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RESUMO GERAL

A esporotricose € uma micose subcutanea, causadammws dimorficos do género
Sporothrix.Esta enfermidade pode acometer o homem e uma gvamngelade de espécies
animais, em especial o gato doméstico, que tem apel pidemiolégico muito importante
na manutencdo dessa doenca em meio urbano no,Brasdo considerada uma doenca
endémica. No estado da Paraiba os primeiros cas@mienais domeésticos sao relativamente
recentes, havendo ainda poucas informacdes epilfgic@s sobre os focos ocorridos em
felinos e em humanos. Diante disto, este trabahopor objetivo identificar molecularmente
isolados desporothrixspp. isolados de felinos domésticos procedentesddees da Paraiba,

e dessa maneira expandir a compreensdo da enfdenida estado. Foram analisadas 39
amostras, de lesdes cutaneas de felinos doméstizag)dos das seguintes cidades
paraibanas: Jodo Pessoa (n=29), Pildes (n=4), Rat83, Areia (n=1), Bananeiras (n=1) e
Guarabira (n=1). As amostras inicialmente foramcessadas no Laboratério de Medicina
Veterinaria Preventiva do Centro de Ciéncias Aggada Universidade Federal da Paraiba,
Paraiba, Brasil, onde o diagnostico a nivel de rgéfa estabelecido por meio de cultura
fungica. A seguir, as amostras foram encaminhadas p Laboratério de Micologia do
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chada® de Janeiro, Brasil, onde foi realizada
a caracterizacdo molecular dos isolados fungiamsmeio de PCR espécie-especifica [fra
schenckii sensu strictdS. brasiliensise S. globosaou sequenciamento parcial do gene
calmodulina. Este estudo revelou que 100% dosdseslgertenciam a espécsporothrix
brasiliensis e o alinhamento das sequéncias e as andlises filogenéle seis isolados
apresentaram 100% de similaridade com a &parasiliensisCBS 120339A avaliacdo da
significancia da arvore filogenética, realizada pogio do testeBootstrap,revelou nesta
avaliacdo com 1.000 replicatas, um nivel de copéiaie ocorréncia de nés em 98%. Com a
analise molecular descrita neste estudo a ocoaé@&wa$porothrix brasiliensefoi mostrada
pela primeira vez em felinos provenientes da refiéaleste do Brasil. Reforcando o papel
dessa espécie d8porothrix na esporotricose felina no estado. A identificagho S.
brasiliensisem felinosprocedentesla Paraiba ressalta a ocorréncia do agente preaotain
em grandes surtos zoonoétiocos nas regides Sul esttudo Brasil em areas geograficas
distantes, alertando para a uma possivel ocorr&heiaurtos zoonoéticos semelhantes aos
encontrados nessas regides,salienta o papel do felino na transmissdo zocendtia
esporotricose, tendo em vista que esse genotibsern@mdo na doenca em humarka: fim,
esses dados respaldam a tomada de medidas pregentmtra a doenca animal, o que
potencialmente impactara na epidemia existenteigede de Jodo Pessoa, bem como na
emergéncia alarmante de casos para o interiortddees

Palavras-chave: epidemia, Nordeste brasileir@porothrix brasiliensisPCR espécie-
specifica, calmodulina.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis causedimgrphic fungi of the genus
Sporothrix This disease can affect man and a wide variegnohal species, especially the
domestic cat, which has a very important epidengickl role in maintaining this disease in
the urban environment. Being considered an enddiséase in Brazil. In the state of Paraiba,
the first cases in domestic animals are relativedgent, with little epidemiological
information on the outbreaks in felines and humamsiew of this, this work aims to identify
molecularly isolates obporothrixspp. isolated from domestic cats from cities inaiHza, and
in this way expand the understanding of the diséadbe state. 39 samples of skin lesions
were collected from domestic cats, from the follogvcities in Paraiba: Jodo Pessoa (n = 29),
Pildes (n = 4), Patos (n = 3), Areia (n = 1), Baseas (n = 1) and Guarabira (n = 1). The
samples were initially processed at the Prevendeterinary Medicine Laboratory of the
Agricultural Sciences Center of the Federal Uniigrsf Paraiba, Paraiba, Brazil, where the
diagnosis at the gender level was established nmef fungal culture. Then, the samples
were sent to the Mycology Laboratory of the Natiotrestitute of Infectology Evandro
Chagas, Rio de Janeiro, Brazil, where the moleatharacterization of fungal isolates was
performed, using species-specific PCR fors€henckiisensu strictoS. brasiliensisand S.
globosaor partial sequencing of the calmodulin gene. Btigly revealed that 100% of the
isolates belonged to the speci8porothrix brasiliensisand the sequence alignment and
phylogenetic analyzes of six isolates showed 10D84asity to theS. brasiliensistrain CBS
120339. The evaluation of the significance of thglpgenetic tree, carried out by by means
of the Bootstrap test, it revealed in this evalatwith 1,000 replicates, a 98% confidence
level for the occurrence of nodes. With the molacw@nalysis described in this study, the
occurrence oBporothrix brasiliensewas shown for the first time in cats from the Neght
region of Brazil. Reinforcing the role of this spescof Sporothrixin feline sporotrichosis in
the state. The identification &. brasiliensisn felines from Paraiba highlights the occurrence
of the predominant agent in large zoonotic outbseiakthe South and Southeast regions of
Brazil in distant geographic areas, alerting to plessible occurrence of zoonotic outbreaks
similar to those found in these regions, and hgitis the role of the feline in the zoonotic
transmission of sporotrichosis, considering thaé tienotype is observed in the disease in
humans. Finally, these data support the adoptioprefentive measures against animal
disease, which will potentially impact the epidenmahe city of Jodo Pessoa, as well as the
alarming emergence of cases in the interior okthee.

Keywords: epidemic, Northeastern Bra8lorothrix brasiliensisspecies-specific PCR,
calmodulin
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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma doenca causada por fungogjétero Sporothrix de
distribuicdo mundial, cujas espécies do clado matmg saoS. schenckii sensu strict8.
brasiliensis S. globosa S. luriei(RODRIGUESet al, 2020).

O agente pode ser encontrado no solo, associadatexiah organico de plantas, na
agua e em matéria organica em decomposicdo. Ar prtl998 a frequéncia de casos de
esprotricose em gatos e humanos vem crescendgy@as passaram a ser considerados o0s
reservatorios principais d8. brasiliensis espécie que atualmente € a mais frequente no
Brasil, o que pode ter ocorrido devido a uma mudashe habitat do fungo da planta ou
ambiente para o gato (RODRIGUESal, 2013; RODRIGUE®t al, 2014a).

E uma doenca subaguda ou cronica, que atinge noeng pele, tecido subcutaneo e
vasos linfaticos (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH,021) e, devido a grande
guantidade de leveduras nas lesdes dos gatos,dwapessibilidade de isolamento do fungo
mesmo em gatos saudaveis (MACEDO-SALE$S al, 2018), e aos seus habitos
comportamentais (VIEIRAet al, 2019), os felinos assumiram importante papel
epidemioldgico na transmissdo do fungo intra-espécextra-espécie, principalmente para
humanos.

Atualmente ha uma epidemia de esporotricose corageono estado da Paraiba, onde
desde janeiro de 2016 o numero de casos vem aumdentrnando-se um desafio para a
saude publica (COSTA, 2019). Entretanto, pouco ad® sobre a espécie &porothrix
presente no estado, o que é de grande valia patanejamento das acdes de controle e
prevencdo, uma vez que a espé&didrasiliensi® tida como a mais virulenta do complexo
(RODRIGUESet al, 2014a; RODRIGUESt al, 2014b).

A cultura fungica € a técnica de escolha para distipo da esporotricose, entretanto,
apesar da caracterizacdo fenotipica permitir aratifdacdo das principais espécies de
Sporothrix,0 padrdo ouro para reconhecer esses agentes patsgg#o técnicas moleculares
(MARIMON et al, 2007; RODRIGUESt al, 2013). Sendo assim, este trabalho objetivou
realizar a identificacdo molecular das espécieSplerothrixspp. envolvidas em casos de
esporotricose felina no estado da Paraiba.

Esta dissertacdo esta organizada em dois capitujmsmeiro refere-se ao referencial
tedrico sobre esporotricose e 0 segundo é o astigee a caracterizacao dos isolados de gatos

suspeitos de esporotricose no estado da Paraiba.
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REFERENCIAL TEORICO SOBRE ESPOROTRICOSE.

A esporotricose é uma micose endémica no Bradgie grande importancia para a
salde publica mundialmente (GREMIA®t al., 2020; RODRIGUES; HOOG; DE
CAMARGO, 2013; ZHANGet al, 2015). Na primeira reunido do grupo de espetéadiem
antifingicos daVorld Health OrganizatiofWHO) para identificacdo de patégenos fungicos
de prioridade, realizada em 2020, os patogSmsothixspp. foram mencionados entre 0s
agentes fungicos a serem inclusos no grupdeatgected Tropical DiseasédTDs) da WHO,
grupo ao qual estdo inseridas doencas infecciosascqusam mortalidade e morbidade
importantes, em populacdes pobres de paises ti®pisabtropicais (WHO, 2020).

Esta importante micose € causada por agentes derog&porothrix ordem
Ophiostomatales, um grande grupo de patogenosiadesca plantas e besouros de casca
(ROETS et al, 2006; ZHOUet al, 2014). Dentro desse grupo 0s patdogenos do género
Sporothrixganham destaque por sua ecologia diferenciadegmsittia por sua viruléncia aos
mamiferos, especialmente a humanos e felinos (MARIMet al, 2007; ROMEO;
SCORDINO; CRISEO, 2011; ZHOE al, 2014). Sendo as espéciesypmrothrixagrupadas
no clado patogénic&. schenckii sensu strigt8. brasiliensisS. globosae S. luriei além
disso, as espéci& mexicanaS. chilensie S. pallidg do clado ambiental, apesar de terem
potencial patogénico variando de moderado a n&mpaico, foram relatadas recentemente
causando infec¢cdes acidentais em humanos e animgmdem impactar na populacao
imunossuprimida (DIASet al, 2011; MARIMON et al, 2007; MORRISONet al, 2013;
OLIVEIRA et al, 2011b; RODRIGUE®t al, 2016).

A frequéncia, distribuicdo geografica, rotas dengraissdo, cariotipos, resisténcia a
antifngicos, mecanismos lesionais e virulénciadiesentes espécies @&porothrixvariam
drasticamente (ARRILLAGA-MONCRIEFEt al, 2009; MARIMONet al, 2008b; SASAKI
et al, 2014; ZHANG et al, 2015). Essas divergéncias refletem matrizescésmes de
espécies de hospedeiros e habitats predominardes,0o8 quais 0 material vegetal ou os
felinos sdo as principais fontes de infeccdo (BABR@LMEIDA-PAES; SCHUBACH,
2011; RODRIGUESt al, 2014a). Diante disto, esta interacdo hospedenbiente dita as
distintas estratégias de saude publica necesgaiaso controle da doenca (RODRIGUE&S
al., 2014a; SASAKEt al, 2014).

Um fenbmeno notavel da esporotricose, é sua ocmar&m forma de surtos ou casos

seriados, quer de origem vegetal (sapronoses)dguerigem animal (zoonoses) (FEENEtY
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al., 2007; SCHUBACHet al, 2004; SONGCet al, 2011). Além disso, na maioria das areas
definidas como endémicas, ocorre o predominio de imica espécie (> 80%). As principais
areas calculadas com suas espécies corresponddotes seguintes: na Asia a espé&ie
globosa(99,3%), Australia e sul da Africa® schencki{94%), sudeste da América do Sul
a S. brasiliensis(88%), oeste da América do Sul e América Centralde Norte S.
schencki(89%) (ZHANGet al,, 2015; ZHOUet al, 2014).

A espécie S. brasiliensiscompfe uma populacdo de patdgenos geneticamente
homogénea, com perfil de suscetibilidadevitro semelhante entre os individuos, sendo
considerada a espécie mais virulenta em felinosirmahos (FERNANDESet al, 2013;
RODRIGUESet al, 2014a; RODRIGUE®t al, 2014b; SILVA-VERGARAet al, 2012).
Em um estudo com modelo murinoSa brasiliensigoi a Unica espécie a causar 6bito em
baixo indculo, também apresentou maior capacidaddisseminacéo tecidual e infiltracao
macica de células fungicas nos tecidos estudadms)dg comparada 8. schenckii sensu
strictoe S. globosdARRILLAGA-MONCRIEFF et al, 2009).

Até recentemente a distribuicdo geograficaSidbrasiliensisera restrita ao Brasil,
envolvida com grandes surtos zoondticos, que intlpancipalmente felinos domesticos e
humanos (BARROSt al, 2004; MONTENEGRGet al, 2014; RODRIGUES; HOOG; DE
CAMARGO, 2013; SCHUBACHet al, 2004), com maiores ocorréncias nos estados do Ri
de Janeiro, S&o Paulo, Parana, Rio Grande do SilasMGerais e Espirito Santo
(MONTENEGROet al.,2014; RODRIGUESet al, 2014a). Alguns autores acreditam que a
difusdo desse agente pode dever-se a migracaoim@isrda regido infectada para areas
adjacentes junto com seus tutores (RODRIGBES!., 2020) ou até mais distantes, uma vez
gue o agente ja foi identificado em estados doexted(RODRIGUESt al, 2014a; SILVA
et al, 2018), evidenciando que os gatos constituem fomta de infeccdo muito mais difusa
(ZHANG et al, 2015).

Entretanto Cordobet al (2018) analisaram, por métodos moleculares, pasele
Sporothrix spp. que, no periodo de 1984 a 2017, haviam sigmsitadas e estavam
conservadas na colecao de culturas do Departandenidicologia do Instituto Nacional de
Enfermidades Infecciosas Dr. C. G Malbran, BuenosesA Argentina. As cepas eram
provenientes de casos humanos, animais e do amlienvarias regibes do pais. Dessas
cepas, 34,7% (8/24) foram classificadas cé@ndrasiliensisCabe destacar que, segundo 0s
autores, algumas cepas classificadas c8&mbrasiliensishaviam sido isoladas em 1986 e
1988 de casos humanos nas provincias de MissiodBasres Aires, respectivamente. E duas

cepas foram isoladas em 2003 a partir do solo emrias de tatd na provincia de Chaco.
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Adicionalmente, Caballeret al. (2020) diagnosticaram molecularmente a presenc&.de
brasiliensisno Paraguai, em um paciente de nacionalidade dirasigue residia no pais a
nove meses. Apesar de néo ter identificado a espéeiUruguai houve o relato de casos de
esporotricose humana em que os pacientes relatatateccom gato trazido de uma zona
endémica do Brasil, 0 qual apresentava lesOes tBtagesle esporotricose ha quatro meses
(GARCIA DUARTE et al, 2017).

A espécieS. schenckii sensu striceomundialmente distribuida, sua infec¢do ocorre
principalmente pelo contato com material vegetal d@nomposicédo, como feno, madeira,
musgo esfagno e pelo solo, sendo sua infeccaodayadia uma saproonose, cuja transmissao
a humanos ocorre por implantacdo trauméatica duraiteElades recreativas e ocupacionais
agricolas — jardinagem, agricultura, etc (BARROSMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011;
O'REILLY; ALTMAN, 2006; ZHANG et al, 2015). Aléem disso, pacientes que vivem em
areas com saneamento basico precario e baixo a@essvicos de saude também tém o risco
de infeccdo ampliado (RODRIGUES al, 2014a). C5. schenckii sensu stricfoconsiderado
de alta viruléncia e diversidade genética (ARRILLAGIONCRIEFF et al, 2009;
RODRIGUESetal., 2014b).

A espécieS. globosaapresenta viruléncia baixa em mamiferos, e amghailaliicao
mundial, sendo altamente prevalente entre os casgstrados na Europa e Asia
(ARRILLAGA-MONCRIEFF et al, 2009; RODRIGUESt al., 2014a; SONGt al, 2011,
ZHANG et al., 2015). Sua baixa diversidade genética e disg@o global sugerem uma
associacdo com uma fonte ambiental de infeccaongdaadisseminacédo (RODRIGUESal.,
2014b). A identificacdo d8&. globosaé relevante especialmente para o manejo terapgutico
pois os antifingicos polienos e azodlicos, comumestaos, apresentam baixa atividade
vitro contra esse patogeno (MARIMO®t al, 2008b). No continente americano, segundo
Madrid et al. (2009), o0S. globosaem prevaléncia de 4% entre os isolado$perothrixno
México, 33,3% na Guatemala e 50% na Col6mbia. NasiBrsua ocorréncia € rara, e quase
sempre nao tem envolvimento com hospedeiros fe(@b$VEIRA et al, 2010; OLIVEIRA
et al, 2011a).

Sporothrix luriei é relatada como altamente virulenta, porém suar@ucia € rara
(FERNANDEZ-SILVA et al, 2012; FERNANDESet al, 2013; MARIMON et al, 2008a).

Ha casos relatados de infeccdo humana na Africdutioltalia, india e uma infeccdo canina
no Brasil, que adicionalmente exibiu resisténcidtexronazol (AJELLO; KAPLAN, 1969;
ALBERICI et al, 1989; OLIVEIRAet al.,2011a; PADHYEet al, 1992).
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A apresentacao clinica da esporotricose felina temamplo espectro, com lesées
variando de pequenas papulas a extensas areasrdse6SCHUBACHet al.,2004; SOUZA
et al., 2018). As lesOes sao predominantes na pele, tetidoutdneo e mucosas do trato
respiratorio superior, e com frequéncia observieseées cutaneas multiplas, induzidas por
autotrauma, higiene ou disseminacdo hematologiEREPRA et al., 2014; SCHUBACHet
al., 2004). Sinais clinicos extracutaneos sao fremgenespecialmente em animais com
multiplas lesbes, onde sinais respiratérios, cosprms, dispneia e descarga nasal sao as
alteracOes extracutdneas mais comuns. Por vezems Siespiratorios como 0 espirro,
precedem o acometimento cutaneo, o que pode ggdola infeccdo por inalacédo e posterior
disseminagéo cutanea por contato com a descargh(h&ME et al.,2007; SCHUBACHet
al., 2004).

Segundo Pereireet al. (2009) a cura clinica de felinos com esporotricé@se
inversamente associada a presenca de sinais tégpsaenquanto o Obito é diretamente
associado. Quanto a distribuicdo das lesfes, dive&studos apontam a cabeca, com destaque
para o nariz e orelhas, e membros, como mais dtiag{(SCHUBACHet al., 2003;
SCHUBACHEet al.,2004; MACIEL, 2020).

O tratamento da esporotricose felina é desafiadodiersos aspectos, como duracao
prolongada, risco de transmissdo da doenca dueamenistracdo oral dos farmacos, alto
custo das medicacdes, ocorréncia de recidivas i®efdversos (GREMIAt al., 2014;
SCHUBACHZ et al.,2004). A cura clinica espontanea é relatada emoiglientretanto é rara
(SCHUBACHeZ et al.,2004). As opcdes atualmente disponiveis para testardoenca incluem
administracdo de lodetos (lodo de Potéassio, lodo Sdelio), Azolicos (Itraconazol,
Cetoconazol, Posaconazol), Anfotericina B, Terhbin@ftermoterapia, remocao cirdrgica e
criocirurgia (PEREIRAet al., 2009; FICHMAN et al., 2018). O lodeto de potassio e o
Itraconazol sao as terapias adotadas com maianédneip, sendo o Itraconazol a medicacao
de escolha para humanos e felinos (SCHUBAHI.,2004; KAUFFMAN et al.,2007).

A duracdo do tratamento varia de algumas semanagri@as meses, sendo
recomendado manter por, pelo menos, oito semands apcura clinica. A duragdo do
tratamento com itraconazol tem variado de 16 se@tamas com mediana de 28 a 36 semanas
(SCHUBACH et al, 2004; PEREIRAet al, 2010), cuja eficacia do tratamento em gatos
variou de 38,3% (PEREIRA et al., 2010) a 77% (SIL\2816). Segundo Pereieaal (2010)

a mediana do tratamento com cetoconazol pode claeg88rsemanas com uma eficacia de
28,6%, sendo que o cetoconazol pode causar mdtissetelaterais que o itraconazol. Esses

autores utilizaram itraconazol na dose de 20 mdiagidara gatos até 3kg e 100 mg/dia para
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gatos acima de 3kg. Para cetoconazol utilizaranesdde 14 a 27 mg/kg a cada 12 ou 24
horas.

O iodeto de potassio em capsulas na dose de 2,6 mgekg/dia (mediana 15
mg/kg/dia) foi efetivo em 47,9% dos gatos submetidoesse protocolo. O tratamento deve
continuar por 4 a 8 semanas apos a cura clinickes@dss (REI®t al, 2012). Ja Schubaeh
al. (2004) relataram cura clinica de 26 gatos (38,28th a utilizacdo de iodeto de sédio
(10mg/kg a cada 12 horas). Com este protocolo,%lapresentaram efeitos clinicos
adversos. Neste caso, suspende-se o0 tratamentionposemana e retorna-se com a dose mais
baixa, ajustando a dose até o maximo sem ocorrédedismo (REI®t al, 2012).

Em casos refratérios ao tratamento com uma Unagagda associacao de itraconazol e
iodeto de potassio tém aumentado a eficacia. &®ed$, (2016) observaram cura clinica em
96,15% (25/30) dos gatos tratados com esta as&ociagm doses medianas de 26,3
mg/kg/dia de itraconazol e 3,1 mg/kg/dia de iod#tgootassio, com duracdo mediana de 14
semanas (variando de oito a 30 semanas), sendgeaedbduracao do tratamento maiores em
casos com envolvimento das mucosas. Cabe desiadar gue metade dos gatos tratados
com este protocolo apresentou algum tipo de edeiterso.

Diante da variedade de espéciesSjmorothrixde interesse meédico, e suas diferencas
na distribuicdo geografica, predilecdo do hospedeiruléncia e suscetibilidades antifingica
tornou-se essencial a identificacdo 8porothrix em nivel de espécie (ARRILLAGA-
MONCRIEFFet al, 2009; MARIMON et al.,2007; ZHANGet al., 2015).A cultura fungica
€ a técnica de escolha para diagnéstico da esjgpos®| por isolar e permitir a identificacao
do agente etiologico (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBAC2011). Porém, apesar da
caracterizagdo fenotipica permitir a diferenciaghs principais espécies d&porothrix
(MARIMON et al, 2007), resultados discordantes podem ocorrerGEIBO-SALESet al.,
2018a), por issm padrdo-ouro para reconhecer esses agentes patsy&do técnicas
moleculares que visam reconhecer o marcador espagadssomal transcrito interno, ou
loci codificadores das proteinas calmodulina, betedina e fator de alongamento de
traducédo (DE MEYERet al., 2008; MARIMON et al, 2007; RODRIGUESet al., 2013;
ZHOU et al, 2014). Adicionalmente, para obtencédo de um disiico preliminar, a nivel de
género, as técnicas de citologia e histopatold@pansuito Uteis, com sensibilidades de 84,9%
e 94%, respectivamente (MIRANDét al.,2013; SILVAet al.,2015). Além disso, técnicas
soroldgicas também s&o importantes ferramentagiagetn para deteccdo de anticorpos
especificos deSporothrix spp. em felinos e humanos (ALVARAD@t al.,, 2015;
BERNARDES-ENGEMANEet al.,2014; FERNANDESet al.,2011).
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A transmissao zoonotica da esporotricose atravegaims e a magnitude da endemia
diferenciam o Brasil de outros surtos em todo o aoufBARROSet al, 2004; BARROS:t
al., 2008; GREMIAQet al.,2020; PEREIRAet al, 2014). Dados filogenéticos sustentam que
S. brasiliensigpassou recentemente por uma mudanca de habitplamtl@s para felinos, no
sudeste do Brasil, o que foi responsavel por seagimanto e emergéncia no pais
(RODRIGUESEt al, 2013; RODRIGUEStal., 2014a), onde, s6 no Rio de Janeiro, 91% dos
casos de esporotricose humana estavam associadat ate cuidar de animais doentes
(FREITAS et al., 2010), uma vez que 8. brasiliensisapresenta alta prevaléncia em gatos
com esporotricose, representando 96,9% dos isolddés disso, 0 gendtipo d&porothix
isolados de gatos foi idéntico &0 brasiliensigle fontes humanas, confirmando que a doenca
é transmitida por gatos (RODRIGUEEal, 2013), evidenciando que a esporotricose mudou
de uma infeccdo endémica para um problema de samtico epidémico (GREMIA@t
al., 2020).

Diversas peculiaridades dos felinos facilitam &dagfo e dispersdo do fungo, como:
adaptabilidade da espéde brasiliensisas condi¢cdes do corpo felineabitos como enterrar
suas fezes, brigas e brincadeiras constantesaorsgmi-domiciliada e a intima convivéncia
desses animais com os seres humanos (CRISEO; ROKED,; MADRID et al., 2011,
VIEIRA, 2019). A temperatura corporal (faixa nornda 37,7 — 39,1 °C) e pH da saliva (7,5
— 8,0) podem ter sido importantes eventos queitiaeiin a adaptabilidade entre os felinos e a
espécieS. brasiliensispois esta espécigpresenta a melhor taxa de crescimento vegetativo
guando incubado a 37 °C (RODRIGUES al, 2013).E em condi¢cdes experimentais de
matéria organica em decomposicdo, o pH fica emaceie 8,0, assemelhando-se ao
encontrado na saliva dos felinos, o que facilitpraducdo da fase de levedura 8o
brasiliensis considerada a mais patogénica (ZHANGal, 2015). Casos de infec¢cédo por
outras espécies deporothrixem gatos também ocorrem, mas com uma frequéncito mui
menor (OLIVEIRAet al, 2011a; KANCet al.,2015 ZHANG et al, 2015).

O isolamento dos fungos de unhas, cavidades arasa&l, e lesbes de pele de felinos
domeésticos, indicam que a transmissdo ocorre piw de arranhadura, mordida e contato
direto com as secregdes cutaneas (LOPEZ-BEZERRA, 2006; SCHUBACH:t al, 2003;
SCHUBACHZ et al, 2004). Devendo-se considerar ainda qu& brasiliensidoi isolado das
unhas, cavidades nasal e oral de gatos saudawsis ®}% das cavidades orais dos gatos com
esporotricose, bem como da cavidade nasal e uMRSHEDO-SALES et al, 2018b). Para
esses autores, 0s gatos com diagndstico cliniecoreicolégico confirmado sdo aqueles com

maior chance de atuarem como fonte de infeccaarsrtrissdo, uma vez que carreiam o0



22

Sporothrix spp. em lesdes cutaneas, unhas e mucosa oral. dikso, 0S. brasiliensis
também foi isolado de fezes coletadas do intestélgado de gatos necropsiados e também
de bolo de fezes coletadas em caixa de areia, rfa@lo que gatos infectados podem
contaminar o solo, criando um ambiente reservatfavmravel para o agente e fonte de
contaminacgéo para humanos ou outros animais (MONEERDet al, 2014).

Foi demonstrado poRodrigueset al. (2013) uma correlagcdo entre os surtos de
esporotricose em gatos e a prevalénciaSdérasiliensisentre humanos da mesma area
geografica, o que demostra que as epizootias dwatgpose felinas sdo um sério problema
de saude publica, pois agem como fator perpetudatimfeccdo da populagdo humana no
Brasil. No mesmo sentido, Macedo-Sa&tsal (2018b), sugeriram que a esporotricose € uma
epidemia uniforme em todo o estado do Rio de Janaiuja transmissdo depende,
principalmente do contato com gatos infectadogju@& o aumento no nimero de casos em
gatos é geralmente seguido por um aumento no nldeeoasos humanos, 0 que representa
um sério problema de saude publica.

Deve-se considerar que as areas endémicas de tespse® no Brasil séo
caracterizadas por condi¢cfes socioecondmicas paecdistantes dos centros urbanos e com
pouco acesso a servicos de salde (BARR®DSal, 2010; GREMIAO et al., 2020;
RODRIGUESet al, 2013).

Medidas de controle e prevencdo para a esporatric@® padrbes variados, em
diferentes regides do mundo. De forma geral, eld@cam a interrupcéo da transmissao por
contato com material organico em decomposi¢cdo nuntmlo ou com animais infectados
(BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011). Na Austrdli onde se confirmou a
ligacdo entre contato com feno e o aumento de aesa@sporotricose, a adocao do uso de
luvas e camisas de mangas compridas durante o eiandgsse material diminuiu
acentuadamente o numero de casos da doenca (FEEN&Y 2007). No Uruguai, e mais
recentemente no Brasil, onde a transmissdo zoanptc tatis tem sido relacionada a casos
de esporotricose, a interrupcéo da caca dessesiarénida como uma medida de prevencao
e controle da doenca (ALVES al.,2010; CONTI-DIAS, 1989; RODRIGUES! al.,2014c;
WENKER et al.,1998).

No Brasil as estratégias de controle e prevencd®o eocadas a contencdo da
esporotricose felina, e visam evitar a transmisg@otro da espécie e de animais para
humanos (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011). Entas medidas indicadas
estdo: evitar a exposicao direta ao fungo usandpa&aentos de protecao individual ao se

manipular animais doentes; tratar adequadamersigla enimais doentes; castrar os felinos,



23

a fim de inibir os comportamentos de caca, acasatone perambulacdo do animal; ndo
abandonar animais ou cadaveres infectados; cremiarais mortos, uma vez que esse
patdgeno ndo morre com o hospedeiro, mas perpetna-solo adjacente quando enterrado; e
realizar a limpeza do ambiente onde os animais dsttalados (BARROSt al, 2010;
BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011). Para Gremi&o al. (2020) uma
abordagem de saude unica com acOes coordenadas wvatérinarios, profissionais de
laboratorio e autoridades de vigilancia, sdo neéciss para um controle bem-sucedido da
esporotricose zoondtica no Brasil.

Na regido Nordeste do Brasil, os dados publicadbsesa esporotricose humana e
felina ainda sdo escassos (RAM@Sal, 2016; SILVAet al, 2018; RODRIGUES:t al,
2020). Em Alagoas, em 2014, foi publicado um ret#doprimeira ocorréncia da doenca em
felino e humano, sem identificacdo da espécieSderothrix (MARQUES-MELO et al.,
2014). No Pernambuco, Silvet al (2018) relataram um surto de esporotricose fetiaa
regidao metropolitana de Recife, acometendo 27 gatogeriodo de 2014 a 2016, cujo
diagnéstico foi confirmado por citologia e/ou cuétuNo Rio Grande do Norte ha relatos de
casos em gatos e humanos, conforme matéria publicad G1IRN, (2020). Em um
levantamento das internacdes hospitalares por @sigose, Falca®t al (2019) relatam a
ocorréncia de 782 internagfes por esporotricostodos os estados do pais, exceto Roraima,
com pequeno numero de casos no Nordeste.

O primeiro relato da ocorréncia de esporotricofiadada Paraiba foi feito por Nunes
et al(2011) em um gato do municipio de Itaporanga, diggndstico foi feito por citologia e
histologia. Entretanto, em 2016, varios veteriradomecaram a relatar a ocorréncia de ledes
cutaneo-difusas em gatos no municipio de Jodo ess@m abril de 2016, o médico
veterindrio patologista Jackson Suélio Vasconcetmsirmou o diagnostico por meio de
testes citologicos e histopatolégicos (comunicguEssoal). Em um estudo em parceria com o
Centro de Controle de Zoonoses de Joao Pessoaa (285t9) identificou a presenca de
esporotricose em gatos provenientes de 86% (56165) bairros da capital paraibana,
confirmando a existéncia de uma epidemia na redtftretanto, os estudos basearam-se
apenas em pesquisa direta ou cultura do microngani®m identificacdo apenas do género.

A escassez de conhecimento sobre a esporotricoseestedo da Paraiba,
principalmente relacionado a epidemia de espooseidelina, dificulta a determinacdo dos
fatores de risco, medidas de controle e prevenaé® g doenca na regido, diante disto, este
trabalho objetivou realizar a identificacdo molaculdas espécies d8porothrix spp.

envolvidas em casos de esporotricose felina, eadesseira ampliar o entendimento da
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epidemia existente, bem como inferir sobre o rd@@opulacdo humana ante essa zoonose, e
fornecer dados que auxiliem o desenvolvimento dalidas profilaticas e esquemas
terapéuticos adequadas para felinos na regiao.
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ABSTRACT

Sporotrichosis is a zoonotic mycosis caused by dbimo fungi of the genus
Sporothrix with the cat being the main source of infectionthe urban environment. Its
occurrence in the state of Paraiba increased froh®,2however, there is little data on the
agent in the state. In view of this, the objectivas to identify molecularly isolates of
Sporothrix spp., obtained from domestic cats from cities irralRm. 39 isolates from
cutaneous lesions of cats from the following citvesre analyzed: Jodo Pessoa (n = 29),
Pildes (n = 4), Patos (n = 3), Areia (n = 1), Bazeas (n = 1) and Guarabira (n = 1). The
samples identified at the gender level were charaetd molecularly, using species-specific
PCR forS. schenckisensu stricto$S. brasiliensisandS. globosar partial sequencing of the
calmodulin gene. All isolates corresponded to tipeces Sporothrix brasiliensis The
sequence alignment and phylogenetic analyzes ageiates showed 100% similarity to the
strainS. brasiliensi<CBS 120339. The evaluation of the significancehefphylogenetic tree,
performed using the Bootstrap test, revealed mekaluation with 1,000 replicates, a level of
confidence of nodes occurring by 98%. Thus, theisg&. brasiliensess responsible for the
cases of feline sporotrichosis in the state of BaraBrazil. The presence of the S. brasiliensis
CBS 120339 genotype in Paraiba alerts to a possdalerrence of zoonotic outbreaks similar
to those found in the South and Southeast regiérigrazil, and highlights the role of the
feline in the zoonotic transmission of sporotridepsonsidering that this genotype is seen in
the disease in humans.

Keywords: epidemic, Northeastern Bra&lorothrix brasiliensisspecies-specific PCR,
calmodulin.

RESUMO

A esporotricose € uma micose zoonoética causaddupgos dimorficos do género
Sporothrix sendo o gato a principal fonte de infeccdo noonuebano. Sua ocorréncia no
estado da Paraiba aumentou a partir de 2016, aatenha poucos dados sobre o agente no
estado. Diante disto, objetivou-se identificar nealarmente isolados d8porothrix spp.,
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obtidos de felinos domésticos procedentes de cédddeParaiba. Analisou-se 39 isolados
provenientes de lesGes cutaneas de gatos, origladaseguintes cidades: Jodo Pessoa (n=29),
Pildes (n=4), Patos (n=3), Areia (n=1), Banane{@asl) e Guarabira (n=1). As amostras
identificadas a nivel de género foram caracterigaa@lecularmente, por meio de PCR
espécie-especifica par&. schenckii sensu strigtdS. brasiliensise S. globosa ou
sequenciamento parcial do gene calmodulina. Todosalados corresponderam a espécie
Sporothrix brasiliensisO alinhamento das sequéncias e as analises filbgenéle seis
isolados apresentaram 100% de similaridade compa $e brasiliensisCBS 120339.A
avaliacdo da significancia da arvore filogenétiealizada através do te®deotstrap,revelou
nesta avaliagdo com 1.000 replicatas, um nivelotdianca de ocorréncia de nés em 98%.
Sendo assim, a espé@e brasilienseg a responsavel pelos casos de esporotricose falina
estado da Paraiba, Brasil. A presenca do gen&iporasiliensisCBS 120339 na Paraiba
alerta para a uma possivel ocorréncia de surtosoticos semelhantes ao encontrados nas
regibes Sul e Sudeste do Brasilsalienta o papel do felino na transmissao zocmdata
esporotricose, tendo em vista que esse genotipserado na doenca em humanos.

Palavras-chave epidemia, zoonose, saude publica, Nordeste brasileébporothrix
brasiliensis PCR espécie-especifica, calmodulina.

INTRODUCAO

A esporotricose é uma micose mundialmente impatpata a saude publica, causada
por agentes do génei®porothrix (RODRIGUESet al, 2014; ZHANGet al, 2015). As
espécies de importancia médica Saschenckii sensu strigt8. brasiliensisS. globosee S.
luriei, as quais compdem o chamando clado patogénico RRGDESet al, 2020), espécies
do clado ambiental com8. mexicanaS. chilensise S. pallidaapesar de terem potencial
patogénico, variando de moderado a nao-patogéfuiam relatadas recentemente causando
infeccbes acidentais em humanos e animais, e podapactar na populacdo
imunossuprimida (MARIMONet al, 2007; DIASet al, 2011; OLIVEIRA et al 2011;
MORRISONet al, 2013; RODRIGUE®t al, 2016).

S. brasiliensigem alta prevaléncia na América do Sul, e era denada restrita ao
Brasil (MONTENEGROet al, 2014; RODRIGUESet al, 2014), até que Coérdolst al
(2018) demonstrou sua presenca na Argentina, apbmta potencial de disseminacéo
transfronteirica dessa espécie. Esta espécie compba populacdo de patdogenos
geneticamente homogénea, com perfil de susceab#idn vitro semelhante entre os
individuos, sendo considerada a espécie mais mtaulem felinos e humanos (FERNANDES
et al, 2013; RODRIGUESt al, 2014a; RODRIGUES®t al, 2014b; SILVA-VERGARAet
al., 2012).
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Diante da variedade de espéciesSgorothrixde interesse meédico, e suas diferencas
na distribuicdo geogréfica, predilecdo do hospedeiruléncia e suscetibilidades antifingica,
tornou-se essencial a identificacdo 8porothrix em nivel de espécie (ARRILLAGA-
MONCRIEFF et al, 2009; MARIMON et al., 2007; ZHANG et al., 2015). Técnicas
moleculares que visam reconhecer o marcador espagadssomal transcrito interno, ou
loci codificadores das proteinas calmodulina, betedina e fator de alongamento de
traducdo sdo tidas como padrdo-ouro para reconlesses agentes patogénicos a nivel de
espécie (DE MEYERet al., 2008; MARIMON et al, 2007; RODRIGUESet al., 2013;
ZHOU et al, 2014).

Estudos dos surtos de esporotricose no Brasil apows felinos domésticos como
principais transmissores da esporotricose de origmrnotica (Haddad et al. 2002, Schubach
et al. 2006, Alves et al. 2010, Gremiao et al. 2@femido et al. 2017). Até 1997 o0s casos
de esporotricose eram esporadicos, entretantatinge 1998, o Instituto de Pesquisa Clinica
Evandro Chagas (IPEC) da Fundacédo Oswaldo Cruzr(i2) centro de referéncia nacional
para o diagndstico de micoses no Brasil, vem ifieatido um numero crescente da doenca
em felinos e humanos na cidade do Rio de Janeseug arredores, registrando entre 1991 e
2015 4.517 humanos e até 2017 foram 4.916 felinos & doenca (Barros et al. 2010, Silva
et al. 2012, Gremiédo et al. 2017, Rodrigues €2@20), o que representa a maior epidemia de
esporotricose de transmissao zoonotica. Adicionaten@a analise molecular das cepas de
Sporothrix spp. observadas na epidemia do Rio de Janeiro, estios préximos, como
Minas Gerais, Sdo Paulo, Rio Grande do Sul e Paapnésentou alta prevaléncia (96,9%) de
S. brasiliensismostrando genétipos compartilhados, o que demsaseéxpansao da doenca
pelo pais (Rodrigues et al. 2013a).

No estado da Paraiba, a esporotricose felina fataga pela primeira vez, por Nunes
et al. (2011) em um animal proveniente do municigéo Itaporanga, sertdo do estado.
Posteriormente Costa (2019) e Vieira (2019) desteew diversas caracteristicas
epidemioldgicas, como distribuicdo territorial ep@sto clinico da doenca em felinos
procedentes de Jodo Pessoa, capital da Paraibém,P@inda ha muitos aspectos
epidemioldgicos a serem esclarecidos a respeigsp@rotricose humana e animal no estado,
diante disto, este trabalho objetivou realizaremidicacdo molecular de amosti@gorothrix

spp. isolados de casos clinicos de esporotriclisa fgrocedentes da Paraiba.

MATERIAL E METODOS
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Coleta e processamento inicial

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no diés Animais (CEUA) da UFPB
sob protocolo 091/2017. A colheita de amostrasdalizada no periodo entre junho de 2018
e novembro de 2020. O trabalho de campo realizadSemtro de Controle de Zoonoses da
cidade de Jodo Pessoa, e em clinicas e consuligtesinarios de diferentes cidades da
Paraiba, Brasil.

Foram colhidas 39 amostras de secrecdes de leatiereas de felinos domesticos,
provenientes das seguintes cidades paraibanasP&sgoa (n=29), Pildes (n=4), Patos (n=3),
Areia (n=1), Bananeiras (n=1) e Guarabira (n=1).

As amostras foram obtidas com o auxilio deswabestéril, o qual era friccionado na
superficie de lesbes cutaneas dos felinos com isaisleeesporotricose. As amostras colhidas
foram inicialmente inoculadas em tubos Falcon camtumas inclinadas de Sabouraud
dextrose acrescido com Clorafenicol (Laboratéridfsed) Detroit, MI) e, acondicionadas em
temperatura ambiente, até o processamento no ltakiorade Medicina Veterinaria
Preventiva do Centro de Ciéncias Agrarias da Urigtade Federal da Paraiba, Paraiba,
Brasil. No laboratério, cada amostra foi repicadaamar Sabouraud dextrose acrescido com
Clorafenicol e incubada a temperaturas de 25 e .3DCcrescimento foi observado
diariamente por 15 dias a partir da ultima semeaddavendo crescimento fangico, foram
confeccionadas laminas para observacéo dos aspeiciasnorfoldgicos.

Apo6s confirmacdo diagnostica por meio da culturagita, as amostras foram
inoculadas eneppendorfscontendo meio de cultivo Agar Sabouraud dextrosesao de
cloranfenicol, a temperatura de 25°C, por 7 diagyehdo crescimento, elas foram
refrigeradas (4 a 8°C) e armazenadas até postenwvio parao Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chaga®io de Janeiro, Brasil, onde foi realizada a dar&zacéo

molecular dos isolados.

Avaliacdo molecular

Extracdo do DNA e PCR espécie-especifica

O DNA foi extraido diretamente de colbnias Sigorothrixspp. em fase filamentosa,
apos cultivo em meio agar PDA a 30°C por 7 diasa B30, células fungicas foram coletadas
e maceradas, apés congelamento com nitrogénialtigei adicionados 500uL do tampéao de
lise TES (M Tris pH 8; 50mM EDTA; 20% sacarose)mcposterior incubacéo eheat
blocka 65°C por 5 minutos, seguida por incubacao no getdd minutos. A seguir, foram
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adicionados 500! de Cloroférmio — Alcool Isoandlithomogeneizado por 30 segundos
utilizando vortex, centrifugou-se a 14000rpm pomiutos, e a fase aquosa foi removida
usando um tubo novo, descartando-se o0 sobrena@stds, passos foram repetidos de duas a
trés vezes. Posteriormente, foram acrescentad®sdd/¥olume total de acetato de sodio 3M,
e 1000uL de etanol PA (100%), seguido por centaigdg a 14000rpm durante 5 minutos. O
sobrenadante foi desprezado, e realizada lavagem 5@0uL de Etanol 70%, repetida
centrifugacéo a 14000rpm por 5 minutos e eliminad@sobrenadante. Por fim,pellet foi
secado em microcentrifuga a vacuo e ressuspende DS em 50uL de agua deionizada.

A concentracdo de DNA foi determinada com um espitbmetro NanoDrop 2000,
depois disso, o DNA foi diluido para uma conceritcage 25ng/lL. A qualidade do DNA foi
avaliada determinando ODs em comprimentos de oad#6d e 280nm e calculando a razao
OD 260/280; apenas amostras com razbes OD 260288 £8 e 2,0 foram usadas em
analises posteriores. As amostras de DNA foram z@nedas a -20°C até o uso nas reacdes
de PCR.

O DNA total extraido dé&porothrixspp. foi usado como um modelo em reacdes de
PCR com os pares de primer espécie-especificog;FSerSbra-R par@. brasiliensisSsch-F
e Ssch-R paré&. schenckiji Sglo-F e Sglo-R par&. globosa.Para cada reacdo, foram
adicionados 100ng de DNA template, concentracadd@eM de cada primer, 2,5x Buffer
PCR, dNTPs 0,5mM, MgCI2 0,75mM, Taq Platinum 0,2raM um volume total de 25uL.
As condi¢cdes foram as seguintes: uma etapa init@atlesnaturacdo de 10 min a 95°C;
seguido por 35 ciclos de 1 min a 95°C, 1 min napenatura de anelamento (touchdown
PCR) e 1 min a 72°C; seguido por uma etapa findlodein a 72°C. No protocolo de toque, a
temperatura de recozimento no primeiro ciclo for@8éC e, subsequentemente, a temperatura
de recozimento foi reduzida em 1°C/2 ciclos parpréximos 20 ciclos; finalmente, a PCR
foi completada com uma temperatura de anelamen@fde para os 15 ciclos restantes. Os
amplicons de PCR foram resolvidos com eletrofoessegel de agarose a 1% por 1h a 100V,
coradas com brometo etidio. As bandas coradas feiaralizadas com luz ultravioleta.

Tratamento com RNAse

Para quatro isolados foi necessario tratamento d&INAse e Protease, pois
inicialmente ndo amplificaram na PCR espécie-efipaciprovavelmente porque a extracédo
continha proteina e RNA residuais.

Para isso foram adicionados 10ug de proteinase pgy de RNAse H (5ul de
RNAse), e mixados por pipetagem. Seguidos por agéb durante 1 hora a 65°C. Logo apos
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adicionou-se o mesmo volume de Cloroférmio - Alctsmamilico (24:1), centrifugou-se a

14000rpm por 10 minutos, a fase aquosa foi rempwdadicionou-se 0 mesmo volume de
Isopropanol. Apés mixar gentilmente (até que o Ddtnece a ser precipitado), foi deixado
em repousar por 5 minutos a temperatura ambieapmisl centrifugado a 14000rpm por 10
minutos. O sobrenadante foi removido, feita a lamaglo pellet com etanol 70% gelado, e
secagem a temperatura ambiente. Por fim, foi athcio 50ul de agua ao pellet, e deixado
repousar overnight a 4°C.

Sequenciamento parcial do gene Calmodulina

Para seis isolados ndo houve amplificacdo usando-gecnica de PCR espécie-
especifica, e optou-se por sequenciamento paroiayeshe calmodulina. Para isso, foram
utilizados os seguintes primers do gene calmodukoaward CL1 (5'- GAR TWC AAG
GAG GCC TTC TC-3') eReverseCL2A (5°-TTT TTG CAT CAT GAG TTG GAC-3'). Para
cada reacdo, foram adicionados 100ng de DNA temptatncentracdo de 10 mM de cada
primer, 2,5x Buffer PCR, dNTPs 0,5mM, MgCI2 0,75mWVeq Platinum 0,2mM em um
volume total de 25uL. O programa de amplificacauin uma desnaturagéo inicial a 94°C
por 5 min, seguida por 35 ciclos consistindo emndesacédo a 95°C por 30 segundos,
anelamento por 1 min a 60°C e extensao por 1 mia°&. Uma etapa de extensdao final de
72°C por 7 min. Os produtos gerados pela PCR fqgrarnficados pelo Kit de purificacédo
(QlAquick PCR Purification Kit - Qiagen) e enviadpara Plataforma de Sequenciamento da
Fundacdo Oswaldo Cruz. O alinhamento das sequéacas andlises filogenéticas foram
realizados pelsoftwareMEGA, versao 6.0, utilizando o método de Maximurkelihood. A
avaliacdo da significancia da arvore foealizada por meio do teste de
confiangaBootstrapcom 1.000 repeticdes (Felsenstein, 1985). As setmgparciais do gene
constitutivos da calmodulina foram analisadas,aeldis no programa Sequencher 48r(es
Code Corporatioh e comparadas pelo BLASBdsic Local Alignment Search TooNIH)
com as sequéncias dgporothrix spp. depositadas no GenBanks. ( brasiliensisCBS
120339,S. schenckiFMR 8604,S. globos&MR 8600,S. lurieiCBS 937.72S. pallidaCBS
302.73,S. mexicandFMR 9108 eS. chilensisSs470). Como grupo externo foi utilizada a
espécigsrosmannia serpen<BS 141.36).

RESULTADOS
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Foi feita avaliacdo molecular de 39 isolados fuagipreviamente identificados co
pertencentes ao génefporothriy por meio de cultura fungicgrocedente de lesdes
cutaneas de felinos domésticos das seguintes sigmdaibanas: Jodo Pessoa, Pildes, |
Areia, Guarabira e Bananeiras (Figura 1). Em 33strag foi realizada a técnica de F
espécieespecifica, em quatro destas foi necesséaria aaeab detratamento com RNAs
pois inicialmente nadaamplificaran as sequéncias-alvo, e nas saimostras restantes o
sequenciamento parcial do gene calmodulina foiza@d, pois ndo houve amplificacdo ¢

0s primers especificos.

Estado da Paraiba

Municipios (amostras) 5 T i Do ) ) N /4 {5 VN P

1-Jodo Pessoa ( 29)
2~-Piloes (4)
3-Patos (3)
4-Areia (1)
S-=Bananeiras (1)
6 —-Guarabira (1)

Figura 1. Distribuicdogeografici e n amostral de isolados &porothrixbrasiliensi: procedentes de
felinos domésticos deidades d Paraiba, Brasil.

Conformeobservad no Quadro 1, todos os isolados foreanacterizadc como

pertencentes a espé8ebrasiliensic

Quadro 1: Isolados deSporothri> spp. procedentes de felinos domésticoscidade da Paraiba, Nordeste
brasileiro, de acordo concadad« de origem da amostra, espécies identificadaetodo molecul utilizado

Isoladc Cidade de origem Espécie Método

PB 2 Pato: S brasiliensit PCF - primer especific
PB6 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB7 Pilbes S brasiliensit PCF - primer especific
PB8 Pildes S brasiliensit PCF - primer especific
PB9 Pato: S brasiliensit PCF - primer especific
PB11 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB12 Joac(Pesso S brasiliensit CAL

PB 15 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific *
PB 1€ JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 17 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific *




41

PB 18 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 2C Joa(Pesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 21 Joa(Pesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 22 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific *
PB 23 Joa(Pesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 24 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 26 Joa(Pesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 27 Areia S brasiliensit PCF - primer especific
PB 28 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 2S JoacPesso S brasiliensit CAL

PB 31 Pildes S brasiliensit PCF - primel especifict
PB 32 Joa(Pesso S brasiliensi: PCF - primer especific *
PB 33 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 34 JoacPesso S brasiliensit CAL

PB 35 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 38 Guarabir: S brasiliensit PCF - primer especific
PB 3¢ JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB4C JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB4] Joa(Pesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB42 Pildes S brasiliensit PCF - primer especific
PB4t JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 46 Joa(Pesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB47 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB4S JoacPesso S brasiliensit CAL

PB5C JoacPesso S brasiliensit CAL

PB51 Pato: S brasiliensit PCF - primer especific
PB53 Bananeira S brasiliensit CAL

PB 54 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 66 JoacPesso S brasiliensit PCF - primer especific
PB 68 JoacPesso S brasiliensit PCF - primel especifict

*Amostras tratadas com RNAse. PCR — Primer especi{iSbra-F e Sbra-R; Ssch-F e Ssch-R, Sglo-F @ Sgl
R). CAL: sequenciamento parcial do gene calmodulina

O alinhamento das sequéncias e as analises filoggnédos seis isolados
apresentaram 100% de similaridade com a esp8cidrasiliensiscepa CBS 120339
depositada no GenBank avaliacdo da significaAncia da arvore, realizattavés do teste
Bootstrap, 0 qual mede o grau de suporte dos nos formadosaneses filogenéticas
(Felsenstein, 1985), revelou em nossa avaliacan,1c600 replicatas, um nivel de confianca

de ocorréncia de nos de 98% (Figura 2).
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PB 12
PB 29
PB 34
PB 49
PB 50
PB 53
S.Bra CBS 120339
S. schenckii FMR 8604
S. globosa FMR 8600
ﬂs.luriei CBS 937.72
S.pallida CBS 302.73T
100 { S.mexicana FMR 9108
82 S.chilensis Ss470

Grosmannia serpens CBS 141.36

98

71

100

—
0,05

Figura 2: Arvore filogenética de isolados d@porothrixspp. procedentes de felinos domésticos da Paraiba,
Brasil. Método de Maximum Likelihood baseado naguacias parciais do gene da calmodulina. ValdrQf®
bootstrap esta representado nos ramos.

DISCUSSAO

Este é o primeiro estudo que demonstra moleculdemamresenca d8porothrix
brasiliensis em isolados procedentes de felinos da regido Nmrdde Brasil. Dados
publicados sobre a esporotricose humana e felirstanesgido ainda s&o escassos,
especialmente estudos moleculares (MARQUES-MHELQl., 2014; RODRIGUESet al,
2014; SILVAet al, 2018). Estes dados chamam atencéo para a erppdas&porotricose de
origem zoonotica nesta regiao.

Em Alagoas foi publicado um relato da primeira oéocia da doenca em felino e
humano, sem identificacdo da espécieSgerothrix(MARQUES-MELO et al., 2014). No
Pernambuco, Valerianet al. (2020) descreveram recentemente 0s primeiros cdeos
esporotricose cutanea humana disseminada causa8a lp@asiliensisSegundo Rodriguest
al. (2014), a infeccdo pdB. brasiliensisem humanos € registrada de forma esporadica em
isolados do Nordeste desde 1997. Do Monte-Aleesal. (2020) relataram um caso de
esporotricose pulmonar fatal em uma mulher prodeddm Rio Grande do Norte, causada por
S. brasiliensisa pacientecostumava descansar apés o almo¢co em uma pequarfiacteda

onde circulavam varios gatos errantes que costualaaantar.
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No estado da Paraiba, a esporotricose felina oderferma epidémica na cidade de
Joao Pessoa, onde, durante o periodo de junhol@ea2f@vereiro de 2019 foram registrados,
por diagnéstico citologico e cultura fungica, 223as da doenga em felinos (COSTA, 2019).
Vasconcelo®t al. (2020) relataram uma infeccao @r brasiliensissm um céo proveniente
da capital paraibana. O presente estudo constafpasanca dé&. brasiliensisem cidades
além da capital paraibana, as quais estao dislablem diferentes mesorregiées do estado —
Sertdo, Mata Paraibana e Agreste - corroborandoocobservado por Maciel (2020) e Nunes
et al. (2011), que constataram a presenc&plerothrixspp. de origem felina nas cidades de
Pildes, Cuitegi e Itaporanga, esse fato alertgpalpgdo do estado a respeito da disseminacao
da doenca para o interior do estado.

O S. brasiliensigoi encontrado em 100% das amostras analisadage cefprga o fato
desta espécie ser a responsavel predominantemetaeepporotricose felina no Brasil
(RODRIGUESEt al, 2013a). Sua alta viruléncia para humanos edelé& um fator a ser
destacado, pois estd associada a formas incomumsisegraves da doenca em humanos
(SILVA-VERGARA et al, 2012, OROFINO-COSTAt al, 2013, ALMEIDA-PAESet al,
2014); exibe maior potencial de disseminacdo e infiltratdaddual por células fungicas
guando comparada as espéckes schenckiistricto sensoe S. globosa(ARRIGALA-
MONCRIEFFet al, 2009). Além disso, Castet al (2013) demonstraram que a molécula
Gp70, um importante antigeno e adesina expressauparficie da célula fangica, é
encontrada em niveis reduzidos em cepa$.derasiliensisaltamente virulentas, indicando
gue essas cepas podem ter menor resposta humoaaimais infectados.

Os casos aqui relatados reforcam o papel dos $eiomo potenciais disseminadores
da doenca também no estado da Paraiba. Segunds daddospital Universitario Lauro
Wanderley (HULW) — Empresa Brasileira de Servicasspitalares (EBSERH) em Joao
Pessoa-PB, hospital referéncia na area de doenfmiosas e parasitarias da regido, o
aumento no numero de pacientes com esporotricesgidgs por essa instituicdo, ocorreu a
partir de 2016 (FERREIRA, 2018). Um estudo fenotipieito com 24 amostras de pessoas
atendidas no HULW revelou que seis isolados pedaan@ espécié&s. brasiliensiso que
levanta a questdo da transmissédo zoonotica pos gafectados, uma vez quelinos sao
responsaveis pela continua transmissdo animal-amnaaimal-humano d&. brasiliensis
durante os surtos ocorridos no Sul e Sudeste dailBEBODRIGUES et al, 2014;
FERREIRA, 2018

O sequenciamento do gene calmodulina foi realizadseis das amostras estudadas,

sendo cinco provenientes de felinos da cidade de Pessoa e uma da cidade Bananeiras,
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Paraiba. O gendtipo evidencia8o brasiliensistambém encontrado em isolados de fontes
humanas do Rio de Janeiro e Rio Grande do Sul (RGDRS et al, 2013b),alerta para a
uma possivel ocorréncia de surtos zoonadticos samiglfh aos encontrados nessas regiées,
reforca o papel dos felinos na transmisséo da @ogai@ humanos.

Técnicas moleculares que visam o reconhecimentoaile€odificadores de proteinas
como a calmodulinabeta-tubulina e fator de alongamento de tradug&o do marcador
espacador ribossomal transcrito intere@o consideradas padrao-ouro para diferenciagsio d
principais espéciede Sporothrix pois possuem alta sensibilidade e processos mpeads
padronizados (MARIMONMNet al, 2007; DE MEYERet al.,2008; RODRIGUESt al.,2013a;
ZHOU et al, 2014). Neste estudo, em seis amostras a tédaiP&LR espécie-especifica para
S. brasiliensis, S. Schenckii senso streg globosanao foi suficiente para identificagdo em
nivel de espécie. Essa negatividade, segundo aiergrgo de Zhanget al. (2019), esta
ligada a necessidade de valores de curva padramasajue 35, pois em seu experimento a
PCR espécie-especifica teve uma taxa de deteccamaigras positivas de 39,4%, enquanto
a PCR multiplex em tempo real, realizada em 4®sjaletectou 93,9% dos casos positivos.

Interromper a cadeia de transmissdo zoondética plar@sicose no Brasil é o grande
desafio imposto por essa doenca (BARR& &I, 2010; RODRIGUESet al, 2013a). Nos
seres humanos a doenca tem baixa mortalidade,apajgesentacéo clinica predominante
(linfocutdnea) atinge apenas a pele e tecido sabeat porém seu custo indireto social,
ligado ao desconforto tocante ao aspecto desagrdias lesdes, causa sofrimento e privacao
ao trabalho durante a doenca ativa (BARR&SI, 2010). Nos felinos, por outro lado, a
esporotricose apresenta uma gama maior de adwigsidaomo apresentacdo clinica
comumente multifocal, acometendo, com frequénciacasas do trato respiratério superior,
podendo evoluir para quadros de dificil tratamemtposterior 6bito (SCHUBACHt al
2003; SCHUBACHet al, 2004). Além disso, o tempo médio de tratamentoa@r; com
frequéncia os animais sao abandonados ou sacdficadesnecessariamente apos
apresentarem as lesfes; e a indisponibilidade dkcameento gratuito para os animais por
parte dos setores publicos de saude, sdo algunsspocomplicadores ao controle da doencga
nos animais (KAUFFMANet al, 2007; CHAVESet al, 2013; LLORETet al, 2013).

A partir de 2018 a esporotricose humana passou asesiderado um agravo de
interesse estadual e de notificagcdo compulséridaraiba (PARAIBA, 2019). Considerando
o perfil epidemiologico da doenca, medidas queaimiba transmissao d®porothrix spp.
felino-felino e felino-homem podem impactar considelmente no controle desse agravo a

saude publica na Paraiba. Entre as medidas recanfesicestdo: a ampliacdo do numero de
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Unidades de Vigilancia em Zoonoses (UVZ) no estéelodo em vista que apenas duas das
223 cidades do estado possuem uma UVZ, sendoadasPessoa e Campina Grande (IBGE
2010); disponibilizacdo gratuita de castracdoain@nto e, quando necessario, eutanasia e
cremacdo dos animais mortos, por essas instityiches embasando-se no estudo
epidemioldgico de Costa (2019), sobre esporotrievsdelinos de procedéncia paraibana, a
distribuicdo dos casos na cidade de Jo&do Pessoa eqopdréo de outras regides do Brasil,
atingindo bairros com populacdo de menor podersémya; campanhas com divulgacao de
informacdes sobre a doenca, por todo o estadoigéoildlo abandono de animais doentes; uso
de luvas grossas e roupas de mangas longas aoeaaaungmais infectados; e notificacdo dos
casos de esporotricose felina para 6rgdo regulademmo a UVZ, uma vez que esses
animais atuam como sentinelas para os casos dgaleenhumanos.
A longo prazo, a intervencdo na disseminagdo dangdoeanimal ira impactar

positivamente no sistema de salde publica no estagweservar a populagdo sob maior

vulnerabilidade.

CONCLUSOES

Estes dados mostraram molecularmente pela prinaera ocorréncia d8porothrix
brasiliensesem felinos provenientes da regido Nordeste do Bespecificamente do estado
da Paraiba, o que demonstra a expansdo da espusetfelina na regido, e refor¢ca o papel
dessa espécie @porothrixna esporotricose felina na regiao.

O genotipoS. brasiliensi<CBS 120339, aqui evidenciado, é encontrada tambmem e
isolados humanos nas regides Sul e Sudeste dol,Brague alerta para a uma possivel
ocorréncia de surtos zoonoéticos semelhantes aosittados nessas regidessalienta o papel
do felino na transmissao zoonotica da esporotricose

Além disso, este trabalho respalda e sugere umhagarde medidas para intervir na
doenca animal, que potencialmente impactardo ndeeja existente na cidade de Joé&o

Pessoa, bem como na emergéncia alarmante de @aas ipterior do estado.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A esporotricose, micose subcutanea de distribuip@mdial, cuja casuistica vem
emergindo no Brasil, atinge especialmente humarfebn®s domésticos. No Rio de Janeiro,
maior foco da doencga no pais, a esporotricose gamartdo propor¢cdes alarmantes a partir de
1998, e atualmente encontra-se em expansao pams cegtados do pais. Na Paraiba a
literatura existente sobre os casos da doenca magpdo humana e felina ainda € escassa,
sendo necessario a elucidacdo de muitos aspecidsneplogicos. O que demonstra, a
importancia do conhecimento gerado através dessdoggara caracterizacdo da epidemia

existente no estado.



