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RESUMO

A esporotricose é uma micose subcutanea causada por espécies do complexo Sporothrix
schenckii que acomete seres humanos e animais, principalmente os gatos. Desde 1998 o
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas/Fiocruz no Rio de Janeiro vem
acompanhando uma epidemia dessa doenca envolvendo seres humanos, cédes e gatos,
onde as principais formas de transmissdo sdo arranhadura, mordedura e/ou contato com
0 exsudato das lesdes cutaneas de gatos doentes. O diagndstico definitivo da
esporotricose felina é obtido a partir do isolamento do Sporothrix sp. em meios de
cultura, entretanto, o resultado desse exame pode demorar até quatro semanas, 0 que em
algumas situacBes pode retardar o inicio do tratamento antifungico. Os exames
citopatoldgico, histoldgico e imuno-histoquimico sdo opcdes vidveis e mais rapidas para
0 diagnodstico dessa micose em gatos, principalmente em situacdes quando ndo é
possivel realizar o isolamento fangico. O diagndstico precoce da esporotricose felina é
importante na implementacdo rapida do tratamento antifingico, melhorando o
prognostico na maioria dos casos. O objetivo deste estudo foi avaliar e comparar as
diferentes técnicas utilizadas no diagnostico da esporotricose felina antes e durante o
tratamento antifingico. Na primeira etapa do estudo foram comparados 0s exames
citopatologico (coloracdo pelo método pandtico rapido), histologico (impregnacéo pela
prata de Grocott) e imuno-histoquimico de 184 gatos no diagndstico da esporotricose
sem tratamento antifungico prévio utilizando o cultivo fangico como teste padrdo de
referéncia. Estruturas leveduriformes foram observadas em 160 (87,0%) casos no exame
citopatologico, 168 (91,3%) na histopatologia e 163 (88,3%) na imunohistoquimica. A
associacdo das trés técnicas elevou a sensibilidade do diagnostico para 98,3%, 0 que
enfatiza a necessidade de sua implementacdo como ferramentas de rotina, sobretudo
quando a cultura fungica ndo esta disponivel. Na etapa seguinte, a carga parasitaria e o
isolamento de Sporothrix sp. das lesbes cutaneas de 74 gatos foram avaliados
mensalmente antes e durante o tratamento com itraconazol por um periodo de 12
semanas. A mediana da carga fungica observada antes do inicio do tratamento
antifangico foi maior (pPMW = 0,013) nos gatos nos quais foi observada a persisténcia
da lesdo (Med=98,6) em relacdo aqueles em que houve cicatrizacdo (Med=15,0). A
reducdo da carga fangica ocorreu em todas as lesdes estudadas, assim como a reducgao
da positividade da cultura fangica e do exame citopatoldgico. Estes resultados sugerem

uma redugdo no potencial zoondtico dos gatos, enfatizando a importancia do tratamento



precoce como medida de controle. Adicionalmente, o isolamento do fungo e a presenca
de estruturas leveduriformes nas lesbes de gatos com esporotricose podem ser fatores
preditores da faléncia terapéutica, indicando a necessidade da implementacdo de

alternativas terapéuticas.

Palavras-chave: Sporothrix sp., gato, exame citopatoldgico, histopatologia, imuno-

histoquimica.



ABSTRACT

Sporotrichosis is subcutaneous mycose caused by species of fungus from the
Sporothrix schenckii complex and affects humans and animals, especially cats. Since
1998, the Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas/Fiocruz in Rio de Janeiro
has been describing in Rio de Janeiro an epidemic of sporotrichosis, involving humans,
cats and dogs, with most of cases related to transmission through scratches, bites or
contact with lesions from infected cats. The definitive diagnosis is based on the
isolation of the fungus in culture; however, the results may take up to four weeks and
postpone  treatment  outset.  The  cytopathology, histopathology  and
immunohistochemistry should be considered as rapid and accessible alternatives for the
diagnosis in cats, especially when the fungal culture is not available. The early
diagnosis of feline sporotrichosis is desirable for the prompt beginning of the antifungal
treatment, improving the prognosis in most of the cases. The aim of this study was to
evaluate and compare different techniques for the diagnosis of feline sporotrichosis
before and during the treatment with itraconazol. In the first part of the study,
cytopathological (Quick Panoptic), histopathological (Grocott silver stain) and
immunohistochemical examinations were compared regarding the diagnosis of
sporotrichosis in 184 cats without previous treatment, by using fungal culture as a
reference standard. The yeast-like cells were observed in 160 (87.0%) cases by
cytopathological examination, in 168 (91.3%) by histopathology and in 163 (88.3%) by
immunohistochemistry. The combination of the three methods led to the diagnosis of
98.3% of cases, pointing to the need of their implementation as regular tools, notably
when fungal culture is not available. In the second part of the study, the fungal burden
and the isolation of Sporothrix sp. in cutaneous lesions of 74 cats were monthly
evaluated before and during the treatment with itraconazole for twelve weeks. The

median of the fungal load detected before the outse of the antifungal treatment was



higher (pmw=0.013) in cats in which there was a persistence of the cutaneous lesion
(Med=98.6) in comparison to those in which healing of the lesion was observed
(Med=15.0). The decrease of the fungal burden occurred in all the lesions in this study
as well as the reduction of the positivity of the fungal culture and the cytopathological
examination. These results suggest a reduction in the zoonotic potential of cats and
emphasize the importance of the early treatment as a control measure. In addition, the
isolation of the fungus and the presence of yeast-like cells in lesions of cats with
sporotrichosis during the treatment can be a predictor of treatment failure and should

alert for the need of alternative therapeutic regimens.

Keywords: cat; cytopathology, histopathology, immuno-histochemistry, sporotrichosis
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1. INTRODUCAO

A esporotricose é uma doenca suabaguda a cronica, usualmente limitada a pele e
ao tecido subcutaneo e vasos linfaticos adjacentes, embora possa tornar-se disseminada
(KWON-CHUNG & BENNET, 1992; BARROS et al., 2011). Acomete 0os humanos e
uma grande variedade de animais, como porcos, cavalos, ratos, mulas, raposas, tatus,
golfinhos, camelos, aves (LONDERO & RAMOS, 1980; RIPPON, 1988; COSTA et al.,
1994; PAPPAS et al., 2000), cdes (SCHUBACH et al., 2006), mas o gato é a principal

espécie animal acometida (PEREIRA et al., 2014).

Na regido metropolitana do Rio de Janeiro, o alto percentual da transmissédo
zoonotica de Sporothrix schenckii a partir de gatos doentes, por meio de mordedura,
arranhadura e/ou do contato com o0 exsudato de suas lesdes cutdneas evidencia a
importancia destes animais na manutencdo da epidemia que ocorre nesta localidade
desde o final da década de 1990 (SCHUBACH et al., 2008; BARROS et al., 2010).

Dentre os animais, 0 gato é a espécie mais afetada pela esporotricose. Na
epidemia do Rio de Janeiro ja foram diagnosticados no Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas (INI)/Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) mais de 4.000
casos em gatos no periodo que compreende 1998 até 2012 (GREMIAO et al., 2015).
Apesar dessa ser a maior casuistica de esporotricose animal descrita, esse numero ndo
representa a totalidade de casos, e em muitas situacbes onde as condi¢Oes
socioeconémicas sdo precarias, € provavel que ndo seja sequer realizado o diagnostico
da doenga.

O diagnostico definitivo obtido através do isolamento do Sporothrix sp. em
meios de cultura, método padrédo de referéncia, nem sempre é possivel fora dos

laboratorios de referéncia em virtude de diferentes fatores, tais como: o custo elevado
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do exame e a auséncia de estrutura laboratorial apropriada e de recursos humanos que
permitam a realizacdo deste método de diagndstico. Além disso, existe a necessidade de
um diagnostico laboratorial rapido, pratico, pouco oneroso e acurado que possa auxiliar
0s médicos veterinarios no diagndstico e no acompanhamento terapéutico dessa micose
(SILVA et al., 2015).

Até 0 momento poucos estudos abordaram a sensibilidade dos métodos
utilizados para o diagnéstico da esporotricose felina (SILVA et al., 2015). O foco
desses estudos geralmente estad concentrado no método padrdo de referéncia, a cultura,
no entanto, exames utilizados rotineiramente no diagndstico como o citopatoldgico e o
histopatoldgico sdo ainda pouco explorados. Outros métodos como a imuno-
histoquimica tém sido estudados no diagnostico da esporotricose em humanos e
animais (MIRANDA et al., 2011), entretanto, a padronizacdo e a posterior comparagao
da sensibilidade deste teste em relacdo a cultura flngica e aos outros exames
empregados na rotina diagndstica da esporotricose felina ainda ndo foi realizada.

PEREIRA e colaboradores (2011) relataram a importancia da utilizacdo do
exame citopatologico no diagndstico da esporotricose felina na epidemia do RJ e
observaram que a sensibilidade desse método foi 78,9 % utilizando a coloracédo pelo
método pandtico rapido, reforcando que é um teste adequado para o diagndstico
presuntivo da esporotricose, principalmente em situacfes de epizootia. Corroborando
com esses achados, SILVA e colaboradores (2015) também encontraram sensibilidade
satisfatoria deste exame (84,9%) comparada com a cultura.

Estudos que avaliem a carga parasitéaria e a viabilidade do fungo durante o curso
do tratamento antifingico ainda ndo foram realizados. Apds a implementacdo do
tratamento antifungico sistémico regular com itraconazol espera-se que ocorra a

diminuicdo da carga parasitaria nas lesGes cutaneas felinas e da viabilidade do agente
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etioldgico, com consequente reducdo do risco de transmissdo do fungo para seres
humanos e outros animais. Os conhecimentos desses dados sdo importantes no que diz
respeito as medidas de controle e profilaxia da esporotricose. O estudo dos gatos com
esporotricose provenientes da epidemia em curso no Rio de Janeiro constitui uma
oportunidade singular para ampliar o conhecimento sobre o diagndstico dessa micose,

gue nos ultimos anos representa um importante problema de saltde publica.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a sensibilidade nas diferentes técnicas utilizadas no diagndstico da

esporotricose felina e a carga fungica antes e durante o tratamento antifingico.

2.2. Objetivos Especificos

e Padronizar a reacdo de imuno-histoquimica em cortes histoldgicos de lesdes
cutaneas de gatos com esporotricose, utilizando o soro policlonal de coelho anti-
Sporothrix sp.

e Avaliar a sensibilidade e comparar 0s exames citopatoldgico, histopatologico e
imuno-histoquimico no diagnostico da esporotricose felina, utilizando o cultivo fungico
como teste padréo de referéncia;

e Quantificar o numero de estruturas leveduriformes provenientes de lesGes
cutaneas felinas observadas no exame citopatoldgico corado pelo método pandtico
rapido na consulta inicial (pré-tratamento) e nas consultas de seguimento (durante o
tratamento);

e Descrever o tempo decorrido apds o inicio do tratamento antifangico no qual
ndo foi mais possivel o isolamento de Sporothrix sp. em meio de cultivo proveniente de

lesdo cutanea felina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Histdrico da esporotricose

Em 1898, o médico Benjamin Schenck, no Johns Hopkins Hospital em
Baltimore, Estados Unidos, realizou o primeiro isolamento de um fungo de um paciente
do sexo masculino que apresentava lesdes na mao direita e brago. A amostra desse
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, na cidade de
Chicago, por Hektoen e Perkins. Este caso era de um menino que apresentava um
abscesso subcutaneo e posterior desenvolvimento de lesdo ulcerada e nddulos, além de
linfangite secundaria, devido a um ferimento causado por uma martelada no dedo
indicador. Apds o isolamento do fungo, os autores denominaram o agente como
Sporothrix schenckii (HEKTOEN e PERKINS, 1900). Entre 1903 e 1912, de
BEURMANN e GOUGEROT (1912) descreveram as principais formas clinicas e a

terapéutica da esporotricose, apos reunir e revisar cerca de 200 casos humanos.

No Brasil, LUTZ & SPLENDORE (1907) descreveram inicialmente um caso
humano no Brasil, no estado de S&o Paulo, e posteriormente descreveram a primeira
infeccdo natural de esporotricose em ratos. Em 1912, Terra e Rabelo descreveram o
primeiro caso humano no Rio de Janeiro. Entretanto, novos casos foram registrados em
outros estados brasileiros, dentro de um periodo de quatro anos (DONADEL et al.,

1993).

O primeiro relato de esporotricose animal no Rio de Janeiro foi em uma mula
(LEAO et al., 1934). Casos esporadicos de esporotricose felina nessa regido foram

descritos nas décadas de 1980 e 1990 (CRUZ, 2013). Desde entdo, o INI/Fiocruz vem
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diagnosticando um grande numero de casos humanos e animais dessa micose na regido
metropolitana do Rio de Janeiro, sendo a primeira epidemia associada a transmissao
zoonotica que tem os gatos doentes como fonte de infeccdo do Sporothrix sp. descrita

na literatura (SCHUBACH et al., 2002; BARROS et al., 2010; BARROS et al., 2011).

3.2 Sporothrix sp.

Recentemente, estudos moleculares com base nas andlises da sequéncia de
sintese de quitina, 3-tubulina e calmodulina mostraram que o S. schenckii constitui um
complexo de pelo menos seis espécies, discriminadas filogeneticamente, como S.
brasiliensis, S. globosa, S. mexicana, e S. luriei, além do S. schenckii sensu stricto
(RODRIGUES et al., 2013). Em estudo recente, RODRIGUES e colaboradores (2013)
descrevem que S. brasiliensis é o agente etiolégico mais prevalente entre gatos doentes

no Brasil (96,9% das amostras).

Sporothrix sp. é encontrado em plantas e matéria vegetal em decomposicéo,
sendo, portanto, amplamente disperso no meio ambiente. A distribuicdo é universal,
entretanto, apresenta predilecdo por climas temperados e tropicais (RIPPON, 1988).
LUTZ & SPLENDORE (1907) demonstraram o dimorfismo dependente da temperatura
no inicio do século passado. Na natureza ou em meio de cultura 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 (KWON-CHUNG & BENNET, 1992). A forma de levedura é
descrita como mais virulenta que a forma micelial (RODRIGUES et al., 2013).

Na macromorfologia as colbnias filamentosas de Sporothrix sp. em cultura
variam em sua morfologia, entretanto, em agar Sabouraud glicose a 25°C, ap0s trés a

cinco dias de crescimento, geralmente apresentam textura lisa e coloragdo branca
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acinzentada, porém, com o passar do tempo, as colbnias tornam-se mais escurecidas
(BARROS et al., 2011). Algumas cepas, entretanto possuem a capacidade de
produzirem col6nias escurecidas desde o inicio do crescimento (ALMEIDA-PAES et
al., 2009). A 37°C o fungo faz a conversdao para a sua forma de levedura onde
observam-se col6nias lisas e Umidas, de consisténcia cremosa e coloracdo
esbranquicada (RIPPON, 1988). Cepas relacionadas a espécie S. globosa ndo crescem
bem a 37°C, podendo necessitar de temperaturas mais baixas para a conversdo a forma
de levedura (MARIMON et al., 2007). Esse processo de transicdo pode ocorrer apds o
paciente ter sido infectado pela forma filamentosa do fungo (BARROS et al., 2011). A
micromorfologia da forma filamentosa revela véarias hifas hialinas, finas e septadas,
associadas a conidios ovoides e soltos, algumas vezes agrupados em conidiéforos
terminais, conferindo-lhes o aspecto de “margarida” e também a conidios demaceos que
podem ser encontrados dispostos ao longo de toda a hifa (RIPPON, 1988). O tamanho e
a forma dos conidios deméaceos podem variar entre as espécies do complexo Sporothrix
(MARIMON et al., 2007). Microscopicamente as células leveduriformes apresentam-se
em varios tamanhos e formas. Observam-se estruturas redondas, ovais ou em forma de
naveta, com brotamento em formato de charuto (BARROS et al., 2011). A aeracéo,
tensdo de CO2, fonte de carbono e pH também tém importancia na conversao da forma

filamentosa para levedura (RIPPON, 1988).

3.3 Esporotricose

A esporotricose é uma doenca suabaguda a cronica, usualmente limitada a pele e
ao tecido subcutéaneo e vasos linfaticos adjacentes, embora possa tornar-se disseminada

(KWON-CHUNG & BENNET, 1992; BARROS et al., 2011).

Acomete 0s humanos e uma grande variedade de animais, como porcos, cavalos,

ratos, mulas, raposas, tatus, golfinhos, camelos, aves (LONDERO & RAMOS, 1980;
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RIPPON, 1988; COSTA et al., 1994; PAPPAS et al., 2000), cdes (SCHUBACH et al.,

2006), mas o gato € a principal espécie animal acometida (PEREIRA et al., 2014).

No estado de saprofitismo, o fungo € geralmente encontrado em substratos
vegetais nas condicdes favordveis de temperatura e umidade (RIPPON, 1988).
Sporothrix sp. foi isolado em espinhos, feno, palha, musgos do género Sphagnum,
madeira e solo rico em matéria organica em decomposicdo (KAUFFMAN, 1999).
Classicamente, a transmissdo do agente etioldégico ocorre atraves da pele pela
implantacdo traumatica do fungo presente em matéria vegetal ou matéria organica de
solo contaminado por conidios de Sporothrix sp. (RIPPON, 1988). Em raras ocasides,

pode ser adquirida por inalagio do esporo (LOPEZ-ROMERO et al., 2011).

Até o inicio da década de 1980, casos de transmissdo de Sporothrix sp.
envolvendo animais eram raramente descritos (BARROS et al., 2011), porém, na regido
metropolitana do Rio de Janeiro, a transmissdo zoondtica é importante devido ao grande
namero de casos descritos nos ultimos anos. Essa transmissdo ocorre atraves de
arranhadura, mordedura ou contato com exsudatos de lesbes de gatos doentes

(BARROS et al., 2010; SILVA et al., 2012).

3.3.1. Epidemiologia

3.3.1.1 Aspecto global

A esporotricose apresenta distribuicdo mundial, apesar de apresentar altas
prevaléncias em regides de clima tropical e subtropical umido. No entanto, ha relatos
nos Estados Unidos, México, América do Sul (Argentina, Brasil, Colémbia, Guatemala
e Peru), Asia (China, india e Japao), Africa e Australia. (CHAKRABATI et al., 2015).
E a micose subcutanea mais frequente na América Latina (COSTA et al., 1994),

principalmente no Brasil (SCHUBACH et al., 2008).
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Epidemias de esporotricose acometendo amplas areas geograficas ou elevado
numero de casos sdo raras e geralmente estdo relacionadas a uma fonte de infeccao
comum no ambiente (BUSTAMANTE & CAMPOS, 2004). A maior delas acometeu
mais de 3.000 trabalhadores de uma mina de ouro na Africa do Sul. Nessa epidemia os
dormentes de madeira utilizados na sustentacdo da mina estavam colonizados com o S.
schenckii (HELM & BERMAN, 1947). Outra aconteceu nos Estados Unidos, na década
de 1980, na qual 84 trabalhadores de 15 estados adquiriram a doenca ao participar de
um programa de reflorestamento, sendo esses casos relacionados ao contato com um
tipo de musgo contaminado com S. schenckii (COLES et al., 1992). Neste mesmo pais,
em 1996, foram descritos 48 casos de esporotricose felina, durante um periodo de 40
anos (DAVIES & TROY, 1996). Alguns anos depois, CROTHERS e colaboradores
(2009) realizaram um estudo retrospectivo para avaliagdo de 14 casos felinos
observados no nordeste da California no periodo de 1987 a 2007.

Segundo um estudo recente realizado por ZHANG e colaboradores (2015), as
regibes mais endémicas sdo China, Africa do Sul e Brasil, que apresenta o maior

namero de casos de esporotricose tanto humana quanto animal.

3.3.1.2 Brasil

A primeira descricdo no Brasil foi relatada na década de 1950 em S&o Paulo
(FREITAS et al., 1956). No Brasil, a maior série de casos da doenga em gatos incluia
oito casos (FREITAS et al., 1965), até a descrigcdo de 347 casos felinos provenientes do
Rio de Janeiro (SCHUBACH et al., 2004a). Esta endemia de esporotricose relacionada
aos gatos domésticos esta em curso no Rio de Janeiro desde 1998, sendo a primeira sob
a forma de zoonose encontrada na literatura. Desde julho de 2013, devido ao status

hiperendémico da esporotricose no Rio de Janeiro, a doencga se tornou de notificagcdo
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obrigatdria no estado. Apenas no INI, unidade de referéncia no Rio de Janeiro, mais de
4.000 casos humanos e 4.000 casos felinos foram diagnosticados (GALHARDO et

al.,2015; GREMIAO et al.,2015).

SILVA e colaboradores (2012) relataram que o numero 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 relacéo a
totalidade dos casos em 11 anos de estudo, 0 que entdo caracteriza esta endemia como a

maior endemia mundial.

3.3.1.3 Notificacdo Compulséria

A esporotricose ndo é uma doenca de notificagdo compulséria na maioria dos
paises, logo as informagfes sobre a incidéncia da doenga ndo sdo bem conhecidas e
estdo limitadas aos dados gerados por publicacdes cientificas (BARROS et al., 2011).
Somente no estado do Rio de Janeiro, 0s casos humanos apenas passaram a ser de
notificacdo compulséria no ano de 2013, através da resolucdo SES n° 674 de 12 de
junho de 2013. A notificacdo compulséria dos animais, que apresentavam esporotricose,
foi através da portaria GM/MS n° 1.271 de 6 de junho de 2014, no artigo 2°, paragrafo

V.

3.3.1.4 Gato: fonte de infecgédo

Dos 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). SCHUBACH e colaboradores (2012)
acreditam que o0s gatos sdo 0s Unicos animais que apresentam um potencial zoondtico

importante em virtude da elevada quantidade de leveduras encontrada nas lesoes,
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facilitando assim, a transmissdo pelo contato, atraves da arranhadura, mordedura ou até
mesmo pelo contato com exsudato das lesdes dos animais doentes. O isolamento do
fungo proveniente das cavidades nasal e oral, fragmentos de unhas, exsudato de lesdes
cutaneas e mucosas, Orgdos internos e sangue de gatos (SCHUBACH et al., 2001;
SCHUBACH et al., 2003a; SCHUBACH et al., 2003b; SCHUBACH et al., 20043;
SCHUBACKH et al., 2004b), associado aos relatos de casos humanos de esporotricose
(SCHUBACH et al., 2008) e a alta equivaléncia genotipica demonstrada entre isolados
felinos e isolados humanos com os quais 0s gatos se relacionam (REIS et al., 2009),
demonstram a importancia do gato como fonte de infeccdo (SILVA et al., 2012).

O resultado da endemia causada por S. brasiliensis no Rio de Janeiro pode ser
considerado uma complexa interacdo patégeno-hospedeiro-ambiente, incluindo elevada
susceptibilidade do gato e alta viruléncia do patdégeno, comportamento dos gatos e
recente introducdo de S. brasiliensis a uma populacdo de felinos urbanos

(MONTENEGRO et al., 2014).

3.3.1.5 Cées

Os cdes ndo desempenham um papel importante na transmissdo de Sporothrix
sp., uma vez que até o final de 2009 ndo havia sido relatada a transmissdo associada a
esta espécie animal (BARROS et al., 2010), provavelmente devido a baixa carga
fangica encontrada nas lesfes cutaneas desses animais (SCHUBACH et al., 2004a;

SCHUBACH et al., 2006).

3.3.1.6 Dados sdcio-demogréaficos

Na analise espacial da distribuicdo geografica da doenga na regido metropolitana
do Rio de Janeiro, observa-se uma elevada densidade de casos ao redor da capital

fluminense, extrapolando seus limites para municipios vizinhos, denominado cinturéo
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de esporotricose, indicando que esta € uma epidemia urbana (BARROS et al., 2010;
SILVA et al., 2012).

A andlise de dados epidemioldgicos e socioambientais demonstrou que a
epidemia apresenta um perfil caracteristico. Além da distribuicdo pela regido
metropolitana do Rio de Janeiro, esta acomete principalmente regiGes com baixo nivel
socioeconémico e dificuldades ambientais além da presenca do gato (GALHARDO et
al., 2015, BARROS et al., 2010). Porém, a epidemia nao esta relacionada ao nivel de
escolaridade, mas influenciada pelos habitos e estilos de vida da populacdo (SILVA et
al., 2012). No Brasil, em especial no estado do Rio de Janeiro, o grupo de risco para
aquisicdo da esporotricose sdo mulheres acima de 40 anos, donas de casa e que cuidam
de gatos com esporotricose. (BARROS et al., 2008; SCHUBACH et al., 2008).
Algumas profissdes sdo consideradas como grupo de risco ocupacional, como
agricultores, floricultores jardineiros, mineiros, fazendeiros e outras que apresentem
facilidade de exposicdo ao fungo (RIPPON, 1988) e posteriormente foram incluidos
nesse grupo os medicos veterinarios (BARROS et al., 2002; YEGNESWARAN et al.,
2009).

A esporotricose felina tem sido registrada em outros estados do Brasil ao longo
dos dltimos 20 anos, especialmente no Rio Grande do Sul (NOBRE et al., 2001,
OLIVEIRA et al., 2011; MADRID et al., 2012) e S&o Paulo (BORGES et al., 2013,
RODRIGUES et al., 2013; MONTENEGRO et al., 2014). No entanto, até 0 momento,
0 numero de casos descritos nos dois maiores estudos nessas regides, sdo inferiores ao
que € descrito no Rio de Janeiro, destacando a gravidade da situagdo epidemiologica

neste Ultimo estado brasileiro (PEREIRA et al., 2014).
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3.3.1.7 Controle

Segundo PEREIRA e colaboradores (2014), a principal dificuldade para o controle
desta epidemia é a falta de um programa de saude publica que invista no controle da doenca
animal. Além disso, foram considerados como fatores de entrave, o abandono de animais
doentes e o destino inadequado das carcacas de animais mortos, além do abandono do
tratamento, o que pode levar a uma recorréncia da doenca impondo dificuldades no
processo de cura desses animais, podendo contribuir para a manutencdo da endemia no Rio

de Janeiro (BARROS et al., 2010).

3.3.2 Zoonose

A doenga acomete os humanos e uma grande variedade de animais, entre eles,
ratos, tatus, cdes e outros animais estdo relacionados a transmissdo zoonética desse
fungo (KAUFFMAN, 1999). Entretanto, os gatos sdo os principais animais envolvidos
na transmissdo do Sporothrix sp. para o ser humano (SCHUBACH et al., 2004a,
PEREIRA et al., 2011). Alguns autores acreditam que 0s gatos sdo 0s Unicos animais
que apresentam um potencial zoon6tico importante em virtude da elevada quantidade de

leveduras encontrada nas lesdes (READ & SPERLING, 1982; TABOADA, 2000).

O isolamento de S. schenckii proveniente das cavidades nasal e oral, fragmentos
de unhas, exsudato de lesdes cutdneas e mucosas, 6rgdos internos e sangue de gatos
(SCHUBACH et al., 2004b; SCHUBACH et al., 2004a), associado aos relatos de casos
humanos de esporotricose (SCHUBACH et al., 2008), demonstram a importancia do

gato como fonte de infeccdo desse fungo (BARROS et al., 2004).
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3.4 Esporotricose felina

No inicio do século XX foi descrita a susceptibilidade experimental do gato a S.
schenckii (BEURMANN & GOUGEROT, 1906). Geralmente, os gatos adquirem a
infeccdo apoOs brigas com outros gatos infectados, quando ocorre a inoculagdo do S.

schenckii através da pele (SCHUBACH et al., 2004a).

3.4.1 Aspectos clinicos

A infeccdo em gatos pode iniciar de forma subclinica e evoluir para lesdes
cutaneas multiplas e comprometimento sistémico fatal, associado ou ndo a sinais

extracutaneos (SCHUBACH et al., 2004a).

As formas clinicas da esporotricose em seres humanos sdo classificadas em:
cutanea-fixa, linfocutanea, mucocutanea, extracutanea e disseminada (RIPPON, 1988);
entretanto, essa classificacdo torna-se de dificil aplicacdo na esporotricose felina, pois
0s gatos podem apresentar mais de uma forma da doenca concomitantemente

(SCHUBACH et al., 2004a).

Geralmente a esporotricose em gatos assemelha-se a forma disseminada da
doengca em seres humanos imunocomprometidos (SCHUBACH et al., 2004b). No
entanto, em gatos com esporotricose co-infectados ou ndo com os virus da
Imunodeficiéncia Felina (FIV) e da Leucemia Felina (FeLV), até o momento, ndo foram
observadas diferencas significantes na resposta terapéutica, gravidade da doenca ou
carga fungica (GREMIAO et al., 2015, MIRANDA et al., 2013, PEREIRA et al.,

2010).

As lesdes cutaneas mais freqlentes em gatos sdo nddulos e Ulceras (recobertas
ou ndo por crostas), que podem evoluir até necrose com exposi¢do de masculos e 0ssos

(SCOTT et al., 1996). A maioria dessas lesdes esta localizada na cabeca, extremidades
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dos membros e cauda (ROSSER & DUNSTAN, 2006). SCHUBACH e colaboradores
(2004a) relataram que cerca de 40% (n=347) dos gatos com esporotricose apresentavam
lesbes cutaneas em trés ou mais localizacbes ndo contiguas. Linfadenite, linfangite
nodular ascendente e lesbes mucosas podem estar presentes nos gatos com
esporotricose. Febre, desidratacdo, perda de peso e anorexia também podem ser
observadas (SCHUBACH et al., 2004a). A presenca de sinais respiratorios é frequente
em gatos com esporotricose ((SCHUBACH et al., 2004a); LEME et al., 2007;
IACHINI, 2009; CROTHERS et al., 2009; PEREIRA et al., 2010), principalmente os
espirros, que podem estar associados a lesbes localizadas na regido nasal, inclusive em
mucosa (SCHUBACH et al., 2004a). Estudos sugerem que a presenca de sinais
respiratorios, pode em alguns casos, preceder a observacédo de lesdes cutdneas em gatos

(SCHUBACH et al., 2002; SCHUBACH et al., 2004a).

3.4.2 Diagnostico laboratorial

O diagnostico definitivo da esporotricose requer o isolamento do fungo em meio
de cultura. Nos gatos, os exames citopatologico e histopatoldgico, sdo Uteis no

diagnostico dessa micose (SILVA et al., 2015; PEREIRA et al., 2011).

De acordo com o tipo e a localizacdo da lesdo, diferentes amostras biologicas
podem ser coletadas para isolamento do fungo (SCHUBACH et al., 2002). Secrecao
nasal e exsudato de lesdes cutaneas ou mucosas podem ser obtidas através de um swab
estéril (SCHUBACH et al., 2003a). Também podem ser enviados para a cultura,
fragmentos de lesdes cutaneas ou mucosas obtidos por bidpsia, aspirado de conteudo
purulento ou seropurulento proveniente de abscesso ndo ulcerado (SCHUBACH et al.,
2004a), sangue (SCHUBACH et al., 2003b) e lavado broncoalveolar (LEME et al.,

2007).
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3.4.2.1 Cultura

Este método de diagnostico é considerado padrdo de referéncia para diagnostico
da esporotricose. Sporothrix sp. na natureza ou em meio de cultura rico em nutrientes, a
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 (KWON-
CHUNG & BENNET, 1992). A cultura pode ser realizada inicialmente em meio de agar
Sabouraud dextrose acrescido de cloranfenicol ou agar Mycosel a 25°C por cinco a sete
dias, podendo as vezes ser um tempo maior. Ap6s o crescimento de um fungo hialino na
forma filamentosa que com o tempo adquire a capacidade de produzir melanina, este é
inoculado em meio de agar infusdo de cérebro e coracdo (BHIA) e incubado a 37°C por
cinco a sete dias, visando a conversdo do fungo para a forma leveduriforme, com
aspecto cremoso e coloracdo amarelada, concluindo-se assim o diagndstico micoldgico
(RIPPON, 1988; BARROS et al., 2011). As culturas que serdo consideradas negativas
devem ser mantidas por pelo menos 4 semanas (RIPPON, 1988). Para a caracterizagdo
das espécies torna-se necessaria a aplicacdo de técnicas morfoldgicas, fisioldgicas e

moleculares (OLIVEIRA et al., 2011).

3.4.2.2 Exame citopatologico (CPT)

A citopatologia é a analise morfoldgica de células de um tecido sem a presenca
de arquitetura tecidual e tem como objetivo auxiliar no diagnostico e progndstico da
doenca. E um método amplamente utilizado para diagnosticar e/ou diferenciar doencas
infecciosas, inflamatorias, proliferativas e neoplésicas (SILVA et al., 2015; COWELL,
2008) e utilizadas com frequéncia no diagnostico presuntivo da esporotricose felina
(PEREIRA et al., 2011; COWELL et al., 2008). E um exame de simples execucio,
baixo custo, rapido, que para o diagnostico da esporotricose felina ndo exige

treinamento técnico sofisticado ou estrutura laboratorial complexa. As coloragdes do
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tipo Romanowsky, como o0 método panoético rapido, sdo rotineiramente utilizadas

(PEREIRA et al., 2011).

O exame ¢ realizado em uma lamina de vidro previamente limpa,
desengordurada e seca, que é pressionada na superficie da lesdo apos a retirada da crosta
se a mesma estiver presente. A coloracdo utilizada para visualizacdo do agente
etioldgico é do tipo Romanowsky, onde entdo sdo observadas estruturas ovaladas ou
fusiformes (em forma de charuto), apresentando entre 3 a 9 1 de comprimentoe 1 a3
de largura e coloracdo variando de azul claro a médio com imperceptivel ndcleo

arroxeado, livres ou no interior de macréfagos (WELSH, 2003).

As lesdes cutaneas dos gatos com esporotricose apresentam uma maior riqueza
parasitaria quando comparada as lesdes de cées e seres humanos doentes, sendo possivel
observar com frequéncia estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix sp.
(SILVA et al., 2015). O elevado nimero de leveduras observadas no exame
citopatoldgico também é referido por outros autores o que facilita o diagndstico
presuntivo da esporotricose (SILVA et al., 2015; PEREIRA et al., 2011). PEREIRA e
colaboradores (2011), avaliaram 806 casos de esporotricose felina confirmados em
cultura, dos quais 636 foram positivos no exame citopatoldgico, cuja sensibilidade foi
78,9%, corroborando também os achados de SILVA e colaboradores (2015) no qual
obteve 84,9% (n=244) de sensibilidade neste exame. No entanto, em algumas situagdes,
as estruturas leveduriformes do Sporothrix spp. observadas no exame citopatologico
podem ser confundidas com leveduras de outras espécies, tais como Histoplasma
capsulatum e Cryptococcus neoformans podendo levar ao erro por este método de
diagnostico (CLINKENBEARD, 1991). A ocorréncia de casos falsos positivo e
negativo pode estar relacionada a observacdo de artefatos de técnica e baixa carga

fangica, respectivamente, encontrada nas lesées de animais classificados como L1 e L2,
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lesdo em um local e leses em dois locais ndo contiguos, respectivamente. Os resultados
deste estudo reforcam que em regides epidémicas de esporotricose, nas quais existem
dificuldades para realizacéo da cultura fungica devido a escassez de recursos financeiros
ou por alguma impossibilidade técnica, o uso do exame citopatolégico esta indicado
como uma ferramenta diagnostica viavel, capaz de identificar aproximadamente 80%
dos casos positivos e iniciar precocemente as medidas preventivas e de controle dessa

Z00nose.

3.4.2.3 Histopatologia

O exame histopatologico é uma ferramenta auxiliar para o diagndstico, tendo
importancia quando o isolamento do agente etioldgico em meio de cultura ndo pode ser
realizado (MIRANDA et. al., 2013; RODRIGUEZ & SARMIENTO, 1998; BARROS
et al., 2005), sendo utilizado com frequencia no diagnostico da esporotricose felina
(SCHUBACH et al., 2003a; CROTHERS et al., 2009). Fragmentos de lesfes cutaneas
ou mucosas, obtidos através de bidpsia, e armazenados em frascos contendo formalina
tamponada a 10%, podem ser enviados para esse exame (SCHUBACH et al., 2003a). A
coloracdo pelo &cido periddico de Schiff (PAS), hematoxilina & eosina (HE) e a
impregnacéo pela prata de Grocott (IPG), possibilita definir a etiologia fingica em 62 %
dos casos (SCHUBACH et al., 2004a). Ao exame, as lesdes cutaneas dos gatos revelam
um infiltrado inflamatério na derme, composto por células mononucleares e
polimorfonucleares, predominantemente macrofagos e neutrdfilos, podendo ser
visualizadas estruturas leveduriformes redondas, ovais ou em forma de charuto, algumas
vezes exibindo brotamento, com didmetro medindo 5 — 7 pu (SCHUBACH et al., 2003a).
O exame histoldgico apresenta grande valor na analise diagnoéstica diferencial, pois
permite realizar diagnéstico de outras doencas ulcerosas cutaneas, principalmente

neoplasicas e também infecciosas. Porém, o exame histopatologico pode ser



33

influenciado por fatores relacionados a amostra, técnica de processamento e ao

observador (SANTOS et al., 2007).

Na esporotricose felina € possivel observar uma riqueza parasitaria nas lesoes.
MIRANDA e colaboradores (2011) detectaram o fungo em 79 casos (94.0%) pela
técnica da impregnacdo pela Prata de Grocott e um alto percentual foi observado em

gatos com multiplas lesdes.

A carga fangica nas lesdes estd diretamente relacionada com o ndmero de
neutréfilos nos animais e em humanos. Na esporotricose humana, o nimero acentuado
estd relacionado a pacientes com o maior nimero de lesbes e com o tempo de

tratamento longo. (MORGADO et al., 2011).

3.4.2.4 Imuno-histoquimica (IHQ)

E um método imunoldgico que permite a demonstracdo de antigenos presentes
no tecido, por meio da utilizacdo de anticorpos primarios especificos. A positividade
deste método é baseada na ocorréncia de ligacGes antigeno-anticorpo, demonstradas

pela formacéo de cor no tecido, visivel ao microscopio optico (RAMOS-VARA, 2005).

Estes sistemas utilizam enzimas que, em presenca do respectivo substrato e de
um cromogeno, produzem cor no local onde ocorre a ligacdo antigeno-anticorpo. O
sistema estreptavidina-peroxidase (Figura 1) é considerado especialmente sensivel e
consiste na aplicagdo de um anticorpo secundario biotinilado, que reconhece o
anticorpo primario ligado ao antigeno. A seguir, um reagente contendo moléculas de
estreptavidina conjugadas a enzima peroxidase é adicionado. A estreptavidina se liga

com avidez a biotina do anticorpo secundario. A formacdo de cor ocorre quando o
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peroxido de hidrogénio, substrato da enzima peroxidase, € adicionado a reacdo

juntamente com o cromégeno (RAMOS-VARA, 2005).

O método é rapido e com elevada eficacia e, uma vez que utiliza anticorpos
especificos, promove um diagnostico mais preciso do que realizado pela analise da HE
ou técnicas histoquimicas especiais, baseado apenas em caracteristicas morfoldgicas do
agente (SCHWARZ, 1982). Adicionalmente, a IHQ permite a detec¢do de antigenos de
Sporothrix sp. em lesbes de esporotricose canina e humana (MARQUES et al., 1992;
MIRANDA et al., 2011), apresentando nesta Gltima alta sensibilidade em relacdo as
demais técnicas histoquimicas (MARQUES et al., 1992; RODRIGUEZ &
SARMIENTO, 1998). As leveduras de Sporothrix sp., mesmo em quantidade escassa,
sdo de facil visualizacdo pela IHQ, uma vez que assumem uma marcagdo castanha,
contrastando com o fundo tecidual (MOSKOWITZ et al., 1986; MARQUES et al.,
1992). A IHQ pode ser combinada aos demais métodos, garantindo maior sensibilidade
aos resultados (MIRANDA et al., 2011). O encontro de antigenos em lesdes sugestivas
de esporotricose pode ser Gtil em casos em que ndo sejam observadas leveduras integras
por meio das coloragdes especiais (MARQUES et al., 1992). Contudo, o valor destes

achados para o diagnostico ainda deve ser discutido.
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Figura 1. Reacdo de imuno-histoquimica. Método de estreptavidina-peroxidase. Fonte:

(RAMOS-VARA, 2005).
ANTICORPO SECUNDARIO
BIOTINILADO
X ESTREPTAVIDINA
ANTICQRPO : < — - PEROXIDASE
PRIMARIO A

)

3.4.2.5 Sorologia

O método de ensaio imunoenzimatico (ELISA- “Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay”) pode ser utilizado como uma ferramenta de triagem devido sua sensibilidade e
especificidade para a deteccdo de anticorpos de Sporothrix sp. no soro de gatos com
esporotricose (FERNANDES et al.,, 2011). Este método é considerado de facil
realizacdo, rapido e barato, mas sua aplicacdo na rotina diagnostica ainda ndo foi

estabelecida.

3.4.2.6 Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR)

E uma técnica baseada no diagnostico molecular que pode ser utilizada no
diagnostico da esporotricose, e quando disponivel, pode ser uma alternativa ao
diagnostico em casos especificos. KANO e colaboradores (2001) relataram o uso do
gene da quitina-sintetase 1 como alvo para a identificacdo de genes de S. schenckii a
partir de isolados clinicos de humanos e animais. HU e colaboradores (2003)

descreveram, atraves de um ensaio realizado em camundongos, uma alta sensibilidade e
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especificidade da PCR aninhada, indicando ser um diagndstico rapido e com precisdo
suficiente para ser clinicamente Util em pacientes com esporotricose. KANBE e
colaboradores (2005) relataram que a técnica de amplificacdo por PCR utilizando
iniciadores especificos para 0 gene de DNA-topoisomerase 11 € uma ferramenta util na

identificacdo rapida de S. schenckii.

RODRIGUES e colaboradores (2015) em seu estudo, desenvolveram primers
especificos para a identificacdo das especies de S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa,
S. mexicana, S. pallida, e Ophiostoma Stenocereus a partir de isolados de cultura, além
disso, detectou com sucesso DNA de S. brasiliensis e S. schenckii em amostras de
tecidos derivados de um modelo murino com esporotricose disseminada, concluindo
que estes primers espécie-especificos podem ser aplicados na epidemiologia,
diagnostico clinico e estudos experimentais da esporotricose e que, as melhorias nos
sistemas primarios de diagndstico e vigilancia poderiam facilitar a identificacdo e o

rapido controle de futuros surtos.

3.4.3 Diagnostico diferencial

Na esporotricose felina os sinais clinicos sdo inespecificos e se faz necessario a
realizacdo de um diagnostico diferencial para outras doencas como piodermites,
micobacterioses, nocardiose, actinomicose, criptococose, complexo granuloma
eosinofilico, corpo estranho, neoplasia (principalmente carcinoma de células
escamosas, carcinoma e linfoma), doengas imuno mediadas (lupus eritematoso),
doencas alérgicas graves, entre outros. Deve-se levar em consideracdo 0s sinais

clinicos, o histérico do paciente e os aspectos epidemiol6gicos. No Rio de Janeiro, o
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principal diagnostico diferencial, especialmente nos cdes e humanos, é a leishmaniose

tegumentar americana (SANTOS et al., 2007).

3.4.4 Terapéutica

Diferentes farmacos antifingicos tém sido utilizados no tratamento da
esporotricose em gatos (SCHUBACH et al., 2012). O azolico itraconazol é considerado
o farmaco de elei¢do nos casos de esporotricose humana (KAUFFMAN et al., 2007) e
felina (PEREIRA et al., 2010), devido a sua eficacia e seguranca em comparagao com
os demais antifungicos. O uso de iodetos, anfotericina B, termoterapia local,
criocirurgia e remocdo cirdrgica das lesdes cutaneas, representam outras opgdes
terapéuticas (SOUZA et al., 2016; REIS et al., 2012; GREMIAO et al., 2006;

PEREIRA et al., 2009; HONSE et al., 2010; GREMIAO et al., 2011).

O tratamento da esporotricose felina, diferente do que é observado nos seres
humanos, em muitos casos representa um desafio. A adesao do responsavel pelo gato ao
tratamento € baixa e o abandono € frequente, e ocorre principalmente no momento no
qual o responsavel pelo gato observa o inicio do processo cicatricial das lesGes cutaneas
(CHAVES et al., 2013). A cura, a faléncia terapéutica, a recorréncia e os efeitos
adversos ocorrem independentes do esquema terapéutico utilizado, pois, o tempo de
tratamento € longo e a administracdo dos farmacos por via oral é problematica

(PEREIRA et al., 2010; GREMIAO et al., 2015).
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4 METODOS

4.1 Desenho do estudo

O estudo em questdo foi dividido em duas etapas. Na primeira etapa foi
conduzido um estudo longitudinal retrospectivo e na segunda foi realizado um estudo

longitudinal prospectivo.

4.2 Casuistica

4.2.1 Populacéao do estudo

A populacdo alvo foi constituida de gatos com esporotricose atendidos no
Laboratorio de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais Domésticos
(Lapclin-Dermzoo)/INI/Fiocruz, que preencherem os critérios de elegibilidade abaixo

descritos.

4.2.2 Critérios de incluséo e exclusio

4.2.2.1 Critérios de inclusao

e Gatos apresentando lesdo cutanea ulcerada com diagnoéstico definitivo de
esporotricose através do isolamento de Sporothrix sp. em meio de
cultura;

e Gatos que ap6s o diagndstico definitivo de esporotricose iniciaram o
tratamento com itraconazol por via oral no Lapclin-dermzoo/INI;

e Gatos cujos responsaveis aceitaram participar do estudo mediante a

assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido.
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4.2.2.2 Critérios de excluséo
e Gatos que foram previamente tratados com substancias antifingicas
sistémicas ou topicas;
e Diagndstico clinico de gestacdo ou gatas em lactacéo;
e Uso de terapia concomitante ndo permitida com anti-neoplasicos e

corticosteroéides;

4.2.3 Célculo amostral

Na primeira etapa do estudo foram utilizadas amostras clinicas de 184 gatos
previamente coletadas no &mbito do projeto “Estudo terapéutico da esporotricose felina
na regido metropolitana do Rio de Janeiro” com intuito de padronizar a reacdo de
imuno-histoquimica e comparar a sensibilidade dos exames citopatoldgico,
histopatolégico e imuno-histoquimico no diagnostico da esporotricose com a cultura.

Na segunda etapa foi realizado o céalculo amostral baseado na populacéo infinita de
gatos, tomando como proporcdo 50% da populacdo, erro amostral de 10% e nivel de
significancia de 95%, resultando num tamanho amostral minimo de 97 gatos para
verificacdo do tempo de positividade do exame citopatoldgico e cultura durante o

tratamento antifungico.

4.2.5 Plano de recrutamento

Os responsaveis pelos gatos que preencheram os critérios de elegibilidade foram
convidados a participar do estudo. Apos a concordancia dos responsaveis, por meio da
assinatura de um termo de consentimento livre e esclarecido (Anexo 1), os gatos foram

submetidos ao protocolo do estudo.

4.2.6 Critérios para suspender ou encerrar o estudo ou retirar voluntarios

e Por decisdo do responsavel pelo gato;



40

e N&o comparecimento ou ndo cicatrizacdo da lesdo(des) inicial(is) em duas
consultas de seguimento mensais consecutivas;

e Utilizacdo de terapia ndo permitida com corticoides, antineoplasicos e outros
antifungicos apos a inclusdo no estudo;

e (Gato que ultrapassar 28 semanas de tratamento com itraconazol.

4.3 Materiais, procedimentos e técnicas

4.3.1 Primeira Etapa

Todas as amostras incluidas nessa etapa do estudo sdo provenientes de gatos
com diagndstico definitivo de esporotricose através do isolamento em cultura e com

aprovacao pelo CEUA/Fiocruz (L-041/06).

4.3.1.1 Exame citopatoldgico

As laminas de vidro contendo as impressdes do exsudato proveniente de lesbes
cutaneas ulceradas de gatos e coradas pelo método panoético rapido foram identificadas e
armazenadas em caixas apropriadas. Posteriormente, foi realizada a observacdo destas
em microscopio Optico utilizando-se a objetiva de imersdo de 100X procurando-se
estruturas leveduriformes sugestivas de Sporothrix sp. em toda a superficie da lamina. O
resultado desse exame foi considerado positivo quando visualizadas as estruturas

leveduriformes sugestivas de Sporothrix sp (Figura 2).
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Figura 2: Exame citopatoldgico de pele ulcerada apresentando estruturas leveduriformes
compativeis com espécies do complexo Sporothrix sp. formas arredondadas, formas de
charuto e brotamentos no interior de macrofagos e/ou neutréfilos. Panédtico Rapido.

100x.

4.3.1.2 Exame histopatoldgico

As laminas de vidro contendo o corte histoldgico proveniente de lesbes cutaneas
ulceradas de gatos com esporotricose e coradas pelo H&E, PAS e IPG foram
identificadas e armazenadas no Servico de Anatomia Patoldgica/INI/Fiocruz. Foi
realizada a observacdo destas em microscopio Optico procurando-se estruturas
leveduriformes sugestivas de Sporothrix sp. No estudo histopatoldgico, na IPG, foram
considerados positivos 0s casos nos quais se observaram estruturas leveduriformes
(Figura 3) e negativos quando ndo se observaram estruturas leveduriformes apos

analise de cerca de 50 campos microscopicos de grande aumento (400x).
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Figura 3: Bidpsia de pele ulcerada apresentando grande quantidade de leveduras de

Sporothrix sp. Impregnacéo pela Prata de Grocott, 40 x.

4.3.1.3 Exame imuno-histoquimico (IHQ)

Os blocos de parafina foram submetidos a cortes de 5 um em microtomo em
l&aminas silanizadas (Erviegas, ERV — SF PLUS®). Os cortes histoldgicos foram
desparafinizados em xilol a 60° C durante 20 minutos e, a seguir, a temperatura
ambiente, também por 20 minutos, e em imersdes sequenciais. Depois disso, foi
procedida a re-hidratacdo do tecido em imersfes sequenciais em alcool a concentragdes
decrescentes (100% a 70%) e banho em &gua corrente por dez minutos.

A inibicdo da peroxidase endogena foi realizada com solucdo de peroxido de
hidrogénio 30% (Merck) na concentracéo v/v de 0,4 mL/100mL em metanol (Quimex)
durante 40 minutos. Em seguida, as laminas foram lavadas novamente em agua
corrente por 15 minutos. Depois disso, as laminas foram submetidas a trés lavagens
sequéncias de cinco minutos em tampdo TBS (Tris-Buffered-Saline — TBS, pH 7,6,

Dako Corporation — S3001).
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A inibicdo de reacOes inespecificas foi realizada com soro normal de suino
(Novo Castra, NCL-S-SERUM) em albumina sérica bovina (BSA) (Sigma®) 1,5% a
concentracdo de 1:20 durante 20 minutos e, em seguida, com solucdo de leite em pé
(Molico®) na concentracdo m/v de 0,1 g/ml em BSA (3%) durante 40 minutos. Entre
as duas incubacoes, foi realizada lavagem em tampdao TBS.

Os cortes foram incubados com o soro policlonal anti-Sporothrix sp. diluido em
BSA 1,5% em camara Umida overnight a 4°C. Como controle negativo para reagdes
inespecificas, cortes histologicos do mesmo caso foram incubados com soro normal de
coelho (DakoCytomation, Normal Rabbit Serum — X0902) na mesma diluicdo. Cortes
histoldgicos adicionais também foram incubados apenas com BSA como controle
negativo para biotina e peroxidase enddgenas. O soro realizado foi na diluicdo 1:4000.

A seguir, os cortes foram lavados em TBS e procederam-se incubacdes
sequenciais de 25 minutos com anticorpo secundario biotinilado universal e com o
conjugado estreptavidina-peroxidase (DakoCytomation, LSAB™ System Kit — K0690),

com lavagens em TBS apds cada incubacéo.

Para a revelagdo, uma pastilha do cromdgeno diaminobenzidina (DAB — DAB
Tablets, Dako Corporation, S3000) foi diluida em 10 mL de tamp&do TBS e 1 mL desta
solucdo com 7,5 uL de peroxido de hidrogénio 3% foi utilizado. A revelacdo foi
controlada ao microscépio oOptico (Nikon E200), em objetiva de 10x, pelo controle
positivo, interrompendo-se a reagdo com agua destilada no momento em que as

leveduras, acastanhadas, se destacavam no tecido (Figura 4).

Depois de lavados em agua corrente por trés minutos e contra-corados com
hematoxilina de Mayer, os cortes foram banhados rapidamente em agua destilada e, a

seguir, lavados em &gua corrente por trés minutos.
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A desidratacéo foi realizada por imersdes sequenciais em alcool a concentracdes
crescentes (70% a 100%), para posterior passagem por xilol, montagem das laminas

com laminula e meio de montagem, e visualizacdo em microscopio éptico.

Figura 4: Esporotricose felina. Fragmento de pele ulcerada. Numerosas leveduras e
antigenos intracelulares de Sporothrix sp. marcadas em castanho. Imuno-histoquimica

anti-Sporothrix sp. 40x.

4.3.2 Segunda Etapa

Nessa etapa, foi estudado o tempo de diagndstico positivo no exame
citopatoldgico e no isolamento em cultura durante o tratamento com itraconazol oral na
dose de 100mg/gato/dia. Os procedimentos desta etapa foram aprovados pela

CEUA/Fiocruz (L69/2012).

4.3.2.1 Avaliacéo Clinica

Os gatos foram submetidos a exame clinico geral e dermatolégico, quando foram
avaliados: estado geral, lesBes (tipo, localizacdo e numero), sinais extracutaneos, e

tempo de evolucdo dos sinais clinicos antes da consulta inicial. De acordo com a o
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numero e a distribuicdo das lesdes cutaneas, os gatos foram divididos em trés grupos:
L1, L2 e L3. No grupo L1, foram incluidos os gatos que apresentaram lesdo (Ges) em
apenas uma localizacdo anatbmica; no grupo L2, aqueles que apresentaram lesGes em
duas localizagdes ndo contiguas; e no grupo L3 os que exibiram lesbes em trés ou mais

localizag6es ndo contiguos (Schubach et al., 2004).

4.3.2.2 Exame citopatologico (CPT)

Para o exame citopatoldgico foram utilizadas laminas de microscopia,
previamente limpas e secas. O procedimento de coleta das amostras consistiu em trés
impressdes sequenciais da lamina sobre a lesdo preferencialmente de maior diametro. A
lamina foi corada pelo Pandtico rapido (Instant Prov; Newprov), uma coloragdo do tipo
Romanowsky similar ao DiffQuik, seguindo as instrucbes do fabricante. As laminas
foram analisadas em microscépio dptico na objetiva de imersdo de 100x. O resultado foi
considerado positivo quando pelo menos uma estrutura leveduriforme sugestivas de
Sporothrix sp. foi observada. A carga fungica foi determinada por meio da média do
namero de estruturas leveduriformes observadas em trés campos microscopicos (100x),

de cada uma das trés impressdes.

4.3.2.3 Cultura micol6gica (CM)

Concomitantemente, foi realizada a coleta do material da mesma leséo ulcerada
utilizando um swab estéril para a cultura fngica. As amostras foram semeadas em agar
dextrose Sabouraud com cloranfenicol e dgar Mycobiotic agar (Difco), incubados a
25°C e obervados por 4 semanas. Os isolados foram repicados em meio &gar Batata
Dextrose a 25°C e o dimorfismo foi demonstrado pela conversdo a 37°C em meio Agar

Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHIA) (RIPPON, 1988; WERNER & WERNER, 1994).
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4.3.2.4 Tratamento e seguimento do paciente

As consultas de seguimento foram realizadas a cada quatro semanas durante 12
semanas de tratamento antifungico com itraconazol. O protocolo previamente descrito
foi novamente empregado para coleta do exsudato da mesma lesdo ulcerada investigada
no primeiro atendimento. Nas lesfes nas quais foi observada a cicatrizacao, a coleta ndo

foi realizada.

Os gatos sob tratamento antiflngico que ndo compareceram as consultas de
seguimento foram excluidos do estudo. Os pacientes nos quais a cura clinica ndo
ocorreu durante o periodo de seguimento aqui descrito permaneceram em
acompanhamento clinico e terapéutico no Lapclin-Dermzoo. Ao fim do tratamento com
itraconazol, os o desfecho dos gatos foi descrito como: cura clinica, faléncia terapéutica

e Obito.

4.4 Plano de Anélise

Todos os dados foram armazenados e posteriormente analisados no software
SPSS versdo 16. Foram calculadas as sensibilidades dos exames citopatoldgico,
histopatolégico e imuno-histoquimico utilizando o software citado anteriormente.
Foram descritas as frequéncias simples das variaveis categoricas (sexo, distribuicdo das
lesGes e visualizacdo de estruturas leveduriformes nos exames propostos) e as medidas
de tendéncia central e dispersdo das variaveis quantitativas continuas (idade, tempo de
positividade dos exames micoldgicos durante o tratamento, nimero de estruturas

leveduriformes observadas no exame citopatologico antes e durante o tratamento).
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5. RESULTADOS

5.1 Capitulo 1

MANUSCRITO 1 (SUBMETIDO) — Journal of Feline Medicine and Surgery

Standardization of the immunohistochemical assay for detecting Sporothrix spp. in
feline tissue and the sensitivity of three different methods for diagnosing

sporotrichosis in cats

O objetivo desse artigo foi descrever a padronizacdo da reacdo de imuno-
histoquimica para o diagndstico na esporotricose felina e comparar 0s exames
citopatologico, histopatolégico e imuno-histoquimico no diagndstico da esporotricose
felina, utilizando o cultivo fungico como teste padrdo de referéncia, mostrando a
importancia de métodos diagnosticos como alternativa a cultura.

Este artigo responde aos dois primeiros objetivos especificos desta tese.
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feline, cytopathology, histopathology, immunchistochemistry,

LiEmsaviss sporotrichesis, diagnosis
Obiectives The high potential of cats for transmitting Sporothrix spp. and
the increasing numbers of reports of sporotrichesis from different
geoaraphic areas highlight the importance of alternative diaanostic tools.
Particularly when the clinical suspicion of sporetrichosis is not raised at the
time of the sample collection, the retrospective analysis of formalin-fixed
Abstract: | paraffin-embedded tissues are highly desirable. In this study, the

standardization of the immunohistochemical assay for diaanosing feline
sporotrichesis is described for the first time and the evaluation of its
sansitivity is assessed through blinded comparisons with cytopathological
and histopathological examinations.

Methods One hundred and eighty-four cats with culture-cenfirmed
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sporotrichosis were subjected to collection of skin ulcer exudatas for
cytopathelogy (Quick Panoptic) and of tissue for histopatholegy (Grocott
silver stain) and immunchistochemistry with an anti-Sporothrix sp.
antizerum. For the standardization of immunchistochemistry, the
antiserum was initially titrated in order to assess its optimal dilution.
Results The standardization of immunchistochemistry enabled the
detaction of yeast-like cells in lesions of cats in this study and the optimal
dilution of the anti-Sporothrix sp. antiserum was 1:4000. The sensitivities
of Grocott silver stain, immunchistechemistry and cvtopathological
examination were respactively 91.3%, 28.2% and 87.0%.
Immunohistochemistry detected yeast-like cells in two cases that tested
negative through the two other technigues and in four cases that tested
negative through Grocott silver stain.

Conclusions and relevance Immunchistochemistry showed high sensitivity
for diagnesing feline sporotrichosis and is considered to be a specific
method, since the detection of the agent is based on antigen-antibody
binding. Therefere, its employment as alternative should be considered. The
combination of the three methods herein described enabled the diagnosis
of sporotrichosis in almost 100% of the casas, pointing to the need of their
implementation as regular tools, notably when fungal culture is not
available.

ARONE
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Standardization of the immunohistochemical assay for detecting Sporothrix spp. in feline
tissue and the sensitivity of three different methods for diagnosing sporotrichosis in cats
Jeéssica Nunes Silva, Luisa Helena Monteiro de Miranda, Rodrigo Caldas Menezes, Isabella Dib
Ferreira Gremido, Raquel de Vasconcellos Carvalhaes de Oliveira, Scheilla Maria Mesquita
Vieira, Fatima da Conceigdo-Silva, Laerte Femeire, Sandro Antenio Pereira

Abstract

Objectives The high peotential of cats for transmitting Sporothnx spp. and the increasing
numbers of reports of sporotrichosis from different geographic areas highlight the importance of
alternative diagnostic tools. Particularly when the clinical suspicion of sporotrichosis is not
raized at the time of the sample collection, the refrospective analysis of formalin-fixed paraffin-
embedded tissues are highly desirable. In this study, the standardization of the
immunchistochemical assay for diagnosing feline sporotrichosis is described for the first time
and the evaluation of its sensitivity is assessed through blinded comparisons with
cytopathological and histopathological examinations. Msthods One hundred and eighty-four
cats with culture-confirmed sporofrichosis were subjected to collection of skin ulcer exudates for
cytopathology (Quick Panoptic) and of tissue for histopathology (Grocott silver stain) and
immunchistochemistry with an anti-Sporothrix sp. antiserum. For the standardization of
immunchistochemistry, the antiserum was initially titrated in order to assess its optimal dilution_
Results The standardization of immunchistochemistry enabled the detection of yeastlike cells
in lesions of cats in this study and the optimal diluticn of the anti-Sporothix sp. antiserum was
1:4000. The sensitivities of Grocott silver stainm, immunohistochemistry and cytopathological
examination were respectively 91.3%, 883% and 87.0%. Immunchistochemisiry detected
yeast-like cells in two cases that tested negative through the two other technigues and in four
cases that tested negative through Grocott silver stain. Conclusions and relevance
Immunchistochemistry showed high sensitivity for diagnosing feline sporctrichosis and is
considered to be a specific method, since the detection of the agent is based on antigen-
antibody binding. Therefore, itz employment as altermative should be considered.The
combination of the three methods herein described enabled the diagnosis of sporotrichosis in
almost 100% of the cases, pointing to the need of their implementation as regular tools, notably

when fungal culture is not available.
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Abstract

Objectives The high potential of cats for transmitting Sporothnx spp. and the increasing
numbers of reports of sporotrichosis from different geographic areas highlight the importance of
alternative diagnostic tools. Particularly when the clinical suspicion of sporotrichosis is not
raised at the time of the sample collection, the retrospective analysis of formalin-fixed paraffin-
embedded tissues are highly desirable. In this study, the standardization of the
immunohistochemical assay for diagnosing feline sporotrichosis is described for the first time
and the evaluation of its sensitivity iz assessed through blinded comparisons with
cytopathological and histopathological examinations.

Methods One hundred and eighty-four cats with culture-confirned sporotrichosis were
subjected to collection of skin ulcer exudates for cytopathology (Quick Panoptic) and of tissue
for histopathology (Grocott silver stain) and immunohistochemistry with an anti-Sporothrix sp.
antiserum. For the standardization of immunohistochemistry, the antiserum was initially titrated
in order to assess its opiimal dilution.

Results The standardization of immunohistochemistry enabled the detection of yeastlike cells
in lesions of cats in this study and the optimal dilution of the anti-Sporothrix sp. antiserum was
1:4000. The sensitivities of Grocott silver stain, immunohistochemistry and cytopathological
examination were respectively 91.3%, 88.3% and 87.0%. Immunchistochemistry detected
yeast-like cells in two cases that tested negative through the two other techniques and in four
cases that tested negative through Grocott silver stain.

Conclusions and relevance Immunohistochemistry showed high sensitivity for diagnosing feline
sporotrichosis and is considered to be a specific method, since the detection of the agent is
based on antigen-antibody binding. Therefore, its employment as altemative should be
considered. The combination of the three methods herein described enabled the diagnosis of
sporotrichosis in almost 100% of the cases, peinting to the need of their implementation as

regular tools, notably when fungal culture is not available.
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Introduction

Sporotrichosis 15 caused by different species of thermodimorphic fungi within the
Sporothrix schenckii complex and has worldwide geographical distribution, with reports from all
continents”. This disease has been reported to be an emerging health problem over the last two
decades because of increasing numbers of human and animal cases, changes to epidemiclogy
and case distribution, and muliiple outbreaks. This highlights the need for efficient diagnostic
tools™®,

Transmission of Sporothrix spp. usually occurs by means of traumatic inoculation through
the skin and it is reported in a zoonotic form that is generally comelated with scratches and bites
from infected cats®. These animals are the species most involved in this kind of transmission
due to the high numbers of yeast-like cells in their cutaneous lesions'=.

An epidemic of sporotrichosis affecting humans and animals in Rio de Janeire, Brazil,
that began in 1995 has been described 7. In this scenaro, 5. brasiliensis is the most prevalent
eticlogical agent in humans and cats®. Importantly, most of the cases in this epidemic were
related to transmission from infected cats, which emphasizes the importance of these animals in
the epidemiological chain of this mycosis. Cats are the animal species most affected by this
mycosis, and skin ulcers are the main clinical sign oheerved™®. By December 2012, 4,120 feline
cases had been diagnosed at the Institutc Macional de Infectelogia Evandro Chagas (IMI),
Fundagio Oswaldo Cruz (Fiocruz), which iz a reference center for diagnosing and treating
sporotrichosis and other mycoses in Rio de Janeiro, Brazil'.

The reference standard for diagnosing sporotrichosis is isclation of Sporothrix spp. in
culture media'. However, this method is not 100% sensitive and Sporothrix spp. growth may
not be observed®. This is generally due to inadequate collection or transportation of the material
or to contamination with saprophytic micrmrganisms”'u. In addition, it needs fo be stated that
in some cases, this method delays the start of antifungal treatment because of the time required
for isolating the fungus”. Furthermore, in non-endemic regions, sporotrichosis is unlikely to be
the first clinical suspicion, and thus, the general procedures for sample collection and

processing for isclation of the fungus might not be properly implemented. Especially in such

http:/imc.manuscriptcentral.com/jfms



41
142
143

Journal of Feline Medicine and Surgery

cases, other diagnostic methods are required, in particular those that are useful for making the
differential diagnosis with neoplasms and other infectious diseases®.

Cytopathological examination (CPT) is routinely used as a screening method for
diagnosing feline sporofrichosis, because of its high sensitivity in comparison with fungal
culiure. It enables detection of approximately 78-85% of feline positive cases. Moreover, CPT
involves simple noninvasive sample collection and is a rapid and inexpensive method. It is thus
suitable for moutine use by veterinary practitioners even in small facilities™ ™.

Histopathology is an ancillary diagnostic tool that is also used as a rapid, inexpensive and
widely available altemative for diagnosing feline sporotrichosis™. Special histochemical stains,
such as Grocott silver stain (G35), have been described for diagnosing human and animal
sporotrichosis and are usually applied to enhance the visualization of the yeast-like cells in
tissues™"".

Although detection of yeast-like cells in tissues or cytological preparations from lesions in
cats does not generally pose a problem with regard to diagnosing sporotrichosis, there are
cases in which the fungal burden is low and the use of more accurate methods is required ™.

Immunchistochemistry (IHC) has already been shown to improve the sensitivity of the
histological diagnosis of human and canine sporotrichosis™ . However, it has so far not been
applied to feline sporotrichosis.

It is highly desirable that convenient methods enabling rapid and reliable results should
be available for diagnosing feline sporotrichosis and for implementation of early treatment and
control measures“, thereby potentially reducing the transmission of Sporothrix spp. to humans
and other animals®. The aims of the present study were to standardize the anti-Sporothrix spp.
immunochistochemical analysis for diagnosing feline sporotrichesis and to evaluate its sensitivity

in comparison with CPT and GGS, through using fungal culture as a reference standard.

Material and Methods

Sampling

The samples were obtained from cats seen at the Laboratoric de Pesquisa Clinica em

Dermatozoonoses em Animais Domeésticos (Lapclin-Dermzoo)/INIFiocruz, Rio de Janeiro,
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Brazil, between 200% and 2011. Cats presenting skin uleers with no previous antifungal
treatment, for which the definitive diagnosis of sporotrichosis was confirned by means of fungal
culture, were eligible for thiz study. The medical procedures performed on the cats were
approved by the Animal Ethics Committee/Fiocruz.

Faor the sample collection, all the specimens were obtained from a single lesion per cat. In
cats presenting multiple lesions, the one with the largest diameter was selected for sample

collection.

Cytopathological examination

The CPT was based on analysis of triplicate impressiocn smears on a glass slide. The
glides were air-dred and then stained using the Quick Panoptic method (Instant Prov, Newprov,
Pinhaig, Brazil). Subsequently, all the slides were analyzed under an optical microscope at a
magnification of 1000X. The results were considered positive when at least one yeasi-like
structure suggestive of Sporofhrix spp. was detected®. These structures measured 3-5 pm in

diameter and were surrounded by a clear halo™.

Histopathology: Grocott silver stain

For the histopathological analysis, one fragment from the edge of the ulcer was obtained
through biopsy, using a punch of 4 mm, after sedation and local anesthesia. The biopsy
specimens were fixed in 10% formalin and then processed for routine paraffin embedding.
Tizgsue sections were subjected to G55, as described previously descﬁbeﬂ“, for further
examination at the Servigo de Anatomia Patoldgica, INIWFiocruz.

Cases were considered positive when yeast-like forms consistent with Sporothnx spp.
were found: round to oval or cigar-shaped yeasts, of about 2-6 pm, usually presenting

elongated buds with a namow base®.

Anti-Sporothrix sp. immunchistochemical analysis
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- Standardization of the ant-Sporothriv immunohistochemical assay for diagnosing
sporotrichosis in feline tissue

The procedures for preparing the antigen and producing anti-Sporothrix spp. antiserum
were as previously described™. The antiserum previously used for the anfi-Sporothrix
immunohistochemical analysis in dogs was produced following the same protocol. The
standardization of the assay in feline tissue was carried out based on what was previously
reported for canine sporotrichosis’™.

In order to standardize the immunohistochemical procedures, the runs were initially
performed uging positive control sections from cutansous lesions in cats with sporotrichosis that
had been confirmed through isolation of the fungus in culture. These sections were selected as
positive controls because they had presented moderate to high fungal burden on
histopathological analysis. The formalin-fixed paraffin-embedded samples were subjected to
histological sectioning on silanized slides, followed by deparaffinization and rehydration. The
following steps were then performed: inhibition of endogenous peroxidase using 30% hydrogen
peroxide in 40 mLM0D mL (viv) methanol sclution; blockage of non-specific binding by means of
normal swine serum (NCL-SSERUM, Nowvo Casira, Newcastle, UK) in 1.5% bovine serum
albumin (BSA) (1:20 dilution); followed by incubation in a solution of 0.1 g/mL milk powder in
3.0% BSA.

Thereafter, the histological sections were incubated owvernight in a moist chamber at 4°C
with anti-Sporothrix sp. antiserum in 1.5% BSA. Additional sections from the same samples
were used as negative controlz and then incubated with normal rabbit serum (X0902, Dako,
Carpinteria, CA, USA). The antiserum was initially titrated in order to assess its optimal dilution.
For this purpose, several histological sections were covered with serial dilutions (1:300, 1:2000,
1:4000 and 1:8000) of the anti-Sporothinx sp. antiserum.

Serial washes in Tris-buffered saline were performed and were followed by incubation
with a universal biotinylated secondary antibody and the sireptavidin—bictin—peroxidase
complex (LSAB+ System Kit KOG690, Dako, Carpinteria, CA, USA). The staining was developed
by using diaminobenzidine (SIGMAFAST™ 3 3'diaminobenzidine tablets, Sigma-Aldrich®, St
Louig, MO, USA] as the chromogen. The histological sections were counterstained with Mayer's

hematoxylin and dehydrated.
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The presence of brown stained yeast-like cells consistent with Sporothnx sp. was

evaluated through examination under a microscope.

- Siwdy of cases

After standardization of the assay and establishment of the optimal dilution of the
antiserum, the samples from the cats included in this analysis were subjected to histological
sectioning on silanized slides and to the same protocol as described above. For each run,

pogitive and negative controls were used.

Data analysis

The concordance between the GSS and |[HC techniques was assessed by using the
overall concordance, separately according to CPT results, takimg into consideration both
positive and negative concordance. Thus, the total number of positive and negative cases (a +
d) from both techniques (G35 and IHC) was divided by the total number of cats (a + b + ¢ + d).
Table 1 presents this analysis: (a + d¥{a + b + ¢ + d). Within each method, the cases were

analyzed blindly in relation to the results from the other two methods.

Table 1: Concordance between the Grocoft Silver Stain (GS5) and immunchistochemistry (IHC)
techniques, separately according to cytopathology (CPT) results, taking into consideration both

positive and negative concordance.

IHC-negative IHC-positive Total
555-negative a b a+b
GS5-positive c d c+d
Taotal a+c b+d a+b+c+d

http://mc.manuscriptcentral. com/jfms

57



41
242
243

261

Journal of Feline Medicine and Surgery

Results

Cne hundred and eighty-four cats were included in thiz study (Figes 1a, k). They were
mostly males (n=150; 81.5%), mixed-breed (n=152; 82.6%) and in good general condition
(n=143; 77.7%). The median age was 24 months.

[insert Figure 1a, b]

The standardization of the |HC assay for diagnosing feline sporotrichosis enabled
detection of brown-stained yeast-like cells in the positive control sections (Fig 2a), and the
optimal dilution of the anti-Sporothrix sp. antiserum was 1:4000. Mo staining was detected when
the anti-Sporothrix sp. antiserum was replaced with normmal rabbit serum in the negative
controls.

By means of the techniques evaluated here, yeastlike cells were detected in 168 cases
{91.3%) through G55, in 163 (85.3%) through IHC and in 160 (87_0%) through CPT. Combining
the three methods increased the sensitivity of the diagnosis to 98.3%. Concordance between
these techniques cccurred in 148 cases (80.4%) (Table 2): 144 of these were positive and four

were negative.

Table 2: Concordance between the technigues: cytopathology (CPT), Groeott silver stain (G55)

and immunechistochemistry (IHC).

IHC
CPT G55 Total
MNegative Positive
Megative 4 2 [
Megative'
Positive 5 13 18
Total 9 15 24
Negative 6 4 10
Positive T
Positive G 144 150
Total 12 148 160

http://mc.manuscriptcentral.com/jfms

58



262
263

267
268

281
282
283

201

Journal of Feline Medicine and Surgery

10

* CPT-negative: % concordance G55 ve_ IHC = 70.8%

T CPT-positive: % concordance G55 vs. IHC = 93.8%

The results from G55 and IHC agreed in 157 cases, while the results from CPT agreed
with G55 and IHC in 150 and 144 positive cases respectively. In the present study, G55 and
IHC were able to detect yeast-like cells in 18 and 15 cases respectively that tested negative
through CPT. Moreover, use of IHC made it possible to diagnose sporofrichosis in two cases
that tested negative through the two other techniques and in four cases that tested negative
through GS5. Figures 2b and 2c present the yeast-like cells of Sporothrix sp. in CPT and G55,
respectively.

[insert Figure 2a, b. ]

Discussion

In the present study, an immunochistochemical assay was standardized for detecting
yveast-like cells of Sporothrix sp. in tissue from cats for the first ime. Thiz method was further
compared with cytopathological analysis and GGS for diagnosing sporofrichosis in 184 cats,
using fungal culture as the reference standard. Evaluation of altemative tools for diagnosing
sporotrichosis is imperative, since fungal culturing is not always available.

The results described here show that CPT showed high sensitivity (87%) for detecting
yeastlike cells of Sporothric sp. in cytological preparations, as previously described®'s.
However, this method may present low specificity, and false positive cases have already been
identified in endemic areas, especially when the analysis is performed by an inexperienced
observer. On the other hand, sporofrichosis is not likely to be the first suspicion in non-endemic
areas, even in common clinical presentations. In addition, in these areas, the observers may not
be familiar with the visualization of the fungus, and the yeastlike cells of Sporoffirix sp. would
not be promptly identified through CPT. For this reason, histopathology may be the only
alternative for diagnosing sporofrichosis in these cases, since it enables retrospective analysis
of formalin-fixed paraffin-embedded tissues when the clinical suspicion of sporotrichosis is not

raized at the ime of the sample collection.
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The GSS presented high sensithity for detecing yeastike cells In histoiogical sections
from cats with sporoérchoels, 35 previously Tound by Miranda et al™. In redation to human and

gogs, G55 Is not considensd a highly sensive method for diagnasing sporoiichosis, Decause
the skin lesions In these species typically have low fungal bUrtens. In @ previous study on
canine spomirichosls'™, the sensitivity of 355 was §5.5% whle In relafion to human
Sporoirichosts, this sensiiiby was 25.3%".

In the presant study, this tachnigue fumed out 0 be more sansiive Man CPT and IHC.
SKIN lesions caused Dy Sporstviy In cats usually show high fungal burden and thus the yeast-
Ike cells are easlly found, Independenily of which method Is used. However, @ low fungal
burden has bean occasionaly described In cats with sporotnichass, especialy In animals with
localized lesions, and Tils may regresant an obstacs for Implementing he method. Addtionally,

GSS s ot speciic and may be used for detacting any fungal specias™
In this context, the IHC technique described hare enabled delection of yeastike cells

without requiring any kind of antigen retieval step, and even when a high diution of the ant-
Sporofirx sp. antserum was used. This technique |5 simpie and may be rapidly repoducibie In
other laboratories. IHC has dready been described 35 a useful fool for diagnosing
sporoirichosts In humans and dogs™™ with greafer sensivity In companson with G55
Maoreower, this memod ks considered t0 be more speciic, since detection of the agent is based
on antigen-antibody Hinging.

In e present study, GES presented betier performance than CPT and IHC. Although the
sersitivity of CPT was lower than that of G535 and 1HC, this method was posiive In SiX cases
that proved to be negative through the oiher two methods.

Combining CPT, GSS and IHC Increased the sensliivity of the agnosis, In comgparison
With each tachnique Individually. However, the overall concordance batween them was low In
the negative cases. Although analysis on the fungal burden was not the objective of this study, i
s Ity that the disagreemant bebween the methods cccummed In cases With low Tungal burden,
In which evalLation of diferent memods s particulary IMportant. Among the Inconciusive cases,
notably those presenting low fungal burden, confimation of e diagnosis by means of IHC,
which Is ganerally consigered 1o be more specilic, may be necessary. Furiher evaluation of the
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diferent methods shoukd be camied out considering the fungal burden, and Tis may be
particulary useful In cases In which yeas-Ike cslis are sCarte.
Importanty, it should be stated that 5. brasiensis, the most prevalent causatve spacies
of Teline sporoirichosis In Rio de Janeim, has also been descried as highly vinent, In
companson wilh ofer species within e Sparcéhri spp. complex. This has been comatated
with dssemination of the agent and with high fungal burden™. For this reason, the high fungal
bunden commanty cbeanved In skin lesions of cats with sporotrichosls from Rio de Jansin may
be expiained by the high prevalence of this spaces In Mat raglon. Within this comtext, infection
by less wirulent species Trom the Sporoéhtx complex could lead 10 lower fungal burden and o
diMcufties In diagnoeing this condiion. Histopathological analysis by means of hematooylin-
ecsin s1aining Is a decisive 100l and should be used by patologists for conducting case studies.
Therefore, In cases In which the histopathoiogical presentation is consistent with sporoirichosts
[suppurative granulomatous Inflammation), special histochemical stains Ike GSS for detecting
yeast-lke osils shoud be useg™. Immunonistochemical assay Is 3 sensive tool and thus
shouid be considerad an aternative In cases In which G55 is negative of INCONCUSHE.
ARhough the sensithvty of CPT was siightly Inferior to Tat of GSS and IHC, we songly
recommend that | shoukl be routinely used for presumpive diagnosing of feline sportnichosis

wihin velerinary practice, especially In epklemic o endemic shuations. This method Is
nexpensive, rapid and easy to use. Furthermore, It enables early reatment of cats, leading to

higher chances of cinical cure and consaqguent reduciion of Te sk of tansmission of
Sporofity 5pp. o humans and olher animals”.

Because of the high potentlal of cats for Fansmiting Spomirty spp. and 1he Inceasing
NUMbes of reports of sporoiichosis from dierent geographic areas, we highlight the
Importance of taking this diseass Into conslderation as 3 dfMarential dlagnosts I cases In which
the einical and nistopaihological presentation resambie Mat of SPOMDHIChOSs. N MEsE C35ES,
Investigation of e agert In histological sections I highy recommended. Immunchistochemistry
showed high sensiity for dagnosng feline sporDirkchosis and thus, s empioyment 35
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altemative should be consldered. The dfienent methods desoribed hare may lead 1o dagniosing

of aimost 100% of the cases. This emphasizes the Importance of thelr Impiementation as
reguiar tools, notably when fungal culture |s unavallable.
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Figure Legends

Figure 1. Feline sporoirichosts. & Cat presanting wicerated skin muttiple lesions In the forsimb
and face. b Lilcer on the bridge of the nose.

Figure 2 Skin of a ca with sporoirichosis. a: Dark-brown  Sporofiviy spp. yeasHike ceils
{amowes). Immunohisiochemisty (anti-Sporoffi: 5pp. antiserum, 1:4000% b: Impression smear
showing numemus ciger-shaped or oval yeastilke cells Wil 3 shgle round Pk MUCeus
sumounded by blue cyloplasm and 3 nonestaining cell wall, within macrophages and
extraceliular medium. Quick Panoptic stain; « High fungal load. Grocott siiver stain,

Journal of Feline Medicing and Surgery

Table 1: Concordance between the GEE and HC technigues, separalely eccording to CPT

ressuilis, taking Into consideration both posfive and negative concordanca.

IHC-negative HC-posve Told
GES negalve a b a+b
GSS-positve c d Cad

Toled B+C D+d B+bDs+Csd
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Table 2 Concortance between the fechnigues: cylopathoiogy (CPT), Grooot siver stain (555)
and Immunohistochemistry {IHC).

IHC
CPT G55 Total
Mgativa Positive
Hegathe 4 2 5
Hegative
Postive 5 13 13
Todal 3 13 24
Hegative 1 4 [}
Positive T
Postive 1 a4 150
Todal 12 145 180

" CRT-negalive” % concomance G55 vs. IHC = TOLE%

+ CPT-posilve: % concordance GS5 ve. IHC = 93.6%
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Figure 1. Feline sporotrichoss. a: Cat presenting uicerated skin multiple lesions in the foreimb ang face. b:
Ulcer on the bricge of the nose.
T7%x122mm (300 x 300 OFL)
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Figure 2. Skin of a cat with sporotrichosis. a: Dark-brown Sporothrnx spp. yeast-ike cells (amows).
Immunohistochemistry {anti-Sporothrix 5pp. antiserum, 1:4000); b: Impression smear showing numMercus
ogar-shaped or oval yeast-like cells with 2 singie round pink nudeus surrounded by blue cytoplasm and a
non-staining cell wall, wehin macrophages and extraceliular medium. Quick Panoptic stain; ¢: Migh fungal

ioad. Grocott silver stain.
77x141mm {300 x 300 DFT)
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5.2 Capitulo 2

MANUSCRITO 2 -

A influéncia do tratamento com itraconazol no diagndstico micoldgico e no controle da

carga fangica das lesdes cutaneas na esporotricose felina

O objetivo desse artigo foi descrever a quantificarcdo de estruturas
leveduriformes sugestivas de Sporothrix sp. de lesdes cutaneas felinas observadas no
exame citopatolégico corado pelo método pandtico rapido na consulta inicial (pré-
tratamento) e nas consultas de seqguimento (durante o tratamento). Adicionalmente, foi
descrito o tempo decorrido apds o inicio do tratamento antifungico no qual ndo foi mais

possivel o isolamento de Sporothrix sp. em meio de cultura.

Este artigo responde ao terceiro e quarto objetivos especificos desta tese.
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Abstract

Sporotrichosis is a fungal infection caused by species of Sporothrix complex,
and it affects both humans and animals. Skin lesions in cats carry a high fungal burden,
making the cat an important source of infection of this fungus. The zoonotic
transmission occurs mainly through scratch, bite or contact with exudate of sick cats.
Despite the importance of cats in the zoonotic transmission of Sporothrix, little is
known about the possibility of isolation of this fungus from the skin lesions during
antifungal treatment. The purpose of this study was to evaluate os exames micologicos
and quantificar in cytopathological examination from ulcerated skin lesion during the
treatment with itraconazole na esporotricose felina. All cats included presented
ulcerated skin lesions which from the isolation of the fungus in culture media was
conducted and were treated with oral itraconazole (100 mg/cat/ 24 hours). The median
of the fungal load detected before the outse of the antifungal treatment was higher
(pmw=0.013) in cats in which there was a persistence of the cutaneous lesion
(Med=98.6) in comparison to those in which healing of the lesion was observed
(Med=15.0). The median of the fungal load was zero after two weeks of treatment. This
suggests a potential reduction in the fungal load and in consequence, a decrease in the
risk of transmission of Sporothrix from cats to humans and other animals. These
findings stress the importance of the early treatment in feline sporotrichosis for
controlling the transmission of the fungus to humans, dogs and cats, thus supporting the
control of the epidemic. However, the risk of transmission of Sporothrix sp. from cats

with persistent lesions under antifungal treatment should not be rulled out.
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Introducéo

A esporotricose é uma infeccdo fangica causada por fungos termodimérficos do
complexo Sporothrix schenckii e apresenta distribuicdo geografica mundial com relatos
em todos os continentes. (Chakrabarti et al., 2015). A doenca afeta humanos e uma
variedade de animais, especialmente os gatos. (Pereira et al., 2014). A transmissao
zoonotica ocorre principalmente através de arranhadura, mordedura ou contato com o
exsudato das lesdes de gatos doentes (Barros et al., 2011), os quais geralmente

apresentam uma elevada carga fungica em suas lesbes cutaneas (Miranda et al., 2013).

A esporotricose felina apresenta um amplo espectro de manifestagdes clinicas, que
pode iniciar de forma subclinica e evoluir para lesGes cutaneas mudltiplas e
comprometimento sistémico fatal. A maioria das manifestacfes clinicas em gatos sdo
multiplas lesdes na pele podendo ser encontrados em trés ou mais sitios anatdbmicos néo
contiguos, comumente na regido da cabeca, principalmente no nariz. (Gremido et al.,

2015).

A emergéncia da esporotricose ganhou importancia ha duas décadas devido a
mudancas na epidemiologia, distribuicdo e maltiplos surtos (Chakrabarti et al., 2015).
Desde 1998, uma epidemia de esporotricose é descrita no Rio de Janeiro, Brasil
(Gremido et al., 2015) e S. brasiliensis é a espécie mais prevalente em humanos e gatos.
(Rodrigues et al., 2013). De 1998 a 2012, 4,120 casos felinos foram diagnosticados no
Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas (INI)/Fundagdo Oswaldo Cruz
(Fiocruz), centro de referéncia no diagnostico e tratamento da esporotricose no Brasil
(Gremido et al., 2015). Além disso, muitos dos casos dessa epidemia relatados sdo por
transmissdo de gatos doentes, 0 que enfatiza a importancia desses animais na cadeia

epidemioldgica desta micose. (Pereira et al., 2014). Apesar da importancia dos gatos na



73

transmissdo zoondtica de Sporothrix sp., pouco se conhece sobre a possibilidade do
isolamento do fungo de lesBes cutaneas durante o tratamento antifngico. O padrdo de
referéncia para o diagnostico da esporotricose felina é o isolamento de Sporothrix sp.
em meio de cultura (Rippon,1988). Entretanto, apesar da alta sensibilidade neste
método diagnostico, em casos felinos o tempo requerido para obtencdo dos resultados

para esta pode levar até quarto semanas. (Silva et al., 2015).

O exame citopatoldgico (CPT) pode ser usado no diagnostico presuntivo da
esporotricose felina apresentando uma boa sensibilidade. E um método amplamente
utilizado para diagnosticar e/ou diferenciar doencas infecciosas, inflamatorias,
proliferativas e neoplasicas (Cowell, 2008). Em um estudo recente conduzido por esta
mesma instituicdo, 806 gatos com esporotricose foram avaliados e observou-se a
sensibilidade de 78.9%. Também, Silva e colaboradores (2015) demonstraram que a
sensibilidade do exame citopatol6gico comparada com a cultura fungica foi considerada
satisfatoria (84.9%). Analises de exsudato de lesbes de pele ulceradas de gatos
infectados com Sporothrix sp. geralmente revelam numerosas estruturas ovaladas ou
fusiformes (em forma de charuto), apresentando entre 3-5 um de didmetroe 5a 9 u de
largura com um halo ao redor, livres ou no interior de macrofagos (Pereira et al., 2011).
No entanto, ndo ha relatos na literatura sobre a quantificacdo de estruturas
leveduriformes nas lesBGes cutaneas em gatos antes e durante o tratamento antifungico. O
objetivo desse estudo foi verificar a influéncia do tratamento antifungico no diagnostico

da esporotricose e no controle da carga fungica nas leses cutaneas.
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Materiais e Métodos
- Populagéo do Estudo

Foram incluidos neste estudo 74 gatos apresentando lesbes cuténeas ulceradas,
das quais foi realizado o isolamento de Sporothrix sp. em cultura, e que apés o
diagnéstico foram submetidos ao tratamento sistémico com itraconazol oral 100
mg/gato/a cada 24 horas. Os gatos foram atendidos no periodo de janeiro de 2013 a
janeiro de 2015 no Laboratério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em Animais
Domeésticos (Lapclin-Dermzoo)/Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas
(INI)/Fundagdo Oswaldo Cruz (Fiocruz), Rio de Janeiro, Brasil. Os animais que
receberam qualquer tratamento antifdngico prévio ndo foram incluidos no estudo. Os
procedimentos realizados nesse estudo foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso

de Animais (CEUA)/ Fiocruz (L69/2012).

- Avaliacéo Clinica

Os gatos foram submetidos a exame clinico geral e dermatoldgico, quando foram
avaliados: estado geral, lesGes (tipo, localizacdo e nUmero), sinais extracutaneos, e
tempo de evolucdo dos sinais clinicos antes da consulta inicial. De acordo com a o
namero e a distribuicdo das lesdes cutaneas, os gatos foram divididos em trés grupos:
L1, L2 e L3. No grupo L1, foram incluidos os gatos que apresentaram lesdo (6es) em
apenas uma localizagcdo anatbmica; no grupo L2, aqueles que apresentaram lesdes em
duas localizagdes nédo contiguas; e no grupo L3 os que exibiram lesGes em trés ou mais

localizag¢Ges ndo contiguos (Schubach et al., 2004).
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- Exame citopatoldgico (CPT)

Para o exame citopatoldgico foram utilizadas laminas de microscopia,
previamente limpas e secas. O procedimento de coleta das amostras consistiu em trés
impressdes sequenciais da lamina sobre a lesdo preferencialmente a de maior diametro.
A lamina foi corada pelo Pandtico rapido (Instant Prov; Newprov), uma coloracdo do
tipo Romanowsky seguindo as instrucfes do fabricante. As laminas foram analisadas em
microscopio Optico na objetiva de imersdo de 100x. O resultado foi considerado
positivo quando pelo menos uma estrutura leveduriforme sugestiva de Sporothrix sp. foi
observada. A carga fangica foi determinada por meio da média do nimero de estruturas
leveduriformes observadas em trés campos microscopicos (100x), de cada uma das trés

impressodes.

- Cultura micoldgica (CM)

Concomitantemente, foi realizada a coleta do material da mesma lesé@o ulcerada
utilizando um swab estéril para a cultura fangica. As amostras foram semeadas em agar
dextrose Sabouraud com cloranfenicol e agar Mycobiotic agar (Difco), incubados a
25°C e observados por 4 semanas. Os isolados foram repicados em meio agar Batata
Dextrose a 25°C e o dimorfismo foi demonstrado pela conversdo a 37°C em meio Agar

Infusdo de Cérebro e Coracdo (BHIA) (Rippon, 1988).

- Seguimento dos pacientes

As consultas de seguimento foram realizadas a cada quatro semanas durante 12

semanas de tratamento antifingico com itraconazol, quando as seguintes variaveis
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foram avaliadas: a presenca ou cicatrizacdo de lesdes cuténeas ulceradas, os resultados
da cultura micologica e do exame citopatologico. O protocolo previamente descrito foi
novamente empregado para coleta do exsudato da mesma lesdo ulcerada investigada no
primeiro atendimento. Nas lesdes nas quais foi observada a cicatrizacdo, a coleta nao foi

realizada.

Os gatos sob tratamento antifingico que ndo compareceram as consultas de
seguimento foram excluidos do estudo. Os pacientes nos quais a cura clinica ndo
ocorreu durante o periodo de seguimento aqui descrito permaneceram em
acompanhamento clinico e terapéutico no Lapclin-Dermzoo. Ao fim do tratamento com

itraconazol, o desfecho dos gatos foi descrito (cura clinica, faléncia terapéutica e 6bito).

- Analise estatistica

Os dados foram armazenados e analisados no programa Statistical Package for

Social Sciences (SPSS), verséao 16.0.

Para verificar se a associacdo entre as variaveis categoricas foi significante, foi
realizada a andlise dos dados pelo teste de independéncia qui-quadrado de Pearson (pe).
Para tabelas constituidas pelo cruzamento de variaveis com apenas duas categorias
(2x2) em que pelo menos uma das casas apresentou valor inferior a 5, o teste exato de

Fisher (pg) foi utilizado.

Os testes de Kruskall-Wallis (pkw) € Mann-Whitney (pmw) para testes néo-
paramétricos foram utilizados para verificar a correlacdo entre as variaveis categoricas e

continuas ndo pareadas. O teste de Wilcoxon (pw), para analise de amostras pareadas,
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foi utilizado para verificar a existéncia de correlacdo entre as categorias das diferentes

variaveis estudadas e a carga fungica ao longo do tempo de tratamento investigado.

Em todas as analises descritas, um p-valor < 0,05 foi utilizado na indicacdo de

associacéo estatisticamente significante.

Resultados

Setenta e quatro gatos com esporotricose foram incluidos no estudo A maioria dos
pacientes era macho (67,6%), sem raca definida (95,9%) e se encontrava em bom estado
geral (87,8%). A idade mediana dos gatos foi 24 meses (6-96 meses; n=69) e 0 tempo
mediano decorrido entre a observacao do inicio das lesdes cutaneas e a consulta inicial
foi 8 semanas (2-48 semanas). Sinais respiratérios foram observados em 24 gatos
(32,4%), dos quais os mais frequentes foram espirros e rinorréia (n=19; 79,2%). Sinais
extracutaneos ndo respiratérios foram observados em 57 (77%) animais, sendo o
aumento do linfonodo regional o mais frequente (n=30; 40,5%). Vinte e cinco gatos
(33,8%) foram classificados como pertencentes ao grupo L1, 19 (25,7%) ao L2, e 30

(40,5%) ao L3.

De acordo com os resultados do exame citopatoldgico e da cultura micoldgica ao
longo do tratamento com itraconazol, observa-se que a positividade nos dois métodos é
inversamente proporcional ao tempo de tratamento (Tabela 1). Em relacdo a primeira
revisao (T1), o percentual de resultados falso positivos no exame citopatoldgico foi
53,3% e o de falso negativos foi 29,4%. Na segunda (T2) e terceira (T3) revisdes nao
houve casos falso positivos, entretanto, resultados falso negativos foram observados em

dois e quatro casos, respectivamente.
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Tabela 1. Resultados dos exames micoldgicos de lesdes cutaneas ulceradas de

gatos com esporotricose antes e durante o tratamento com itraconazol.

Gatos com lesdes cutaneas ulceradas

Periodo de tratamento em meses (T)

TO T1 T2 T3

(n=74) (n=32) (n=13) (n=12)

+ 65 20 4 3

Exames EC - 9 12 9 9
micolégicos

+ 74 17 6 7

CM - 0 15 7 5

CM — CULTURA MICOLOGICA

EC — EXAME CITOPATOLOGICO

A tabela 2 descreve a variagdo da carga fungica ao longo do tratamento
antiflingico, desde a primeira consulta até a 12% semana de tratamento. Em relagdo ao
CPT antes do inicio do tratamento (T0), os animais do grupo L3 apresentaram uma

maior carga fungica quando comparados aos grupos L1 (pmw=0,03) e L2 (pmw=0,03).
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Tabela 2: Correlacdo da quantificacdo de leveduras no exame citopatologico de acordo
com a distribuicdo das lesdes em grupos dos gatos com esporotricose antes e durante o

tratamento com itraconazol.

Quantificacdo de estruturas

leveduriformes

Grupos

Periodo de tratamento em meses (T)

TO T1 T2 T3

N 25 9 4 4

L1 Mediana 9 2,0 ,0 ,0
Min-Max 0-298 0-50 0-1 0-21

N 19 8 1 1

L2 Mediana 8,3 5 ,0 ,0

Min-Max 0-323 0-17 0 0

N 30 15 8 7

L3 Mediana 76 1 ,0 ,0

Min-Max 2-413 0-15 0-5 0-11
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A reducdo da carga fungica ao longo do tratamento ocorreu nos trés grupos
estudados, sendo essa reducdo significativa tanto entre a primeira coleta (antes do
tratamento antifingico) e a primeira revisdo (pw < 0,001), quanto entre a primeira

revisdo e a segunda revisdo (pw= 0,003).

Apols 12 semanas de tratamento antifingico, 62 gatos (83,8%) apresentaram a
lesdo cutanea ulcerada avaliada cicatrizada e em 12 pacientes foi observada a
persisténcia da lesdo. A maioria das lesbes estudadas (n=42, 56,8%) cicatrizaram em até
um més de tratamento com itraconazol. A mediana da carga fungica observada antes do
inicio do tratamento antifingico foi maior (pmw = 0,013) nos gatos nos quais foi
observada a persisténcia da lesdo (Med=98,6) em relacdo aqueles em que houve

cicatrizacdo (Med=15,0).

Dentre os gatos nos quais houve persisténcia da lesdo (n=12), a mediana da
carga fungica foi zero ap6s 12 semanas de tratamento com itraconazol em todos 0s
grupos estudados e 0 nimero maximo de estruturas leveduriformes observadas no CPT

foi 21.

Dentre os 74 gatos estudados, em 57 (77,0%) houve cura clinica. A faléncia
terapéutica foi observada em 14 casos (18,9%) e um caso houve 6bito ndo relacionado a
esporotricose (1,35%). A perda de seguimento terapéutico ocorreu em dois casos. A
mediana da carga fungica observada antes do inicio do tratamento antifungico e na
primeira consulta de revisdo foi maior (pmw = 0,022 e pmw < 0,001 ) nos gatos em que
houve faléncia terapéutica (Med=100,0) em relacdo aqueles nos quais foi observada a

cura clinica (Med=13,6).

A proporgdo de casos nos quais houve cicatrizagao e de casos negativos tanto na

cultura micolégica quanto ao exame citopatoldgico ao longo do periodo de tratamento
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analisado foi superior (pp, < 0,001) em todas as revisdes nos gatos que evoluiram para a

cura clinica em relacdo aqueles que evoluiram para a faléncia terapéutica (Tabela 3).

Tabela 3: Relacdo dos resultados dos exames micoldgicos (exame citopatologico e
cultura) ao longo do tratamento com o desfecho dos gatos (cura clinica e faléncia

terapéutica).

Desfecho apds 12 semanas

Seguimento Exame Resultado
Alta Faléncia

+ 7 10
Cultura micolégica

- 12 1

Primeira Revisao + 8 10
Exame citolégico

- 11 1

Cicatrizagao 38 3

+ 1 5
Cultura micoldgica

- 2 3

Segunda Revisao + 0 4
Exame citoldgico

- 3 4

Cicatrizagao 54 6

+ 0 7
Cultura micoldgica

- 1 3

Terceira Revisao + 0 3
Exame citoldgico

- 1 7

Cicatrizagao 56 4
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Discussao

O presente estudo apresenta, pela primeira vez, 0 acompanhamento seriado com a
utilizacdo de dois métodos de diagnostico micologico em lesdes cutaneas ulceradas
causadas pelo Sporothrix sp. em gatos ao longo do tratamento sistémico/oral com
itraconazol 100mg/gato/dia, visando a verificacdo da influéncia do tratamento

antifungico no diagndstico da esporotricose e no controle da carga fungica.

Apo0s o inicio da administracdo do itraconazol, farmaco de elei¢cdo no tratamento
da esporotricose, é esperada a reducdo na carga flngica e a consequente cicatrizacao das
lesBes cuténeas. Entretanto, tém sido descrito casos felinos refratarios & monoterapia
com esse azolico no Rio de Janeiro, com persisténcia de lesGes cutdneas nas quais o
Sporothrix sp. foi isolado (Gremido et al., 2009; Gremi&o et al., 2011; Gremido et al.,
2015). Nossos resultados demonstram que o tratamento com itraconazol levou a
reducdo da carga fungica nas lesdes cutaneas ulceradas, independente da distribuicdo e
ndmero das mesmas nos gatos, assim como a auséncia de crescimento fungico na
cultura em um grande numero de lesdes cutneas. Apds um més de tratamento
antifingico, observou-se cicatrizagdo em mais da metade das lesdes estudadas e, dentre

as lesdes ndo cicatrizadas, a cultura micoldgica foi negativa em mais de 50% dos casos.

Os resultados falso positivos observados no exame citopatoldgico, apos o
primeiro més de tratamento antifingico podem estar relacionados a observacdo de
artefatos (como precipitados de coloracdo) e debris celulares ou a contaminagdo da
cultura (Silva et al., 2015; Pereira et al., 2011). Além disso, 0 comprometimento do
crescimento fangico em cultura pode ocorrer devido a introdugdo do itraconazol ou a
coleta e transporte da amostra inadequados . Por outro lado, a ocorréncia de casos falso

negativos pode estar relacionada a reducdo significativa da carga fungica observada
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neste periodo. Desta forma, a utilizacdo de mais de um metodo de diagnostico é
importante para a confirmacdo do diagnostico em gatos recebendo tratamento

antifungico.

A avaliacdo da carga fungica nas lesbes cutaneas ulceradas antes do inicio do
tratamento antifungico demonstrou que gatos com multiplas lesdes (grupo L3)
apresentam maior carga fungica, conforme previamente descrito por outros autores
(Silva et al., 2015; Miranda et al., 2013), o que pode indicar uma incapacidade do

sistema imune do gato frente a multiplicacdo do Sporothrix sp.

De fato, de acordo com modelos experimentais, a eficiéncia da resposta imune
frente ao fungo interfere no controle da carga fungica (Miyaji & Nishimura, 1982;
Mohri, 1987; Pen-Cheng et al., 1993). Em seres humanos e cées, a ocorréncia de lesdes
cutdneas com carga fungica elevada estd geralmente associada a fatores
imunossupressores, como desnutricdo, uso de corticosterdides e a presenca de doencas
concomitantes, especialmente as que causam imunodeficiéncia, como a AIDS (Rocha et
al., 2001; Carvalho et al., 2002; Schubach et al., 2006; Bernstein et al., 2007; Cafarchia

et al., 2007).

Recentemente, Miranda e colaboradores (2015) observaram que a intensidade da
carga fingica em gatos com esporotricose parece estar associada a diferentes padrdes de
resposta imune, e que lesGes com carga fungica elevada apresentam geralmente uma
resposta inflamatoria pouco organizada. Ressalta-se que formas graves da doenca,
associadas a lesbes com grande quantidade de leveduras sdo frequentes em gatos,
independentemente da coinfecgdo com retrovirus felinos, sabidamente causadores de
imunossupressdao (Miranda et al., 2015). Contudo, a influéncia de outros fatores

imunossupressores ndo pode ser descartada nesses animais, uma vez que Seu status
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imunolodgico é desconhecido. No presente estudo, gatos com multiplas lesdes cutaneas e
com maior carga fangica tenderam a apresentar lesdes persistentes e faléncia
terapéutica. Uma vez que o balanco adequado da resposta imune parece estar associado
a lesbes mais localizadas e com menor carga fungica, a manutencdo de um bom estado
geral pode contribuir para maior chance de cicatrizacdo e de cura clinica, com
consequente controle da transmissdo (Miranda et al., 2015).

Neste estudo, a avaliacdo do exame citopatoldgico e da cultura fingica durante o
tratamento demonstrou que a positividade nos dois métodos até o terceiro més de
tratamento pode estar associada a um desfecho negativo nesses animais. Desta forma, o
acompanhamento das lesBes cutaneas com base nos resultados dos testes de diagnostico
pode ser indicativa de animais refratarios ao itraconazol, de modo que alternativas
terapéuticas devem ser consideradas. Neste contexto, o exame citopatoldgico é um
método de baixo custo e de facil execucdo e pode ser implementado rotineiramente por
veterinarios clinicos para avalia¢do do tratamento antifungico.

A diminuicdo significativa da carga fungica em todas as lesdes aqui estudadas,
incluindo as persistentes e aquelas em gatos cujo desfecho final foi a faléncia
terapéutica, sugere que gatos sob tratamento antifungico podem ndo representar um
papel central na cadeia de transmissdo do Sporothrix sp., mesmo aqueles que
apresentavam elevada carga fungica inicialmente. A reducdo marcante da quantidade de
estruturas leveduriformes observada apds o primeiro més de tratamento com o

itraconazol indica que a reducéo do potencial zoondético pode ocorrer precocemente.

Estes achados confirmam a importancia da instituicdo precoce do tratamento
antifungico nos casos de esporotricose felina como medida de controle da transmisséo
do Sporothrix sp. para seres humanos, cdes e outros gatos, contribuindo desta forma

para o controle da epidemia. Paralelamente, o acompanhamento das lesGes cutaneas
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durante o tratamento com itraconazol em gatos com esporotricose deve ser considerado

como um parametro para a avaliacdo da resposta terapéutica.
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6. DISCUSSAO

Nesse estudo foi realizado de forma pioneira a padronizacdo da reagdo de
imuno-histoquimica para deteccdo de estruturas leveduriformes de Sporothrix sp. em
tecido cutdneo de gatos e a comparagdo deste método com o CPT e IPG no
diagnédstico da esporotricose em 184 gatos, utilizando a cultura micolégica como
padrdo de referéncia. Adicionalmente, e também de forma inédita, foi feito o
acompanhamento seriado de lesdes cutaneas ulceradas causadas pelo Sporothrix sp.
em gatos durante o tratamento sistémico com itraconazol, por meio de dois métodos de
diagnédstico micoldgico, para verificacdo da influéncia do tratamento antifingico no
diagnostico da esporotricose e no controle da carga fungica.

A IHQ é um método de diagnostico simples, rapido e reprodutivel em outros
laboratérios. E descrita como uma ferramenta (til para o diagndstico da esporotricose
humana e canina (MARQUES et al., 1992; MIRANDA et al., 2011). Em nosso estudo
a sensibilidade desta técnica foi alta (88,3%), entretanto, ndo encontramos outros
trabalhos que avaliaram a IHQ na esporotricose felina. A sensibilidade dessa técnica
no diagnostico da esporotricose em cdes foi 65,5% (MIRANDA et al., 2011), inferior
a descrita neste estudo, o que pode ser explicado pela maior carga fangica geralmente
encontrada nas lesdes cutdneas felinas em relacdo as lesbes em cdes. A IHQ se
mostrou uma alternativa sensivel e mais especifica porque foi capaz de detectar o
agente etiologico baseado na ligacdo antigeno-anticorpo. Leveduras de Sporothrix sp.
sdo facilmente detectadas no exame microscopico porque adquirem uma coloragao
acastanhada que contrasta com a coloracdo azulada do tecido. Dessa forma, deve ser
considerada como uma alternativa, sobretudo em casos em que 0s outros metodos de

diagnostico foram negativos ou inconclusivos.
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Em comparacdo com a IPG, segundo Miranda e colaboradores (2011), a IHQ
foi mais sensivel na deteccdo de Sporothrix sp. em lesdes de esporotricose canina. Um
achado também descrito na esporotricose humana por MARQUES et al. (1992).
Diferentemente de Moskowitz e colaboradores (1986) que ndo observaram diferenca
na sensibilidade entre o IPG e a IHQ.

Nos ultimos anos, o CPT tem sido fortemente indicado no diagnostico da
esporotricose felina, principalmente em regides onde ocorrem epizootias, em virtude
de ser um método sensivel, pratico, rapido e barato (PEREIRA et al., 2011; SILVA et
al., 2015). A sensibilidade deste método para deteccdo de estruturas leveduriformes
compativeis com Sporothrix sp. varia de 78,9 a 84,9% (PEREIRA et al., 2011; SILVA
et al., 2015). Em nosso estudo, o CPT apresentou uma sensibilidade similar as
descritas previamente, até porque a populacdo de gatos incluida nos estudos foram
provenientes da mesma regido. Contudo, esse método pode apresentar baixa
especificidade, uma vez que casos falsos positivos foram descritos, principalmente
qguando a leitura das laminas for realizada por observadores com menor experiéncia
(SILVA et al., 2015). Isto é particularmente importante em areas ndo endémicas, onde
a esporotricose ndo é frequentemente descrita e a suspeita dessa doenca pode ndo ser
considerada inicialmente, mesmo em quadros clinicos compativeis.

Em areas ndo endémicas, o exame histopatoldgico pode ser uma alternativa para
o diagndstico da esporotricose felina, pois permite a realizacdo de exame de forma
retrospectiva e pode ser empregada quando a suspeita clinica de esporotricose ndo foi
considerada no momento da realizagdo da biopsia.

Diferente do que ocorre na esporotricose felina, em seres humanos e cées, 0
método histolégico com o uso da IPG ndo apresenta sensibilidade elevada, uma vez que

nessas espécies, a quantidade de estruturas leveduriformes nas lesbes cutaneas
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geralmente é escassa. Em um estudo realizado em caes com esporotricose apresentando
lesbes cutaneas, MIRANDA e colaboradores (2011) descreveram sensibilidade de
43,7% com a utilizacdo desta técnica. Em humanos, a sensibilidade deste método foi

35,3% em estudo realizado por Quintella e colaboradores (2011) em 119 pacientes.

A ocorréncia de lesdes cutaneas com carga fangica elevada em seres humanos e
cdes, estd geralmente associada a fatores imunossupressores, como desnutricdo, uso de
corticosteroides e a presenca de doencas concomitantes, especialmente as que causam
imunodeficiéncia, como a AIDS (ROCHA et al.,, 2001; CARVALHO et al., 2002;

SCHUBACH et al., 2006; BERNSTEIN et al., 2007; CAFARCHIA et al., 2007).

Os gatos apresentam elevada susceptibilidade para aquisicdo da infeccdo por
Sporothrix sp., em virtude dos seus habitos e da alta viruléncia do patdgeno, o que
determina a complexa interacdo patégeno-hospedeiro-ambiente e a manutencdo da
epidemia (MONTENEGRO et al.,, 2014). Sendo assim, nestes animais, as lesdes
cuténeas de causadas pelo Sporothrix sp. frequentemente apresentam alta carga fungica
e desta forma, as estruturas leveduriformes s&o visualizadas mais facilmente,
independentemente do método utilizado. MIRANDA e colaboradores (2013) detectaram
este fungo em 79 casos felinos (94.0%) pela técnica da IPG e um alto percentual foi
observado em lesdes de gatos apresentando multiplas lesdes cutaneas. Entretanto, em
alguns casos, a baixa carga fungica é descrita, sobretudo em gatos com poucas lesdes

(MIRANDA et al., 2013) e pode representar um obstaculo a performance deste método.

A combinagdo das trés técnicas estudadas - CPT, IPG e IHQ - elevou a
sensibilidade do diagnostico da esporotricose felina em relagdo ao uso das mesmas
técnicas isoladamente. A IPG mostrou-se discretamente mais sensivel (91,3%) do que a

IHQ, obtendo um melhor desempenho quando comparada as outras técnicas. Ressalta-
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se, contudo, que a combinacgdo das técnicas IPG e IHQ foi capaz de diagnosticar um
numero maior de casos do que em cada uma isoladamente e a concordancia entre 0s trés
testes foi baixa nos casos negativos. E possivel que a discordancia entre as técnicas
tenha ocorrido em casos com baixa carga fungica, os quais de fato, representam maior
dificuldade para o diagndstico e para os quais a avaliacdo destas técnicas e a sua
disponibilidade torna-se particularmente util. Em casos inconclusivos, notadamente
aqueles com baixa carga fungica, a confirmacdo com a IHQ, que é um método mais

especifico em virtude da ligacdo antigeno-anticorpo, pode ser Util.

A CPT, IPG e IHQ apresentaram elevada sensibilidade para o diagndstico da
esporotricose, com magnitude de diferencas bem parecidas. Embora a sensibilidade do
CPT tenha sido levemente inferior a IHQ e IPG, recomendamos fortemente seu uso
rotineiro para o diagnostico da esporotricose felina, principalmente em situacfes de
epizootia. A rapidez, praticidade e baixo custo deste método proporcionam em caso de
positividade a instituicdo do tratamento antifingico precoce nos gatos, o que pode por
consequéncia aumentar as chances de cura clinica e reduzir o risco de transmissdo de
Sporothrix sp. para humanos e outros animais. E, considerando o alto potencial dos
gatos na transmissdo desse fungo e o aumento da descri¢do da doenca em diferentes
regides geograficas, é importante que a esporotricose seja considerada como diagndstico
diferencial em quadros clinicamente compativeis e diante de lesdes granulomatosas
supurativas. Nestes casos, a investigacdo de estruturas leveduriformes em cortes
histologicos é altamente recomendada e a disponibilidade das técnicas descritas neste
estudo pode garantir o diagnostico de quase 100% dos casos, mesmo que houvesse a

impossibilidade da realizacdo da cultura fungica.

Uma das lacunas no estudo da esporotricose felina diz respeito a escassez de

trabalhos sobre a quantificacdo da carga fungica nas lesdes cutaneas. Sabe-se que de
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uma forma geral esta espécie animal apresenta uma carga fungica superior a encontrada
nos seres humanos e cées. Entretanto, apenas um estudo até 0 momento quantificou as
estruturas leveduriformes presentes nas lesbes cutaneas felinas por meio de
histopatologia utilizando a IPG (MIRANDA et al., 2013), demonstrando que os gatos
com lesdes cutaneas localizadas em trés ou mais sitios anatbmicos apresentavam uma
maior carga flngica. Tal fato esta diretamente relacionado com o nimero de neutrofilos
observados na lesdo (MIRANDA et al., 2013; MORGADO et al., 2011), numa relacéo
inversa, ou seja animais com alta carga fungica apresentam uma menor intensidade de

neutrofilos.

A ndo existéncia de dados na literatura a respeito do isolamento do Sporothrix sp.
apos o inicio do tratamento antifungico, assim como a quantificacdo da carga fngica ao
longo deste, representam outras lacunas no conhecimento dessa micose. A auséncia
desses dados foi um dos motivos para realizacdo deste estudo, mesmo sabendo das
dificuldades e limitacGes, dentre as quais destacamos: o acompanhamento clinico e
laboratorial de um grande nimero de gatos, as diferentes apresentacdes clinicas dos
gatos, a realizacdo de diferentes técnicas de diagnostico e a dependéncia da adesdo do

responsavel pelo gato para realizacdo dos procedimentos do estudo.

O desconhecimento sobre o percentual de isolamento do Sporothrix sp. em gatos
com suspeita de esporotricose, que ao procurarem atendimento clinico em um servico
veterinario ja se encontrem sob tratamento antifungico empirico, fato relativamente
comum em areas de epizootia, pode em muitas ocasibes levar a resultados falso
negativos; pois conforme foi demonstrado em nosso estudo, em alguns casos, apos um
més de tratamento com itraconazol, ndo € mais possivel isolar o fungo, entretanto, o

gato ainda apresenta lesdes. O mesmo raciocinio pode ser feito em relacdo ao CPT.
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A diminuicdo significativa da carga fungica nas lesbes cutaneas, incluindo as
persistentes e aquelas em gatos cujo desfecho final foi a faléncia terapéutica, sugere que
gatos sob tratamento antifungico podem néo representar um papel central na cadeia de
transmissdo do Sporothrix sp., mesmo aqueles que apresentavam elevada carga fungica
inicialmente. A reducdo marcante da quantidade de estruturas leveduriformes observada
apos o primeiro més de tratamento com o itraconazol indica que a reducgédo do potencial

zoonotico pode ocorrer precocemente.

Recentemente, MIRANDA e colaboradores (2016) observaram que a intensidade
da carga fingica em gatos com esporotricose parece estar associada a diferentes padrdes
de resposta imune, e que lesGes com carga fungica elevada apresentam geralmente uma
resposta inflamatdria pouco organizada. Ressalta-se que formas graves da doenca,
associadas a lesdes com grande quantidade de leveduras sdo frequentes em gatos,
independentemente da coinfeccdo com retrovirus felinos, sabidamente causadores de
imunossupressdao. Os gatos com multiplas lesdes cutaneas e com maior carga fungica
tenderam a apresentar lesdes persistentes e faléncia terapéutica. Uma vez que o balanco
adequado da resposta imune parece estar associado a lesdes mais localizadas e com
menor carga fungica, a manutencdo de um bom estado geral pode contribuir para maior

chance de cicatrizacao e de cura clinica, com consequente controle da transmissao.

Deve-se ressaltar que a espécie reconhecida como agente etiolégico da
esporotricose felina no Rio de Janeiro, S. brasiliensis, é descrita como mais virulenta
em relacdo a outras especies do complexo Sporothrix sp. e associada a disseminagédo
pelo organismo e carga fungica elevada (ALMEIDA-PAES et al., 2015). Desta forma, a
alta frequéncia de lesdes em gatos com carga fangica elevada descrita nessa micose no
Rio de Janeiro, pode ser explicada parcialmente pela prevaléncia deste agente nesta

regifo. E importante considerar que a infeccdo por espécies menos virulentas podem
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ndo levar a carga fungica elevada, dificultando o diagnostico, conforme mencionado

anteriormente.

Neste estudo, a avaliacdo das lesbes de esporotricose felina ao longo do
tratamento confirma a importancia da instituicdo precoce da terapia antifungica como
medida de controle da transmissdo do Sporothrix sp. para seres humanos, caes e gatos,
contribuindo desta forma para o controle da epidemia. Paralelamente, este
acompanhamento pode ser considerado como um dos pardmetros para a avaliacdo da

resposta terapéutica.
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7. CONCLUSAO

- A padronizacao da reacdo de imuno-histoquimica detectou estruturas leveduriformes
de Sporothrix sp. em cortes histoldgicos de lesdes cutaneas de gatos na diluicdo de
1:4000 do soro policlonal anti-Sporothrix sp.

- Em relacdo a sensibilidade das técnicas avaliadas no diagndstico da esporotricose
felina, a IPG foi a mais sensivel, seguida pela IHC e pela CPT. E a combinacdo dessas
trés técnicas - CPT, IPG e IHC - elevou a sensibilidade do diagnostico em relacdo ao
uso das mesmas técnicas isoladamente.

- Os gatos do grupo L3 apresentaram uma carga fangica maior quando comparados aos
gatos dos grupos L1 e L2. A reducdo gradual da carga fungica foi observada no CPT
apos o primeiro més de tratamento com o itraconazol.

- A carga fungica observada antes do inicio do tratamento antifingico foi maior
naqueles que apresentaram o desfecho de faléncia terapéutica. Apds um més de
tratamento, a cicatrizacdo ou auséncia do crescimento de Sporothrix sp. ocorreu na

maioria das lesfes cutaneas estudadas.
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9. ANEXO 1

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

INSTITUICAO: INSTITUTO DE PESQUISA CLINICA EVANDRO CHAGAS /
IPEC - FIOCRUZ

Coordenadora da Pesquisa: Jéssica Nunes Silva

Endereco: Avenida Brasil, 4365 — Manguinhos — Rio de Janeiro / RJ — CEP 21045-900
Telefone (0XX21) 3865-9536

Nome do Projeto: Avaliacdo da viabilidade do Sporothrix schenckii proveniente de

gatos sob terapia antiflngica na cultura e exame citopatoldgico

Nome do paciente: Prontuério:

Nome do responsavel:

A esporotricose é uma doenca infecciosa causada por espécies do complexo
Sporothrix schenckii e que acomete homens e animais, incluindo cées e gatos. Os gatos
sdo animais bastante sensiveis a essa doenca e costumam adquiri-la quando vao as ruas
e brigam com outros gatos doentes. E uma zoonose, isto é, uma doenca que pode ser
naturalmente transmissivel entre animais e seres humanos. Desde 1998 a ocorréncia
dessa micose em cées, gatos e seres humanos tém aumentado muito na cidade do Rio de
Janeiro e arredores.

O presente documento tem o objetivo de esclarecé-lo sobre a pesquisa que sera
realizada, prestando informacg6es, explicando os procedimentos e exames, beneficios e
inconvenientes.

Vocé estd sendo convidado(a) a participar de uma investigagéo clinica que sera
realizada no IPEC — FIOCRUZ, com o seguinte objetivo:

= Avaliar a viabilidade do fungo através da cultura e quantificar as
estruturas levedurifomes no exame citopatologico antes e durante o
tratamento antifungico.
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Serdo quantificadas a carga parasitaria das lesdes cutaneas felinas atraves do
exame citopatoldgico (duas técnicas de coloracdo: método pandtico rapido e Grocott).

O conhecimento desses dados séo importantes no que diz respeito as medidas de
controle e profilaxia da esporotricose.

A participacdo de seu gato neste estudo é voluntaria e vocé poderé recusar-se a
permitir a participagdo dele no estudo ou retird-lo a qualquer instante, bem como esta
garantido o atendimento de rotina no LAPCLIN-DERMZOO. O médico veterinario
também podera interromper a participacdo do seu gato a qualquer momento, se julgar
necessario. Para que seu gato participe desse projeto, vocé devera autorizar a realizacdo
de exames e posterior acompanhamento da doenca. Serdo realizadas fotografias em
todas as consultas para 0 acompanhamento do tratamento. Os exames, procedimentos e
medicacdes contra o fungo serdo oferecidos de forma gratuita pela Instituicao.

Os resultados desse estudo poderdo ou ndo beneficiar diretamente a vocé e o seu
animal, mas no futuro poderdo beneficiar outros animais e pessoas com a mesma
doenca.

Os resultados dessa pesquisa serdo publicados, preservando o anonimato e em
caso de necessidade, as informacBes médicas estardo disponiveis para toda a equipe
médica veterinaria envolvida, para a Comissdo de Etica no Uso de Animais da
FIOCRUZ, para autoridades sanitérias e para vocé.

Vocé pode e deve fazer todas as perguntas que achar necessarias a equipe de
médicos veterinarios antes de concordar que seu gato participe dos estudos, assim como
durante o tratamento.

Procedimentos, exames e testes que poderao ser utilizados:

Antes do inicio do tratamento, sera realizado exame clinico geral e exame
dermatoldgico que consistira na coleta da secrecdo da lesdo ulcerada para o exame
citopatologico e cultura.

Apols o inicio do tratamento, o animal devera ser trazido ao LAPCLIN-
DERMZOO a cada 30 dias durante o tempo de estudo para a realizagdo dos exames.
ApoOs a cura, 0 gato deverd ser trazido em trés meses para reavaliacdo clinica e
laboratorial.

Todos os animais incluidos no estudo receberdo gratuitamente o antifingico
sisttmico mensalmente, de acordo com a prescricdo do médico veterinario responsavel.
Os animais poderdo ser acompanhados no LAPCLIN-DERMZOO apds o término do
estudo, caso a esporotricose reapareca.
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Inconvenientes:

Podera ocorrer um leve desconforto do animal no momento da contencéo fisica
para a coleta dos exames. Nos casos de lesdes ulceradas recobertas por crostas, podera
ocorrer sangramento leve até que ocorra a hemostasia definitiva.

Beneficios esperados:

Apobs a implementacdo do tratamento antifungico sistémico regular espera-se
que ocorra a diminuicdo da carga parasitaria nas lesdes cutaneas felinas e da viabilidade
do agente etioldgico, com conseqiiente reducdo da chance de transmisséo do fungo para
seres humanos e outros animais.

Declaro que li e entendi todas informacdes relacionadas ao estudo em questéo e
que todas s minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica
veterinaria, a qual estara a disposicdo sempre que eu tiver davidas a respeito dessa
pesquisa.

Recebi uma copia deste termo e pelo presente consinto voluntariamente com a
participacdo do meu gato neste estudo.

Nome do responsavel pelo gato Data

Nome do médico veterinario Data




