de
epidemiologia molecular tornam-se importantes para o conhecimento do perfil de espécies que
circulam na regido com a maior casuistica mundial de esporotricose até 0 momento.

A identificacdo por técnicas moleculares ainda sdo onerosas e exigem recursos humanos
especializados em biologia molecular, ndo fazendo parte da rotina atual dos laboratérios de
micologia no Brasil. Consequentemente, 0 nimero de isolados felinos caracterizados ainda é
baixo'?!® quando comparado ao niimero de gatos diagnosticados na regido metropolitana do Rio
de Janeiro (mais de 5.000 casos até 2018)?°. Adicionalmente, a caracterizacéo de isolados felinos
do periodo inicial da epizootia na regido metropolitana do Rio de Janeiro ainda ndo havia sido
realizada até o momento. Além disso, poucos estudos que identificaram isolados do género
Sporothrix de origem animal realizaram a associacdo com os dados clinicos e epidemioldgicos.

O perfil clinico da populacdo felina acometida pela esporotricose no Brasil é bastante
similar ao descrito em outros paises, como Malasia e Estados Unidos!314%3%4 O perfil
epidemioldgico dos gatos com esporotricose de estudos da mesma regido e em outros locais do
Brasil?227%5% a maioria machos, adultos jovens, ndo castrados, com acesso ao ambiente

extradomiciliar e sem raga definida, corrobora os achados do presente estudo. Nos Estados
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Unidos, diferente dos nossos achados, autores relatam que a maioria dos felinos acometidos pela
esporotricose sdo animais de raca e castrados®, o que pode ser explicado devido ao fato do
conceito de guarda responsavel ser mais bem difundido pelo Pais.

No presente estudo, todos os isolados clinicos provenientes de gatos da epizootia do Rio
de Janeiro foram caracterizados como S. brasiliensis pela técnica da PCR T3B fingerprinting,
corroborando os achados de estudos realizados com isolados felinos da mesma regido!16:17:22
Esse resultado reforca a ideia de que S. brasiliensis provavelmente seja a Unica espécie que
circula entre os felinos da regido metropolitana do Rio de Janeiro, desde o inicio da epizootia.
Entretanto, este achado difere dos resultados de outros estudos com isolados humanos®®® e
caninos (J. S. Boechat — dado ndo publicado) de Sporothrix spp., em que outras espécies ja foram
identificadas.

Ao comparar as caracteristicas clinicas e epidemiolégicas dos gatos cujos isolados
pertenciam aos grupos A e B, foi possivel observar que apesar da alta frequéncia de gatos em
bom estado geral, 40% dos animais relacionados ao grupo A apresentavam estado geral
regular/péssimo, comparado a 15,1% dos animais do grupo B. Tal diferenca poderia ser explicada
pelo fato de que no inicio da epizootia, 0 tempo até a primeira consulta era maior devido ao
desconhecimento sobre a doenca por parte dos tutores. Portanto, esses animais chegavam ao
primeiro atendimento clinico com a doenca em estagio mais avangado, e consequentemente,
apresentaram maior tempo de tratamento quando comparados ao grupo B. No entanto, ao
comparar de forma geral o perfil clinico e epidemiolégico dos gatos relacionados aos grupos A e
B, observa-se que estes apresentam caracteristicas semelhantes. Adicionalmente, os dados
clinicos e epidemioldgicos descritos em outros estudos com gatos diagnosticados nos primeiros
10 anos da epizootia foram semelhantes aos dados dos gatos relacionados ao grupo A incluidos
neste estudo?’*°, sugerindo que a espécie S. brasiliensis era o agente etiologico da esporotricose
felina desde o inicio da epizootia.

N&o foram observadas diferencas entre os perfis clinico-epidemioldgico, bem como no
perfil molecular dos isolados de S. brasiliensis na principal regido enzodtica de esporotricose do
mundo atualmente. Porém, estudos com um maior nimero de isolados devem ser realizados para
confirmar a hipdtese de ocorréncia de uma Unica cepa circulante no Rio de Janeiro.

No presente estudo em 31 isolados foi detectada uma pequena variacdo intraespecifica,

todos pertencentes ao grupo B. O estudo pioneiro sobre a caracterizagdo de isolados clinicos de
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Sporothrix spp. oriundos de gatos também descreveu a ocorréncia de variacdo intraespecifica
entre os mesmos'?. Entretanto, nos 15 isolados da regido metropolitana do Rio de Janeiro
incluidos no presente estudo essa variacdo ndo foi detectada. A descricdo de variacdo
intraespecifica também foi observada em isolados clinicos de S. brasiliensis provenientes de
gatos de Sdo Paulo®. Variacdes intraespecificas entre isolados clinicos também foram descritas
em estudos prévios com isolados humanos®! e felinos da mesma regido*®.

Foi possivel observar a associacdo entre os isolados sem variacdo intraespecifica e as
variaveis clinicas estado geral e linfadenomegalia. A presenca de linfadenomegalia demonstra
reacdo do organismo a infecco flingica®?, o que pode indicar cepas mais virulentas. Porém, ha a
necessidade da realizacdo de estudos sobre viruléncia em isolados do género Sporothrix oriundos
de animais para confirmar essa hipdtese. As causas para ocorréncia dessas Vvariacdes
intraespecificas observadas nos isolados de S. brasiliensis oriundos de gatos necessitam mais bem
compreendidas. Em relagdo a possiveis diferencas de manejo clinico-terapéutico entre 0s
periodos dos isolados estudados, destaca-se a maior frequéncia do uso do iodeto de potéssio no
tratamento da esporotricose em gatos nos primeiros anos da presente década no Rio de Janeiro. E
sabido que o iodo exerce acdo direta sobre a fase de levedura de Sporothrix spp.®®, portanto
sugerimos a investigacdo da possivel ocorréncia de variagdes pontuais nos isolados de S.
brasiliensis e 0 uso deste medicamento.

A caracterizacdo de isolados de Sporothrix spp. por meio de técnicas moleculares em
isolados clinicos provenientes de gatos do inicio da epidemia ainda ndo havia sido realizada.
Lamentavelmente, uma das limitacdes do presente estudo é a existéncia de poucos isolados
clinicos armazenados provenientes de animais da epizootia do Rio de Janeiro desse periodo, o
que ratifica a importancia dos achados aqui apresentados.

E importante continuar os estudos de epidemiologia molecular visando a identificacdo de
novas espécies do género Sporothrix que possam estar circulando entre 0s animais, uma vez que
outras espécies, além de S. brasiliensis, circulam entre o ser humano e o cdo oriundos da mesma
regido. A PCR T3B fingerprinting é uma técnica simples, rapida, de baixo custo e confiavel para
a caracterizacdo em nivel de espécie, porém apresenta limitac@es, principalmente para elucidar e
compreender melhor as variagcdes intraespecificas encontradas nesse estudo. Dessa forma,
sugerimos que estudos futuros sejam realizados com outras metodologias moleculares como o

sequenciamento total do genoma (WGS). Esta técnica permitird um avan¢o no estudo da
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epidemiologia molecular, ampliando o conhecimento sobre os isolados de Sporothrix spp.
oriundos de animais que circulam nas &reas enzooticas, e consequentemente auxiliando na
elaboracdo de estratégias efetivas para prevencédo e controle da esporotricose.

Os resultados sugerem que S. brasiliensis seja a Unica espécie associada a esporotricose
felina no Rio de Janeiro desde o inicio da epizootia em 1998, apresentando pouca variagao

intraespecifica.

Métodos

Isolados

Neste estudo foram incluidos 119 isolados de Sporothrix spp. provenientes de uma coorte
de gatos com esporotricose atendidos no Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses
em Animais Domeésticos (Lapclin-Dermzoo)/Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI)/Fiocruz, Rio de Janeiro, Brasil, entre 1998 e 2018. Os isolados de Sporothrix spp. foram
divididos em dois grupos: o grupo A constituido por 20 isolados viaveis do periodo de 1998 a
2008 (10 primeiros anos da epidemia de esporotricose zoondtica no Rio de Janeiro) sob a guarda
do Laboratorio de Micologia (INI/Fiocruz) e o grupo B constituido por 99 isolados viaveis,

obtidos no periodo de 2013 a 2018, sob a guarda do Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz.

Dados clinicos e epidemioldgicos

Os dados clinicos e epidemiologicos foram obtidos a partir da revisao dos prontuarios dos
gatos. As varidveis clinicas analisadas foram: estado geral, presenca de lesbes cutaneas,
distribuicdo das lesdes cutaneas, ocorréncia de linfadenomegalia, presenca de sinais respiratorios,
presenca de lesdes em mucosa e desfecho. De acordo com a distribuicdo das lesdes cutaneas, 0s
gatos foram classificados em trés grupos: L1 (lesdes cutaneas e/ou mucosas em um local), L2
(lesBes cutaneas e/ou mucosas em dois locais ndo adjacentes) e L3 (lesGes cutaneas e/ou mucosas
em trés ou mais locais ndo adjacentes)?’. Foram avaliadas as seguintes variaveis epidemiolégicas:
municipio de residéncia, status reprodutivo (gato inteiro ou castrado), sexo, raca e acesso do gato

ao ambiente extradomiciliar. Para fins deste estudo, 0s municipios de residéncia dos gatos foram
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agrupados em quatro areas: Capital (Rio de Janeiro), Metropolitana | (Belford Roxo, Duque de
Caxias, Mesquita, Nova Iguacu, Queimados e S& Jodo de Meriti), Metropolitana 1l (Sao
Gongalo) e Baixada Litoranea (Araruama, Cabo Frio e Maricd).

Os gatos com esporotricose incluidos neste estudo foram provenientes de outros estudos
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Fiocruz (CEUA/Fiocruz).

Avaliacéo da viabilidade das cepas e anélise molecular

Para a realizacdo da PCR T3B fingerprinting, os isolados foram retirados do leite
desnatado a 10% ou da solucdo salina estéril e foram subcultivados em meio PDA (Difco™;
Becton, Dickinson and Company, Sparks MD EUA) a 25°C% a fim de verificar a viabilidade
macro e microscopica de cada isolado.

A extracdo do DNA gendmico foi realizada de colonias filamentosas com crescimento de
14 dias cultivados em meio PDA, utilizando cloroformio: alcool isoamilico (24:1), de acordo com
protocolo previamente descrito?®. A quantificagdo do DNA foi realizada por espectrofotometria,
utilizando Nano Drop™ (GE Healthcare), e diluido para uma concentragao de 25ng.

Para a hibridizagdo do DNA genomico foi utilizado primer universal T3B (5°-
AGGTCGCGGGTTCGAATCC-3’) visando distinguir as espécies do género Sporothrix, além de
avaliar a similaridade genética®®. O DNA das cepas de referéncia de S. brasiliensis
(IPEC16490), S. globosa (IPEC27135), S. mexicana (MUMZ11.02) e S. schenckii (IPEC27722)
foram utilizados como controles. Para o preparo do mix da reacdo da PCR utilizou-se 2,5 puL
buffer 10x com KCI, 0,5 uLL de dANTP a 0,2mM, 2 uL. de MgCI2 a 50mM, 0,2 uL de platinum
TAQ DNA polimerase, 1 pL do primer T3B, completando o volume de 21 pL do mix para cada
amostra.

Sucintamente, as condicBes para a hibridizacdo realizada no termociclador, Veriti™ 96-
Well Thermal Cycler (Applied Biosystems), foram: desnaturacao inicial a 95°C por 10 minutos,
seguida por 36x (desnaturacdo de 30 segundos a 95°C, hibridizacdo a 52°C por 30 segundos,
extensdo por 1 minuto e 20 segundos a 72°C) e extensdo final por 10 minutos a 72°C.

A amplificacdo foi confirmada pela visualizacdo dos amplicons apds a eletroforese em gel
de agarose a 1,2% (AgaroseUltra-Pure — Invitrogen) em TBE 0,5X (Tris 0.1M, &cido bdrico
0.09M, EDTA 0.001 M, pH 8.4). Seis microlitros do produto da PCR foram adicionados em cada
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“slot” do gel, e a eletroforese foi conduzida a 70V por 90 minutos. Posteriormente, o gel foi
corado com brometo de etidio (0,5 pg/mL) por 30 minutos e lavado com agua destilada por mais
30 minutos antes de ser examinado em UV transiluminador — Hoefer Scientific Inc. Esta técnica
gera bandas distintas para cada espécie do género Sporothrix, permitindo assim, a diferenciacdo
entre elas®.

Os perfis da PCR T3B fingerprinting de cada grupo foram analisados utilizando software
Bionumerics (version 5.1; Applied Maths BVBA, Sint-Martens Latem, Belgium). Coeficientes de
similaridade foram calculados usando o algoritmo Dice e a analise de cluster foi realizada por
meio do método de grupo pareado ndo ponderado usando médias aritméticas (UPGMA).

Analise estatistica

A analise exploratdria dos dados foi realizada por meio da distribuicdo de frequéncia das
variaveis categoricas e medidas-resumo (mediana, minimo e maximo) das variaveis quantitativas.
Para verificacdo de associacdo entre as variaveis categoricas foi utilizado o teste qui-quadrado de
Pearson. Para verificar diferencas entre 0s grupos quanto aos tempos de tratamento e inicio de
lesbes foi empregado o teste ndo-paramétrico de Mann-Whitney. P-valores < 0,05 indicaram
associagdes significativas nos testes estatisticos. Devido ao tamanho amostral, foram fornecidos
intervalos de confianca de 95% para as propor¢des. Todas as analises foram estratificadas

segundo os grupos e realizadas no software R versdo 3.6.1°°.
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7. DISCUSSAO

No presente estudo, o enfoque principal foi a caracterizacdo em nivel de espécie dos
isolados de Sporothrix spp. provenientes de gatos e cdes com esporotricose assistidos no Lapclin-
Dermzoo/INI/Fiocruz. Foram realizadas técnicas fenotipicas apenas para isolados provenientes
de caninos e a PCR T3B fingerprinting para analise molecular de isolados oriundos de felinos e
caninos. A caracterizacdo fenotipica ndo foi realizada para isolados felinos, uma vez que um
estudo da mesma regido realizou tal caracterizacdo e ndo foi possivel a identificacdo apenas por
meio do fendtipo na maioria dos isolados (BOECHAT et al., 2018). As caracteristicas clinicas e
epidemiologicas da populagdo felina e canina incluida no estudo foram descritas e analisadas em
conjunto com os resultados da caracterizacao das espécies.

A esporotricose € uma micose subcutanea, de ocorréncia mundial, sendo considerada
endémica na América Latina, principalmente na regido metropolitana do Rio de Janeiro, onde a
primeira epidemia de esporotricose por transmissdo zoondtica foi detectada no final dos anos
1990 (BARROS et al., 2011; PEREIRA et al., 2014). Os gatos sdo 0s animais mais acometidos
pela esporotricose, e apresentam, por motivos ainda ndo totalmente conhecidos, uma alta carga
fungica em suas lesbes cutaneas (MIRANDA et al.,, 2018a; PEREIRA et al., 2011). Essa
caracteristica faz com que esses animais sejam uma fonte de infeccdo de Sporothrix spp. e
apresentem um alto potencial zoon6tico (SCHUBACH et al., 2012). J& os cdes sdo a segunda
espécie animal mais acometida na endemia que ocorre na regido metropolitana do Rio de Janeiro,
porém a doenca nesses animais € pouco descrita e estudos sobre caracterizacdo sdo raros
(RODRIGUES et al., 2013a; VIANA et al., 2018; WALLER et al., 2018).

Até 2007, S. schenckii era considerado o agente etioldgico da esporotricose e a unica
espécie patogénica para o ser humano e os animais (SCHUBACH et al., 2005). Estudos
realizados por Marimon et al. (2007, 2008a) sugeriram que S. schenckii ndo deveria ser
considerada a Unica espécie causadora da esporotricose e propuseram quatro novas espécies.
Atualmente, sete espécies fazem parte do género Sporothrix, sendo estas S. brasiliensis, S.
schenckii, S. globosa e S. luriei pertencentes ao clado clinico e as espécies S. mexicana, S. pallida
e S. chilensis do clado ambiental (RODRIGUES et al., 2020). Sporothrix brasiliensis é a

principal espécie responsavel pela ocorréncia em humanos, felinos e caninos no Rio de Janeiro
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(ALMEIDA-PAES et al., 2014; BOECHAT et al., 2018; RODRIGUES et al., 2013a; SOUZA et
al., 2018; VIANA et al., 2018).

Desde a descricdo das novas espécies do género Sporothrix em 2007, estudos tém sido
conduzidos em &reas endémicas de esporotricose com intuito principal de identificar os isolados
clinicos provenientes de seres humanos e animais. De acordo com os estudos publicados sobre
isolados de Sporothrix spp. oriundos de animais, até o momento, aproximadamente 350 isolados
foram identificados ao longo dos ultimos 12 anos no mundo (BOECHAT et al., 2018;
BRILHANTE et al., 2016; CORDOBA et al., 2018; DUANGKAEW et al., 2019;
ETCHECOPAZ et al., 2019; HAN et al., 2017; KANO et al., 2015; MACEDO-SALES et al.,
2018; MAKRI et al., 2020; MONTENEGRO et al., 2014; MOUSSA et al., 2017; OLIVEIRA, D.
et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013a; SANCHOTENE et al., 2015;
SOUZA et al., 2018; VIANA et al., 2018; WALLER et al., 2018).

Desde o inicio da epidemia que ocorre no Rio de Janeiro até a publicacdo dos resultados
do estudo conduzido por Rodrigues et al. (2013a) que incluiu 15 isolados felinos da regido
metropolitana do Rio de Janeiro (GREMIAO et al, 2020; PEREIRA et al, 2014), os isolados
felinos eram classificados como S. schenckii e nenhum estudo havia caracterizado os isolados do
inicio da epidemia até o momento. Posteriormente, outros estudos caracterizaram isolados felinos
e caninos (BOECHAT et al., 2018; MACEDO-SALES et al., 2018; SOUZA et al., 2018; VIANA
et al., 2018) provenientes da mesma regido, tendo detectado apenas um agente etiolégico (S.
brasiliensis) circulando entre os animais. Porém, estudos realizados com isolados humanos
revelaram que outras espécies como S. schenckii sensu stricto e S. globosa (ALMEIDA-PAES et
al., 2014; OLIVEIRA, M. et al., 2011) podem estar circulando na area hiperendémica do Rio de
Janeiro.

Os dados acima descritos justificaram a importancia da realizacdo da caracterizacdo e
confirmacdo taxonémica dos isolados felinos, uma vez que estes animais apresentam importancia
singular na transmissdo zoonotica de Sporothrix. Adicionalmente, a caracterizacdo de isolados de
caes e gatos do inicio da epidemia que contribuird para melhor compreensdo da epidemiologia

molecular da doenca.
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Caninos

Foi caracterizada uma amostra de 47 isolados de Sporothrix spp. de cdes com
esporotricose diagnosticados no INI/Fiocruz, Rio de Janeiro no periodo de 2013 e 2018. A
esporotricose canina é uma doenca pouco descrita quando comparada a doenca em humanos e
gatos. Poucos estudos da regido Sul e Sudeste do Brasil caracterizaram isolados caninos, cuja
espécie predominante foi S. brasiliensis (RODRIGUES et al.,, 2013a; VIANA et al., 2018,
WALLER et al., 2018).

No presente estudo, apds realizacdo de técnicas fenotipicas e genotipicas utilizando a
técnica de PCR T3B fingerprinting, a espécie encontrada na maioria dos isolados foi S.
brasiliensis. Estudos anteriores, com isolados originados de animais no Brasil, encontraram com
resultados semelhantes (BOECHAT et al., 2018; MACEDO-SALES et al, 2018;
MONTENEGRO et al., 2014; OLIVEIRA, D. et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013a; SOUZA
et al., 2018; VIANA et al., 2018; WALLER et al., 2018). Porém, um isolado foi caracterizado
como S. schenckii sensu stricto. Este € o primeiro relato dessa espécie acometendo cées no Brasil,
e o0 primeiro relato de outra espécie além de S. brasiliensis infectando animais domésticos da
regidao metropolitana do Rio de Janeiro.

Em 44 isolados caninos (93,6%) ndo foi possivel chegar a uma classificagcdo taxondmica
em nivel de espécie somente com a caracterizacdo fenotipica, sendo estes classificados como
Sporothrix spp.. Esses resultados diferem de estudos realizados em humanos e felinos, nos quais
foi possivel caracterizar fenotipicamente a maioria dos isolados (BOECHAT et al., 2018;
OLIVEIRA, M. et al, 2011; SOUZA et al., 2018). Em nosso estudo a assimilacdo de
carboidratos realizada nos isolados (n= 44) foi sugestiva de S. pallida ou S. globosa por
assimilarem apenas a sacarose, porém a presenca de conidios demaceos e a termotolerancia a
37°C ndo permitiu esta classificacdo. Em dois isolados houve a assimilacdo de ambos o0s
acucares, o que permitiu a classificagdo como S. schenckii, apesar da auséncia de conidios
triangulares. Apenas um isolado ndo assimilou nenhum dos agUcares testados, sendo entdo
caracterizado como S. brasiliensis. Com esses dados € possivel sugerir que exista uma
variabilidade fenotipica entre essas espécies. Devido a esta diversidade de resultados nos testes

fenotipicos, sugerimos que a identificacdo das espécies do género Sporothrix, utilizando apenas
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testes morfoldgicos e fisioldgicos, seja utilizada com cautela para isolados caninos, assim como
em isolados humanos e felinos (OLIVEIRA, M et al., 2011; BOECHAT et al., 2018).

A caracterizacdo das espécies dos isolados caninos foi realizada pela técnica molecular
PCR T3B fingerprinting e estes foram classificados como S. brasiliensis. Sendo assim,
detectamos isolados com divergéncias entre a identificacdo fenotipica e molecular, corroborando
relatos de outros autores (OLIVEIRA, M. et al, 2011; ALMEIDA-PAES et al., 2014;
BOECHAT et al., 2018) e discordando dos autores que afirmam que as espécies do complexo
podem ser facilmente identificadas sem o auxilio de ferramentas moleculares (MARIMON et al.,
2007). Esses resultados sugerem que a caracterizacdo de espécies do género Sporothrix deve ser
baseada na associagdo de técnicas fenotipicas e moleculares. Houve pequena variagdo
intraespecifica entre 0s nossos isolados classificados como S. brasiliensis, e foi possivel observar
que a maioria dos cdes que apresentaram a variacdo intraespecifica apresentaram falha
terapéutica como desfecho, sugerindo entdo que mais estudos sejam realizados a fim de estudar a
relacdo entre gendtipos e fendtipos de Sporothrix e as caracteristicas clinicas dos animais

naturalmente infectados por estes fungos.

Felinos

No presente estudo, foi realizada a caracterizacdo molecular de 119 isolados de Sporothrix
spp. de gatos diagnosticados no INI/Fiocruz, Rio de Janeiro em dois periodos distintos entre os
anos de 1998 e 2018. Até o momento, esta € a maior casuistica publicada com identificacdo de
Sporothrix spp. isolados de animais em um Unico estudo. Nas Gltimas duas décadas, a
esporotricose zoondtica tem sido relatada principalmente no Brasil (GREMIAO et al., 2017;
RODRIGUES et al.,, 2016a). Entretanto, existem casos descritos em diversos paises como:
Estados Unidos (DUSTAN et al., 1986; READ; SPEARLING, 1982; REED et al., 1993; REES et
al., 2011), México (BOVE-SEVILLA et al., 2008), Panama (RIOS et al., 2018), Argentina
(ETCHECOPAZ et al., 2019), india (YEGNESWARAN et al., 2009) e Malasia (TANG et al.,
2012). Em todos os artigos acima citados, o animal relacionado a transmissdo zoonoética foi o
gato, o que torna importante estudos de epidemiologia molecular para poder entender o perfil de

espécies de circulam em uma regido particularmente importante em termos epidemioldgicos.
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O perfil clinico da populagdo felina acometida pela esporotricose no Brasil € similar ao
descrito em outros paises (CROTHERS et al., 2009; DAVIES; TROY, 1996; KANO et al., 2015;
HAN et al., 2017). No presente estudo, o perfil epidemiolégico dos gatos com esporotricose
(machos, adultos jovens, ndo castrados, com acesso ao ambiente extradomiciliar e sem raca
definida), estdo de acordo com estudos anteriores na mesma regido e em outros locais do Brasil
(GREMIAO et al. 2015; MACEDO-SALES et al., 2018; MADRID et al. 2012; PEREIRA et al.
2010, REIS et al., 2012; REIS et al., 2016; SCHUBACH et al. 2004a). Nos Estados Unidos,
diferente dos nossos achados, autores relatam que a maioria dos felinos acometidos pela
esporotricose sdo animais de raca e castrados (CROTHERS et al.,, 2009), o que pode ser
explicado em parte devido ao fato do conceito de guarda responsavel ser mais bem difundido
pelo Pais.

As lesbes mais frequentemente observadas nos gatos avaliados neste estudo foram
nodulos e Ulceras cutaneas, 0 que esta de acordo com estudos anteriores (DAVIES; TROY, 1996;
MADRID et al., 2010; PEREIRA et al., 2010; REIS et al., 2016; SCHUBACH et al., 2004a). A
distribuicdo de lesdes cutaneas observada neste estudo ndo difere dos achados de estudos sobre
esporotricose felina realizados na Fiocruz até o momento (PEREIRA et al., 2010; SCHUBACH
et al., 2004a; SILVA et al., 2015; SOUZA et al., 2018), que relataram uma frequéncia maior de
animais do grupo L3 (lesdes cutaneas e/ou mucosas em trés ou mais locais ndo contiguos),
seqguido de L1 e L2.

A espécie S. brasiliensis tem sido descrita como emergente, altamente patogénica para
humanos e animais, sendo relatada até 0 momento apenas no Brasil e Argentina (ARRILLAGA-
MONCRIEFF et al., 2009; BOECHAT et al., 2018; CORDOBA et al., 2018; MACEDO-SALES
et al., 2018; MARIMON et al., 2007; OLIVEIRA, M. et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013a). A
Unica espécie encontrada no presente estudo foi S. brasiliensis, 0 que esta de acordo com outros
estudos realizados com isolados felinos da mesma regido (BOECHAT et al., 2018; MACEDO-
SALES et al., 2018; RODRIGUES et al., 2013a; SOUZA et al., 2018). Esses resultados refor¢cam
a hipotese de que S. brasiliensis provavelmente seja a Unica espécie que circula entre os felinos
da regido metropolitana do Rio de Janeiro desde o inicio da epizootia. Curiosamente, este achado
difere de outros estudos com isolados de Sporothrix spp. obtidos de humanos (ALMEIDA-PAES
et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2010) e de caninos, nos quais foram identificadas, além da S.

brasiliensis, as espécies S. schenckii e S. globosa.
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Na regido Sudeste do Brasil, outros autores descreveram a predominancia de S.
brasiliensis no acometimento dos gatos com esporotricose, sendo relatado casos em todos os
estados da regido Sudeste (BOECHAT et al., 2018; MACEDO-SALES et al, 2018;
MONTENEGRO et al., 2014; OLIVEIRA et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013a; SOUZA et
al., 2018), corroborando nossos achados. Acreditamos que esses resultados sejam basicamente
devido a proximidade dos estados de S&o Paulo, Minas Gerais e Espirito Santo com a regido
endémica do Rio de Janeiro e a possibilidade dos gatos migrarem da area endémica para essas
regibes com seus tutores.

N&o foram observadas diferencas entre os perfis clinico-epidemioldgicos, bem como no
perfil molecular dos isolados de S. brasiliensis em relacdo as diferentes regiGes do estado do Rio
de Janeiro. Porém, estudos com um maior numero de isolados devem ser realizados para
confirmar a hipdtese de ocorréncia de uma unica cepa circulante no Rio de Janeiro, e entender
melhor a epidemiologia molecular da principal regido enzooética de esporotricose do mundo
atualmente.

Todos os isolados clinicos provenientes de gatos da epizootia do Rio de Janeiro foram
caracterizados como S. brasiliensis pela técnica da PCR T3B fingerprinting, sendo que em 31
isolados foi detectada uma pequena variacdo intraespecifica, todos oriundos do periodo de 2013-
2018. A descricdo de variacdo intraespecifica também foi observada em isolados clinicos de S.
brasiliensis provenientes de gatos de Sdo Paulo (MONTENEGRO et al., 2014). Variacdes entre
isolados clinicos também foram descritas em estudos prévios com isolados humanos
(OLIVEIRA, M. et al., 2011) e felinos da mesma regido (BOECHAT et al., 2018). Foi possivel
observar a associacao entre 0s isolados sem variacao intraespecifica e as variaveis clinicas, estado
geral e linfadenomegalia. Essas variacdes intraespecificas observadas nos isolados de S.
brasiliensis oriundos de gatos necessitam ser mais bem compreendidas, pois as causas para sua
ocorréncia sdo ainda desconhecidas.

O resultado da epidemia causada por S. brasiliensis no Rio de Janeiro pode ser
considerado uma complexa interacdo patdgeno-hospedeiro-ambiente, incluindo elevada
susceptibilidade do gato e alta viruléncia do patdgeno, comportamento dos gatos e introducdo de
S. brasiliensis em uma populacao de felinos urbanos (MONTENEGRO et al., 2014). Além disso,
a recente descricdo de casos atipicos de esporotricose felina causada por S. pallida e S. humicola
(THOMSON et al., 2019; MAKRI et al., 2020), sugerem que as espécies do clado ambiental sdo
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também agentes etioldgicos em casos de esporotricose animal, ainda que esporadicamente. Até o
momento apenas um caso felino havia sido relatado com espécies do clado ambiental, sendo esta
S. pallida (OLIVEIRA, D. et al., 2011) e a maioria dos casos era em humanos (MORRISON et
al., 2013; RODRIGUES et al., 2013b; RODRIGUES et al., 2016). Dessa forma, é importante
continuar os estudos de epidemiologia molecular visando a identificacdo de espécies do género
Sporothrix que possam estar circulando entre os animais, uma vez que outras espécies, além de S.
brasiliensis, circulam entre ser humano e céo oriundos da mesma regido. Os resultados sugerem
que S. brasiliensis seja a Unica espécie associada a esporotricose felina no Rio de Janeiro desde o
inicio da epizootia da doenca em 1998.
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8. CONCLUSOES

Com base no estudo realizado, pode-se concluir que:

1. Sporothrix brasiliensis é o0 agente etiolégico da esporotricose felina na regido
metropolitana do Rio de Janeiro;

2. Sporothrix brasiliensis é o principal agente etioldgico da esporotricose em caes na regiao
metropolitana do Rio de Janeiro;

3. Sporothrix schenckii sensu stricto € um dos agentes etioldgicos da esporotricose canina no
Rio de Janeiro, embora seja em baixa frequéncia;

4. Para a caracterizacdo de espécies do género Sporothrix em isolados de origem canina €
necessaria a utilizacao de técnicas moleculares;

5. Foi possivel observar pequena variagdo genotipica nos isolados de S. brasiliensis oriundos
de cdes e gatos na epizootia de esporotricose do Rio de Janeiro;

6. Houve associacdo entre os isolados de S. brasiliensis com auséncia de variagdes
genotipicas com a ocorréncia de linfadenomegalia e bom estado geral em gatos com
esporotricose;

7. N&o houve associacao entre as varidveis clinicas e epidemiologicas dos cdes com
esporotricose e as variacOes fenotipicas e genotipicas dos isolados de S. brasiliensis

identificados.
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