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RESUMO

As micoses subcuténeas sdo doengas causadas por uma ampla variedade de fungos
que apos implante traumatico, invadem tecidos cutdaneo e subcutdneo. A
esporotricose € uma micose subcutanea, subaguda ou crbénica, causada por
diferentes espécies do géneroSporothrix, que apresenta distribuigdo mundial. As
lesbes s&o frequentemente restritas a pele, tecido subcutdneo e vasos linfaticos
adjacentes, mas ha relatos de infec¢gdes pulmonares primarias, osteoarticulares e
conjuntivas, bem como disseminadas. E adquirida pela manipulacdo de material
contaminado como vegetacao e, especialmente, pelo contato com gatos infectados.
Ocorre em microrregides do Sul, Sudeste e especialmente na cidade do Rio de
Janeiro, onde a esporotricose € endémica. Entretanto dados sobre casos de
esporotricose nas areas metropolitanas da regido sul do pais ainda sdo escassos.
Desta forma, este estudo bouscou realizar um copilados dos dados disponiveis para
a estimar a ocorréncia de esporotricose humana, felina e zoondética em algumas
cidades da Regido Metropolitana de Porto Alegre (RMPA). Com este objetivo foi
realizado um levantamento retrospectivo da esporotricose felina diagnosticada em
dois setores da Faculdade de Veterinaria da UFRGS. Os dados de pacientes humanos
foram obtidos através de consulta a laboratérios de Micologia de dois Hospitais
localizados em Porto Alegre e a algumas Secretarias da Saude de cidades da RMPA.
Foram analisadas 256 amostras de felinos com lesdes dermatoldgicas suspeitas de
esporotricose e identificados 104 (40,6%) casos positivos, cujo diagnostico foi
realizado através das técnicas isoladas ou associadas de citologia, histopatologia e
cultivo. O uso da PCR permitiu caracterizar 21 isolados como Sporothrix brasilensis,
dados que corroboram outros trabalhos ja descritos na literatura nacional. Trabalhos
recentes descrevem novas espécies isoladas de casos clinicos em humanos e
animais enfatizam que existem diferengas quanto a susceptibilidade e, provavelmente
ao grau de patogenicidade das mesmas. No ambito desse estudo, foi possivel coligir
dados de 44 casos de esporotricose humana e 29 de esporotricose zoonética. E muito
provavel que, dentre os casos reportados como s6 acometendo humanos, em muitos
deles a infecgdo tenha sido contraida de gatos contaminados. Em relagéo a esses
dados sobre esporotricose em humanos, € preciso enfatizar que, por diversas razoes,
os mesmos podem ser considerados como subnotificados. E preciso envidar esforcos

para que haja uma coordenacgao estadual que elabore um questionario padrao a ser



distribuido para todos servicos de saude e de Hospitais para que esta micose
subcutdnea, mas que pode causar Obito em paciente imunodeprimido, seja
considerada como doencga de notificagcdo compulséria no Rio Grande do Sul a

semelhanga do que ja ocorre em alguns municipios e estados brasileiros.

Palavras-chave: Micose subcutanea. Sporothrix sp. Estudo retrospectivo. Zoonoses.



ABSTRACT
Subcutaneous mycotic diseases are caused by a wide range of fungi, which may, after
traumatic introduction, invade cutaneous and subcutaneous tissues. Sporotrichosis is an
acute to chronic subcutaneous mycosis caused by species belonging to the genus
Sporothrix, a dimorphic fungus worldwide distributed. Lesions are frequently restricted to the
skin, subcutaneous tissue, and adjacent lymphatics, but primary pulmonary, bone-joint, and
conjunctiva infections, as well as disseminated diseases have been reported. The infection
is acquired by the manipulation of contaminated material, such as vegetation and, specially,
by direct contact with infected cats. It occurs in restricted areas of the Southemn and
Southeast regions, but most notably in Rio de Janeiro city, wherein sporotrichosis is
endemic. However, information regarding sporotrichosis cases in the metropolitan area of
the Southem region is still lacking. Therefore, we compiled the available data of humans,
cats, and zoonotic sporotrichosis occurrence in some cities of the Metropolitan Area of Porto
Alegre city (RMPA). Considering this aim, we did a retrospective study of feline sporotrichosis
diagnosed in two laboratories of the Faculdade de Veterinaria from UFRGS. Human patients’
data were obtained through a consult to Mycology laboratories in two hospitals located in
Porto Alegre city, as well as some Secretary for Health from cities of the RMPA. A total of
256 samples of cats with cutaneous lesions and a suspicious diagnosis of sporotrichosis
were found, of which 104 (40.6%) were positive. In these cases, the diagnosis was obtained
through cytology, histopathology, and/or culture. In addition, 21 isolates were characterized
as Sporothrix brasilensis through PCR, which is similar to other studies reported nationally.
Recent published data have described new isolated species from clinical cases in humans
and animals, which emphasize that susceptibility and pathogenicity to these isolates may
differ. Within the scope of this study, it was possible to collect 44 cases of human
sporotrichosis and 29 cases of zoonotic sporotrichosis. In cases affecting only humans it is
most likely that in many of these the infection was acquired from contaminated cats. With
regards to the data of sporotrichosis in humans, it is necessary to emphasize that, for many
reasons, these cases are probably underreported. It is, therefore, mandatory to undertake
efforts so that the state health coordination develops a standardized survey form to be
distributed to all health services and hospitals in order to consider subcutaneous mycosis an
obligatory notification disease in Rio Grande do Sul state, as it may lead to death of immuno-

compromised patients, similarly to what already occurs in other Brazilian cities and states.

Keywords: Subcutaneous Mycosis. Sporothrix sp. Retrospective Study. Zoonosis.
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1 INTRODUGAO

Os fungos podem se desenvolver no organismo do hospedeiro por contato
superficial (direto na epiderme), por inoculagdo percutanea (trauma), por inalagéo ou
por disseminagédo endogena a partir de um foco de infec¢ao preexistente, ocasionando
uma variada gama de manifestag¢des clinicas.

As micoses subcutaneas ou intermediarias constituem um grupo heterogéneo
de doengas causadas por ampla variedade de fungos que somente apds implante
traumatico, invadem tecidos cutdneo e subcutdneo (JONES et al, 2000). A
esporotricose € uma micose subcutanea, subaguda ou cronica, causada por espécies
do fungo dimodrfico do género Sporothrix, que apresenta distribuicdo mundial,
especialmente em areas temperadas, quentes, tropicais e subtropicais, com a
América Latina relatando mais casos nas ultimas décadas (CONTI-DIAZ, 1989;
BASTO, 2011; ETCHECOPAZA. et al., 2021). Com os avangos na identificacao dos
agentes causadores da doenga, atualmente é utilizado o termo Clado para se referir
ao género Sporothrix e suas diversas espécies. Clado Clinico se refere aos géneros
e espéecies S. brasiliensis, S. schenckii, S. globosa e S. luriei, frequentemente isolados
de casos humanos e animais. Clado ambiental refere-se as espécies S. chilensis, S.
mexicana, S. humicola e S. pallida, as quais raramente causam infeccbes em
mamiferos (RODRIGUES et al., 2020). A variagao da incidéncia da esporotricose em
alguns paises estaria influenciada pelas condigdes climaticas, com muita incidéncia
em cidades litoraneas (CONTI-DIAZ, 1989). Esta doengca é adquirida pela
manipulagcdo de solo contaminado ou material organico como vegetagdo em
decomposicdo; também é transmitido pelo contato com mamiferos, especialmente
gatos infectados (NOBRE et al., 2001; NOBRE et al., 2002; SCHUBACH et al., 2006;
PEREIRA et. al., 2011; GREMIAO et al., 2015). As lesdes s&o freqlientemente restritas
a pele, tecido subcutaneo e vasos linfaticos adjacentes, mas ha relatos de infec¢des
pulmonares primarias, osteoarticulares e conjuntivas, bem como disseminadas
(SCHUBACH et al., 2005; SILVA VERGARA et al., 2012). O fungo pode ser
encontrado no solo e na matéria organica em decomposi¢cdo. As regides de clima
tropical e subtropical sdo onde ocorrem o maior numero de casos da micose
(SCHUBACH et al., 2004).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Etchecopaz+A&cauthor_id=33652625
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A doenga tem sido notificada em diversas espécies animais, mas o gato
doméstico (Felis catus) é o hospedeiro animal mais susceptivel a infecgdo por S.
brasiliensis. Devido a proximidade do ser humano, o gato doméstico apresenta o maior
potencial de transmiss&o zoondtica e a epidemiologia da esporotricose deve ser
monitorizada. Os gatos sao frequentemente infectados pelo S. brasiliensis no Brasil,
sendo mais comuns nas regides Sul, Sudeste e Centro do Estado do Rio de Janeiro,
onde a esporotricose é endémica (SCHUBACH et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2011).
S. schenckii € um importante agente etiolégico da esporotricose felina em outras
regides do mundo (RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO, 2013).

Em estudo retrospectivo anterior realizado de 2005 a 2015 no Departamento
de Patologia Veterinaria da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (SETPAVET-
UFRGS), a doenga causada por Sporothrix sp. foi a doenga micética mais comum em
gatos, representando 39 dos 76 casos diagnosticados (51%) (CASTRO et al., 2017).

A esporotricose pode manifestar com grande espectro clinico, desde o
envolvimento cutaneo-linfatico a forma disseminada (GREMIAO et al., 2015). A
infeccdo resulta geralmente da inoculagéo direta do fungo na pele e a transmissao
zoonotica esta associada a arranhadura ou mordedura de gatos doentes. Muitos
estudos sobre S. brasiliensis tém sido feitos comparando genes dos multiplos isolados
em todo o Brasil, incluindo locais no extremo sul do pais, no estado do Rio Grande do
Sul (MARIMON et al,, 2008; SANCHOTENE et al., 2015), porém ainda faltam
informacdes sobre os casos de esporotricose humana adquirida do contato com
animais ou através de atividades laborais que ocorrem nas areas metropolitanas
dessa regido do pais.

Desta forma, realizou-se uma compilacdo dos dados disponiveis para a estimar
a ocorréncia de esporotricose humana, felina e zoondtica em algumas cidades da
regiao metropolitana de Porto Alegre. Os dados obtidos foram submetidos a analise

descritiva.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 DIVERSIDADE FILOGENETICA DO Sporothrix SPP.

Inicialmente, o género Sporothrix era tratado como uma unica espécie
patogénica, Sporothrix schenkii, responsavel por causar a doenga, no entanto através
de novas ferramentas de diagndstico baseadas em estudos moleculares e fenotipicos,
descobriu-se que o causador da doenga ndo era apenas um unico fungo, mas um
grupo de espécies patogénicas. Atualmente, Sporothrix schenckii, Sporothrix
brasiliensis, Sporothrix globosa e S. luriei sdo os principais agentes causadores da
esporotricose humana e animal (RODRIGUES et al., 2016; SCHEUFEN et al., 2015;
TANG et al., 2012).

Variagédo genotipica associada a um elevado grau de patogenicidade de uma
cepa de S. schenckii ja foi demonstrada em um caso de esporotricose cutanea
disseminada (ZHANG et al., 2011).

Sporothrix schenckii € encontrado principalmente na América, Asia e Africa; S.
globosa e S. pallida sdao cosmopolitas relatados na Europa, Asia e América;
(MARIMON; GENE; CANO, 2006; MARIMON; GENE; CANO, 2007; MADRID et al.,
2009; YU et al., 2013), S. mexicana foi encontrada no México (MARIMON; GENE;
CANO 2007), no Brasil (RODRIGUES; HOOG; CAMARGO, 2013), na ltalia
(OLIVEIRA et al., 2015) e em Portugal (DIAS et al., 2011) enquanto S. brasiliensis
permanece restrito ao Brasil, com predominio nas regidées Sul e Sudeste e apresenta
transmissao zoonotica preferencial por gatos (NOBRE et al., 2001; RODRIGUES;
MELLO; DE HOOG, 2013).

No Rio Grande do Sul, Brasil (OLIVEIRA et al., 2011) estudando a sensibilidade
de farmacos frente as espécies Sporothrix demonstraram, através de técnicas
moleculares, que nos casos clinicos em humanos somente foram identificados S.
schenkii, mas em gatos, além dos isolados de S. schenkii, também foram classificados
como S. brasiliensis, S. albicans e S. luriei.

A epidemiologia molecular do Sporothrix € essencial para a descrigdo e
compreensao dessas mudancgas. Alguns fatores que, quando associados ou néo,
podem ser considerados como fundamentais na dindmica da evolucéo e proporgdes

preocupantes da esporotricose em algumas microrregides do Brasil, sdo a presenga
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de hospedeiros susceptiveis, espécies infectantes virulentas e auséncia de estruturas
publicas de saude eficazes (GUTIERREZ-GALHARDO et al., 2015).

2.2 DIAGNOSTICO CONVENCIONAL E MOLECULAR

A citologia auxilia na visualizagdo dos blastoconidios em forma de charutos,
quando se suspeita de um caso de esporotricose e as coloracdes utilizadas séo os do
tipo Romanowsky (pandptico rapido), Gram e Giemsa. A citopatologia do exsudato
proveniente de lesGes cutdneas ou de mucosas de gatos revela, geralmente,
numerosos blastoconidios que podem ter formato oval, arredondado ou em forma de
charuto, com didmetro de 3 a 5 ym e comprimento de 5-9 um. Podem estar localizados
no interior de macréfagos, neutréfilos, células gigantes multinucleadas ou livres, sendo
envolvidos por um halo transparente por vezes semelhantes aos blastoconidios dos
géneros Histoplasma ou Cryptococcus. Nos seres humanos, geralmente o exame
direto revela raras estruturas fungicas (DIAL, 2007).

A sensibilidade do exame citopatolégico no diagndstico da esporotricose felina
¢ alta, variando de 78,9% a 87%. Esta técnica é muito util para o diagndstico preliminar
da esporotricose em gatos, pois um resultado positivo pode permitir o inicio do
tratamento antifungico antes do isolamento do Sporothrix spp. em situagdes
epizooticas, especialmente quando ha dificuldades na realizagdo de cultura fungica
(PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2015).

O padrao de referéncia para o diagnostico definitivo de esporotricose é
isolamento do patégeno em cultura. Como se trata de um fungo termodimorfico, &
fundamental que se demonstre a conversao para a forma leveduriforme. Sporothrix
spp. apresenta a forma filamentosa no meio ambiente e in vitro em temperatura entre
25° e 27°C, formando hifas e conidios, e a forma leveduriforme (s6 blastoconidios) in
vivo e in vitro a 37°C. Os meios de cultivo utilizados inicialmente para o isolamento do
Sporothrix spp. séo os agares SC e SCC (BARROS et al., 2011; O'CONNOR; GLYNN,
2013; GREMIAO et al., 2015; FERREIRO et al., 2020).

Quanto a histopatologia, microscopicamente, as lesbes cutaneas de
esporotricose caracterizam-se, a coloracdo pela hematoxilina-eosina, por infiltrado
inflamatdrio piogranulomatoso em diversas espécies. Classicamente, os granulomas
descritos sdo bem formados e caracterizados pela presenca de uma zona central

supurativa, uma zona intermediaria de fagécitos mononucleares e uma zona externa
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linfo-plasmocitaria, sendo denominados “granulomas esporotricoticos”. Na
esporotricose felina, embora as lesbes cutdneas também sejam caracteristicamente
piogranulomatosas, a ocorréncia de granulomas bem formados € pouco frequente e
esta associada a baixa carga fungica. Na maioria dos casos, sdo descritos granulomas
mal formados com histiécitos pouco ativados, os quais se apresentam, com
frequéncia, repletos de blastoconidios. Outros tipos celulares, como neutrdfilos,
linfocitos, plasmadcitos, mastocitos e eosindéfilos também sao observados. Apds o inicio
do tratamento antifungico, as lesdes de esporotricose felina tendem a apresentar
fibrose dérmica associada a infiltrado piogranulomatoso (OROFINO-COSTA et al.,
2017).

Um protocolo rotineiro para a conduta inicial de diagnostico das micoses, deve
estar correlacionado com os quadros sintomatolesionais, assim como ao exame fisico
e aos dados oriundos de exames complementares e achados post mortem (avaliados
na necropsia). Da mesma forma, para se otimizar a identificagdo do agente causador,
os achados histopatolégicos devem ser acompanhados dos resultados obtidos do
cultivo, imuno-histoquimica e dos testes mais recentes baseados na deteccdo de
anticorpos, antigenos ou de DNA/RNA fungicos (DIAL, 2007).

Os testes diagndsticos que detectam acidos nucléicos de organismos fungicos
por PCR ja sao aplicados para a utilizagdo em amostras ambientais e também em
material bioldégico, como sangue, tecidos obtidos por biopsia e lavados
broncoalveolares, desenvolvidos por diferentes ensaios, tais como PCR multiplex,
Nested e Tempo Real (O'CONNOR; GLYNN, 2013). Para a identificagdo molecular
dos isolados sao utilizados iniciadores universais ou especificos para o gene da
calmodulina (CAL) para o complexo S. schenckii (RODRIGUES et al., 2014) e para as
demais espécies do complexo (RODRIGUES et al., 2015). Métodos moleculares de
diagndstico sdo necessarios quando a metodologia convencional (histopatologia e
cultura) ndo permite a correta identificagdo do agente (GUTIERREZ-GALHARDO et
al., 2015).

Os estudos da morfologia dos conidios e das caracteristicas bioquimicas
auxiliam na identificagdo de espécies pertencentes ao género Sporothrix; entretanto,
atualmente, a maioria dos autores concorda que a identificagao inequivoca depende
da analise da sequéncia da calmodulina (OLIVEIRA; ALMEIDA, 2011; MARIMON et
al., 2006; MARIMON et al., 2007; ROMEO; SCORDINO; CRISEO, 2011).
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Com os avangos na identificagdo dos agentes causadores da doenga,
atualmente é utilizado o termo Clado para se referir ao género Sporothrix e suas
diversas espécies. Clado Clinico se refere aos géneros e espécies S. brasiliensis, S.
schenckii, S. globosa e S. luriei, frequentemente isolados de casos humanos e
animais. Clado ambiental refere-se as espécies S. chilensis, S. mexicana, S. humicola
e S. pallida, as quais raramente causam infeccées em mamiferos (RODRIGUES et
al., 2020).

2.3 DIFERENGCAS NA VIRULENCIA DAS ESPECIES

Recentemente, diferengas na viruléncia e caracteristicas histolégicas foram
estabelecidos e relacionadas a S. schenckii usando modelos experimentais em
camundongos, e concluiram que S. brasiliensis € a espécie mais virulenta seguida
por S. schenckii, enquanto S. globosa apresentou pouca viruléncia (ARRILLAGA-
MONCRIEFF, 2009). Outros trabalhos também indicam que S. brasiliensis causa um
quadro clinico em humanos e animais mais grave que as outras espécies (DELLA-
TERRA et al, 2017; OROFINO-COSTA et al., 2017; ROSSOW J. A. et al., 2020).

Sporothrix mexicana foi inicialmente obtida de fontes ambientais no México e,
considerada saprébica (MARIMON et al., 2006) e, posteriormente, isolada de um caso
humano (DIAS et al.,, 2011) e de um cado (RODRIGUES; DE HOOG; CAMARGO,
2013) S. pallida inicialmente foi considerada uma espécie nao patogénica (ROMEO;
SCORDINO; CRISEO, 2011), mas posteriormente foi isolada de uma ulcera de cérnea
em humano (MARIMON et al., 2008) e também de um caso de esporotricose felina
(SASAKI et al., 2014).

Quando comparada a resisténcia aos antifungicos, S. mexicana foi o mais

resistente e S. brasiliensis o menos resistente (MARIMON et al., 2008).
2.3.1 Esporotricose

Saude humana e animal estdo indissoluvelmente ligadas. Zoonoses sao
enfermidades transmitidas naturalmente dos animais ao homem e permanecem
elevadas em todos os paises em desenvolvimento. Mais de 200 zoonoses s&o
conhecidas, sendo causa de consideraveis morbidade e mortalidade em grupos

demograficos vulneraveis, especialmente criangas, idosos e trabalhadores ligados as
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areas da saude publica e veterinaria. Os seres humanos dependem dos animais para
sua nutricdo, companhia, desenvolvimento tecnoldgico, socioecondmico e cientifico
(KIMURA, 2002).

2.3.2 Esporotricose felina

Os gatos sédo os animais mais acometidos pela doenga, os habitos da espécie
de enterrarem suas fezes no solo e afiarem suas garras em arbustos e arvores
favorecem sua contaminagdo com o fungo e diferente das outras espécies, esses
animais apresentam uma elevada carga fungica nas lesdes cutaneas, bem como a
presenca do fungo nas unhas e cavidade oral, onde através de arranhaduras,
mordedura e/ou do contato direto com lesdes ulceradas de gatos infectados
transmitem para humanos e outros animais.

Em 2000, foi publicada uma revisao pioneira sobre esporotricose em caes e
gatos no Brasil (SCHUBACH et al., 2000). Posteriormente a literatura comegou a
descrever outras epizootias em gatos e caes (NOBRE et al., 2002; SCHUBACH et al.,
2004; SCHUBACH et al., 2006; PEREIRA et al., 2010; PEREIRA et al., 2011;
SANCHOTENE et al., 2015).

A esporotricose felina possui variadas formas de apresentagdo, incluindo
lesdes cutdneas unicas ou multiplas com ou sem envolvimento linfatico. As formas
pulmonar e disseminada podem ser adquiridas através da inalagao de conidios, ainda
que raramente. Os sinais respiratorios sdo os mais frequentemente encontrados na
forma extracutanea. Esporotricose sistémica pode afetar diversos 6rgéos ou causar
lesdes cutaneas disseminadas (SCHUBACH et al., 2004; LLORET et al., 2013). Casos
com envolvimento 6sseo sao de ocorréncia mais rara (FRANCESCHI et al., 2017). Em
cées, sao escassos os relatos de S. schenckii causando lise 6ssea (MADRID et al.,
2010; FARIAS et al., 2015). A literatura sugere que ocorra implantagdo do agente por
inoculagao traumatica na regiao do tarso em animais com lesdes ésseas e articulares
com auséncia de apresentagdes cutaneas e de sinais sistémicos (FARIAS et al., 2015;
XAVIER et al., 2013). Em gatos, foram relatados casos de infiltragdo em ossos da
cavidade nasal em 12,5% a 41,2% dos pacientes, dependendo do histérico prévio de
tratamento e resisténcia aos antifingicos (GREMIAO et al., 2015). Esporotricose
Ossea, sem lesdes cutaneas, demonstra a alta suscetibilidade dos gatos a infecgéo

por espécies do Complexo Sporothrix schenckii.
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2.3.3 Esporotricose humana

No passado essa enfermidade era conhecida como "doenca do Jardineiro” ou
"doenca da roseira", a esporotricose ocorria predominantemente em pessoas que
manipulavam a terra, como jardineiros, trabalhadores rurais e pessoas em contato
direto e constante com espinhos, lascas de madeira e matéria organica em
decomposicdo. Essa é conhecida como rota classica e/ou saprondtica de transmissao
que parece ocorrer com menor frequéncia atualmente (BARROS et al., 2011).

Em humanos a forma linfocutdnea apods a inoculagéo traumatica do agente na
pele é a forma mais relatada o periodo de incubacao também é variavel de uma
semana até um més. (OROFINO-COSTA et al., 2017). Até agora sao descritos poucos
casos de esporotricose 0ssea (LEDERER et al., 2016).

A esporotricose humana vem apresentando um aumento consideravel no
numero casos nos ultimos anos. Pacientes humanos com a doenga ja foram relatados
em 25 dos 26 estados brasileiros (RODRIGUES et al., 2020). Neste sentido,
destacam-se as regides Sul e Sudeste do Brasil, que apresentam uma incidéncia
muito elevada de casos humanos, diretamente ligados as epizootias da esporotricose
felina (BARROS et al., 2010; GREMIAO et al., 2015; MASCHIO-LIMA T. et al., 2021).

No periodo de 1995-2015, foram diagnosticados no Instituto Nacional de
Infectologia Evandro Chagas (INI)/Fiocruz aproximadamente 5.000 casos humanos
de esporotricose (GREMIAO et al., 2020).

Entre 1997 e 2007, foram diagnosticados e tratados 1.848 casos de
esporotricose humana no INI/Fiocruz. O sexo feminino era o predominantemente
acometido (66,9%), na faixa etaria entre 21 e 60 anos (67,5%). Entre 2005 e 2008,
804 casos humanos foram diagnosticados.

2.3.3.1 Esporotricose em humanos com comorbidades

Seres humanos apresentando algum tipo de imunocomprometimento possuem
alto risco de desenvolvimento de doenca cutanea disseminada e forma sistémica. No
periodo de 1995 a 2015 ocorreram apenas 75 casos de hospitalizagao e 11 6bitos no
INI/Fiocruz dentre um total de 3.917 pacientes, sendo que a maioria desses casos
apresentava coinfecgdo pelo HIV/Aids (FALCAO et al., 2020).

As formas clinicas e a gravidade da doenga dependem de fatores como o

estado imunoldgico do individuo e também a profundidade da lesdo. Formas graves e
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disseminadas em humanos sio tidas como raras e ocorrem principalmente em
pacientes com doencgas imunossupressoras (OROFINO-COSTA et al., 2017).

Os pacientes receptores de transplante renal estdo no grupo de pessoas com
alto risco de contrair infec¢gdes oportunisticas (BADIEE; ALBORZI, 2011), tais como
micoses subcuténeas ou invasivas e disseminadas, devido aos efeitos colaterais da
terapia imunossupressora. Os fungos sdo considerados como responsaveis por
aproximadamente 9%-14% de todas as infecgdes nesses pacientes (BARROS et al.,
2011). Embora a esporotricose seja raramente descrita nesse grupo de risco, dois
pacientes transplantados no Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA)

desenvolveram formas subcutaneas dessa micose (GEWEHR et al., 2013).
2.3.4 Esporotricose zoonética

Antigamente essa enfermidade era considerada decorrente da atividade
laboral, mas desde longa data se observa uma mudanga neste cenario, onde o felino
doméstico passou a ser a principal causa da transmissdo para humanos. Sua
ocorréncia tem sido relacionada a transmissao zoonética, por arranhadura ou
mordedura de gatos doentes, ou contato direto da pele lesionada ou mucosa com
lesdes e secrecdes (NOBRE et al. 2002; MADRID et al., 2010; GREMIAO et al., 2017).
Com isso, familias com gatos doentes em casa, além de profissionais veterinarios e
auxiliares, tornaram-se as pessoas mais susceptiveis a contrair a infecgao (SILVA et
al., 2012).

Nas duas ultimas décadas, os gatos com esporotricose s&do a principal fonte de
infeccdo de Sporothrix sp. para o ser humano e animais no Brasil (GREMIAO et al.,
2017).

Até o momento, a esporotricose zoondtica foi descrita nos Estados Unidos,
india, Malasia, Argentina, México, Panama e principalmente no Brasil, pais que possui
a maior casuistica publicada.

O primeiro caso de esporotricose humana envolvendo transmissao felina foi
descrito nos Estados Unidos em 1952 (SINGER; MUNCIE, 1952). No Brasil, a
esporotricose zoonotica por transmisséo felina foi descrita alguns anos depois em S&o
Paulo (ALMEIDA et al., 1955).

A expansdo geografica no pais, de casos de transmissdo zoonética ja foi

documentada nos estados do Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Sdo Paulo, Minas
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Gerais, Espirito Santo, Distrito Federal e Alagoas (GREMIAO et al., 2020), entretanto,
isso nao exclui a ocorréncia em outros estados da Federacao.

No final dos anos 1980, a esporotricose zoondtica no Brasil voltou a ter
destaque com a publicacido de casos de S&o Paulo envolvendo felinos na transmissao
(LARSSON et al., 1989). Desde a década de 1990, varios outros casos foram
descritos, especialmente nas regides Sul e Sudeste (MARQUES et al, 1993;
NOGUEIRA et al., 1995; NOBRE et al. 2001; XAVIER et al. 2004; MEINERZ et al.
2007; MADRID et al. 2010; POESTER et al. 2018; MASCHIO-LIMA T. et al., 2021)
(Figura 1). A caracterizacéo de situagédo epidémica de esporotricose zoondtica, com
expressivo numero de pessoas acometidas, foi constatada na regido metropolitana do
Rio de Janeiro (BARROS et al., 2004; BARROS et al., 2010; BARROS et al., 2011;
SCHUBACH et al., 2008; FREITAS et al., 2010).

Figura 1 — Esporotricose Felina e zoondética na regiao Sul do RS. Casuistica compilada

com dados de sete cidades (Pelotas, Rio Grande, Capéo do Leédo, Pedro

ESPOROTRICOSE
Regido Sul do RS

Dados da literatura 4 =386 w,zm

Fonte: Nobre et al. (2001); Xavier et al. (2004); Meinerz et al. (2007); Madrid et al. (2010); Poester et
al. (2018).

As areas epidémicas de esporotricose zoondtica no Brasil apresentam um perfil
de pacientes humanos afetados com predominio de mulheres adultas, que na maioria
das vezes adquirem a doenga por meio do contato com gatos infectados em sua casa
ou em atividades profissionais durante o cuidado desses animais (SILVA et al., 2012).

Em Minas Gerais, um estudo identificou 56 casos humanos de esporotricose, no



21

periodo de 2016 a 2018, sendo a maioria mulheres com idade entre 30 e 60 anos,
perfil semelhante a outras regides do Brasil que apresentam esporotricose zoondtica
(MOURA et al., 2018; LECCA et al., 2020).

Dentre os 1848 casos de esporotricose humana diagnosticados e tratados no
INI/Fiocruz (1997-2007) mencionados anteriormente, 65% possuiam gatos e, dentre
eles, 80,3% tiveram o gato como fonte de infeccao citada (SILVA et al., 2012).

Entre 2005 e 2008, nessa mesma instituicdo, 804 casos humanos foram
diagnosticados, sendo o contato proximo com gatos foi informado em 91% dos casos.
Arranhaduras e/ou mordeduras foram relatadas por 68% desses pacientes,
confirmando a ocorréncia da transmissao zoonética de Sporothrix spp. nestes casos
(SILVA et al., 2012).

2.3.5 Notificagcao compulséria

Desde 2013, a esporotricosehumana é uma doenca de notificagdo compulséria
no estado do Rio de Janeiro por meio da Resolugao n°674, de 12 de julho de 2013 da
Secretaria Estadual de Saude do Rio de Janeiro (SES/RJ). Em 2019 foram notificados
242 casos suspeitos de esporotricose no estado do Rio de Janeiro, sendo a maioria
dos casos provenientes do municipio de Angra dos Reis. Cabe ressaltar que a maioria
dos casos possuia historia de contato com animal (168 casos; 78,5%), dos quais os
gatos representaram 97,62 % (164). Em relac&o ao tipo de contato com o animal, a
arranhadura representou 71,82% das ocorréncias; além disso, foi observado que
75,60% dos animais estavam doentes e apenas 30,36% haviam sido tratados ou
estavam sob tratamento (RIO DE JANEIRO, 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

e Estimar a ocorréncia da esporotricose em humanos na regido
metropolitana de Porto Alegre (RMPA)

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar levantamento retrospectivo da casuistica de esporotricose em
felinos no ambito dos laboratérios da Faculdade de Veterinaria da
UFRGS e humanos na RMPA.

e Verificar a ocorréncia das espécies do género Sporothrix sp. causadores
de esporotricose felina.

e Realizar levantamento retrospectivo da casuistica de esporotricose em
humanos na RMPA através de enquete epidemioldégica no ambito dos
laboratorios de Micologia de Hospitais e consulta a veterinarios e as
Secretarias da Saude de cidades da RMPA.
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4 METODOLOGIA
4.1 OBTENGAO DE DADOS DE ESPOROTRICOSE FELINA

Levantamento retrospectivo da casuistica de esporotricose em felinos foi
baseado no ambito de dois setores da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.

Foram recuperados resultados dos exames citoldégicos e histopatoldgicos
realizados em animais com lesdes dermatolégicas no Setor de Patologia Veterinaria
(SETPAVET) -FAVET/UFRGS, desde o ano de 2007.

No setor de Micologia o diagndstico foi baseado em exames que empregaram

técnicas convencionais (citoldgico e cultura) e molecular, desde 2005.
4.2 OBTENCAO DE DADOS DE ESPOROTRICOSE HUMANA

Os dados de pacientes humanos com suspeita de esporotricose foram obtidos
através de consulta a laboratorios de Micologia de dois Hospitais localizados em Porto

Alegre e consulta a algumas Secretarias da Saude de cidades da RMPA.
4.3 DIAGNOSTICO DE ESPOROTRICOSE E IDENTIFICACAO DE Sporothrix spp.

O diagndstico da esporotricose em felinos foi composto por necropsia, citologia
e histopatologia pelo Setor de Patologia Veterinaria. Em parte das amostras foi
realizada cultura micologica para a realizacdo do diagndstico definitivo de
esporotricose (padrao de referéncia), além disso, foram realizados testes fisiolégicos
(assimilacado de sacarose e rafinose), microscopia de hifas/conidios e observagao de
caracteristicas macroscoépicas das coldnias (cores e textura) para a diferenciagao das
espécies dentro do complexo S. schenckii (MARIMON et al., 2008) envolvidas nos
casos.

O citolégico foi realizado através da observagdo em microscépio Optico
procurando-se estruturas leveduriformes (blastoconidios) sugestivas de Sporothrix
spp.

A cultura micoldgica foi realizada inicialmente em meio de agar Sabouraud
dextrose acrescido de cloranfenicol ou agar Mycosel a 25-27°C/ 4 a 10 dias, durante

no maximo trés semanas. Apos o crescimento do fungo na forma filamentosa, este foi
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inoculado em meio de infusdo de cérebro e coracao a 37°C, visando a conversio para
forma de levedura. O diagnéstico foi realizado de acordo com as caracteristicas macro
e micromorfolégicas de cada fungo isolado. O diagnodstico micoldgico foi feito no
Laboratério de Micologia da FAVET-UFRGS.

4.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR

O DNA foi extraido através do kit PureLink™ Genomic DNA (Invitrogen)
conforme instru¢cdées do fabricante. Foram utilizados iniciadores especificos para o
gene da calmodulina (CAL) para o complexo S. schenckii (RODRIGUES et al., 2014)
e para as espécies S. schenckii (Ssch) e S. brasiliensis (Sbra) (RODRIGUES et al.,
2015). O detalhamento da técnica esta descrito no artigo “Sporothrix brasiliensis on
cats with skin ulcers in Southern Brazil” (ANEXO I).
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5 RESULTADOS

De forma condensada os dados estao resumidos na Tabela 1.

Tabela 1 - Esporotricose felina, humana e zoonética em cidades da regiao

metropolitana de Porto Alegre.

Esporotricose - Cidades

Sapucaia do Sul Gravatai Porto Alegre Total
Felina NI NI 104 104
Humana NI 12 32 44
Zoonética 6 5 18* 29
Total 6 17 154 177

Fonte: a propria autora.
NI: dados nao informados ou ndo comprovados. *Esporotricose zoonética: 15 casos comprovados na
FAVET-UFRGS e 3 no Hospital Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre.

5.1 ESPOROTRICOSE FELINA

A casuistica de esporotricose em felinos esta baseada nos dados compilados
dos setores de Micologia e de Patologia da Faculdade de Veterinaria da UFRGS.
Durante o periodo de 2005 até 2019, foram analisadas 256 amostras de felinos
com lesdes dermatoldgicas suspeitas de esporotricose (Figura 2). Foram identificados
104 (40,6%) casos positivos, cujo diagnéstico foi realizado através das técnicas
isoladas ou associadas de citologia (Figura 3), histopatologia (Figura 4), cultivo e PCR
(Tabela 1).
Figura 2 — Membro anterior esquerdo de um gato com lesbes comprovadas de
esporotricose. A manipulagao do felino e o contato com as areas lesionais
contaminadas permitem a inoculagdo em humanos e o desenvolvimento

da zoonose.

Fonte: Setor de Patologia Veterinaria (SETPAVET) - UFRGS.
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Figura 3 — Exames citoldgicos por decalque de lesbes cutdneas de um gato com
esporotricose. A- Célula gigante contendo inumeras células
leveduriformes (blastoconidios) tipicas de Sporothrix spp. B- Neutrdfilos e
restos celulares e macrofago com blastoconidios intracitoplasmaticos

alongados caracteristicos de Sporothrix spp. (Coloragao Pandptico; 100x).

[Bar= 20 mm]. Desse caso foi isolado Sporothrix brasiliensis

Fonte: Setor de Patologia Veterinaria (SETPAVET) - UFRGS.

Figura 4 — Exame histopatolégico do tecido subcutdneo de um gato com
esporotricose. Presenga de reagdo granulomatosa e inumeros

organismos fungicos (blastoconidios) contidos em macréfagos

Fonte: Setor de Patologia Veterinaria (SETPAVET) - UFRGS.
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Através da PCR (reacdo em cadeia da polimerase) 21 amostras foram

caracterizadas como Sporothrix brasilensis. (ANEXO 1).
5.2 ESPOROTRICOSE HUMANA

Realizada através de enquete realizada junto a profissionais de dois
laboratérios de Hospitais situados em Porto Alegre: HCPA (n = 5) (AQUINO, 2021) e
Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre (n = 27) (OLIVEIRA, 2021) e do Servigo
de Assisténcia Especializada (SAE), da Secretaria Municipal da Saude (SMS) de
Gravatai (n = 12) (GRAVATAI, 2021). A soma total dessas 3 fontes foi de 44 casos de

esporotricose humana (Tabela 1).
5.3 ESPOROTRICOSE ZOONOTICA

Os setores de Micologia e de Patologia da Faculdade de Veterinaria da UFRGS
identificaram, através da anamnese e do contato com os proprietarios, 15 casos

zoonaticos (Figura 5).

Figura 5 — Esporotricose: forma cutaneo-linfatica no membro superior esquerdo
(linfangite nodular ascendente) de uma senhora cuidadora de 8 gatos
infectados, em uma populagdo de 96 gatos, na cidade litoranea de
Tramandai - RS. A leséo inicial se espalhou pelo brago ao longo do trajeto

da circulacéo linfatica, formando uma lesédo “em cordao”

Fonte: Setor de Patologia Veterinaria (SETPAVET) - UFRGS.
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Através de enquete realizada junto a profissionais da Vigilancia em Saude da
Secretaria Municipal de Saude de Sapucaia do Sul (n = 6) (SAPUCAIA DO SUL, 2021),
do Servigco de Assisténcia Especializada (SAE), da Secretaria Municipal da Saude (SMS)
de Gravatai (n = 5) (GRAVATAI, 2021), e da Santa Casa de Misericérdia de Porto Alegre
(n = 3) (OLIVEIRA, 2021) foi possivel identificar outros 14 casos zoonéticos, totalizando

29 no |ambito do presente estudo (Tabela 1). (Figuras 6 e 7).

Figura 6 — Esporotricose em cidades da regido metropolitana de Porto Alegre em

numeros absolutos

ESPOROTRICOSE
Cidades da Regiao Metropolitana de Porto Alegre

deros s

Fonte: dados compilados no estudo atual.

Figura 7 — Esporotricose em cidades da regiao metropolitana de Porto Alegre em

porcentagem

Casos de Esporotricose

® Humano (n=44)

— = Humano Zoonotico (n=29)

Animal (n=104)

Fonte: dados compilados no estudo atual.
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6 DISCUSSAO

Em gatos, devido a grande quantidade de estruturas leveduriformes nas lesées,
0 exame citopatoldgico (exame direto) é fortemente indicado no diagnostico, devido a
facilidade de processamento, baixo custo e sem necessidade de treino técnico
sofisticado ou estrutura laboratorial complexa (PEREIRA et al., 2011; SILVA et al.,
2015). No presente estudo, a maioria dos casos de esporotricose foram identificados
por citologia e histopatologia. Na citologia, a visualizagao de estruturas fungicas pode
ser dificil em alguns casos, e a esporotricose ndo deve ser excluida baseada apenas
no resultado deste método. No exame histopatolégico da lesdo € comum encontrar
inflamacéo piogranulomatosa (GREMIAO et al., 2015). Resultados falsos-negativos
podem ocorrer devido a baixa carga fungica ou em amostras pobremente coletadas
(PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2015).

A identificacdo de fungos a nivel de espécie € importante para determinar o
agente etiolégico e também a possibilidade de envolvimento zoonético. Conforme
recentes pesquisas sobre novas especies isoladas de casos clinicos em humanos e
animais, é importante enfatizar que existem diferencas quanto a susceptibilidade e ao
potencial de patogenicidade/viruléncia das mesmas.

Os isolados submetidos a identificagdo micoldgica convencional e molecular no
setor de Micologia da FAVET-UFRGS foram identificados como S. brasiliensis
(ANEXO ). Os resultados obtidos corroboram pesquisas anteriores que apontaram S.
brasiliensis como a espécie mais prevalente em diferentes estados brasileiros
(RODRIGUES et al., 2016; ROSSI et al., 2013; RODRIGUES et al., 2013; MATTEI et
al., 2011).

O surgimento de S. brasiliensis no Brasil tem sido associado a casos clinicos
com manifestagdes atipicas e mais graves em humanos e apresenta um status de
epidemia da esporotricose felina devido a rapida disseminacdo do agente
(RODRIGUES et al., 2020).

As cidades do Rio Grande e Pelotas, ambas localizadas no extremo sul do Rio
Grande do Sul, ttm a maior incidéncia de esporotricose felina causada por S.
brasiliensis (SANCHOTENE et al., 2015; MADRID et al., 2010; NAKASU et al., 2021).

O epicentro mundial de esporotricose zoondtica € a regido metropolitana do
Rio de Janeiro, RJ, Brasil (GREMIAO et al., 2015; RODRIGUES et al., 2013), mas

rapidamente se espalhou para areas urbanizadas distantes até 2000 km da epidemia
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inicial (DELLA-TERRA et al, 2017). A esporotricose foi também considerada epidemia
no extremo sul dos estados do Rio Grande do Sul e Sao Paulo (XAVIER et al., 2004;
RODRIGUES et al., 2013; MONTENEGRO et al., 2014; SANCHOTENE et al., 2015).

Recentemente, FRANCESCHI et al. (2017) relataram um novo caso de
esporotricose 6ssea causada por S. brasiliensis em gato, sugerindo que os numeros
poderiam ser ainda mais elevados se a analise molecular fosse usada frequentemente
para o diagnostico dessa micose em gatos.

Antes das consideracgdes finais é importante salientar que as informacgdes
obtidas e as inferéncias expressadas nas conclusdes ficaram bastante prejudicadas
pela situacdo de pandemia pelo COVID-19 desde marco de 2020. Neste trabalho, o
ano de 2020 seria dedicado a obtencédo de dados sobre a esporotricose oriundos de
servigos das Secretarias de Saude de alguns municipios da regido metropolitana de
Porto Alegre.

O combate a epidemia ocasionou esforgcos em regime de quase dedicagao
exclusiva dos profissionais dos servicos municipais. Devido a esses obstaculos, os
dados devem ser analisados com parcimbnia, embora corroborem de forma geral,
situagdes ja observadas em outras cidades e/ou microrregides do pais.

E preciso envidar esforcos para que haja uma coordenacdo estadual com
elaboracao de questionario padréao e protocolos a semelhanga do que ja ocorre em
outros estados no Brasil (MOURA et al., 2018; MOREIRA et al., 2021). Os mesmos
deveriam ser distribuidos para todos servicos municipais de saude e também para
hospitais do RS para que esta micose, que primordialmente acomete o tecido
subcutaneo mas que, também, pode causar quadro disseminado e 6bito em paciente
imunodeprimido, seja considerada como doenga de notificagdo compulséria no RS,

acompanhando as agdes ja em alguns municipios e estados brasileiros.
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7 CONCLUSOES

Em relagdao a ocorréncia da esporotricose felina no ambito da Faculdade de
Veterinaria da UFRGS que atende animais e recebe amostras de diversas cidades da
regidao metropolitana de Porto Alegre, bem como de outros municipios do RS, se
observa que esta € a micose mais diagnosticada em gatos com lesdes ulcerada de
pele e acometimento de mucosas.

No que concerne a analise de alguns isolados recentes do género Sporothrix,
foi possivel identificar somente a espécie S. brasiliensis, dados que corroboram outros
trabalhos ja realizados no Brasil.

Ja em relacdo ao levantamento sobre esporotricose em humanos, foram
contabilizados somente os casos com certeza do diagndstico com ou sem
caracteristicas zoonoticas e, portanto, € preciso enfatizar que, por diversas razdes, os
mesmos podem ser considerados como subnotificados na regido de abrangéncia do
estudo.

Os resultados obtidos neste trabalho também permitem concluir que existe a
necessidade de um orgao centralizador de dados sobre esporotricose em humanos.
Além disso, seria muito importante que esta micose em animais fosse também de
notificacdo compulséria, para permitir uma quantificagdo e caracterizagdo mais
precisa das variaveis epidemiolégicas que favorecem seu desenvolvimento, o que

podera auxiliar no direcionamento das agdes de prevencao e controle dessa zoonose.
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Abstract

Sporotrichosis is a disease caused by thermally dimorphic fungi belonging to the Sporothrix schenckii com-
plex. We report the occurrence of multiple cases of sporotrichosis in cats in Porto Alegre (RS), Brazil, from
2015 to 2019. A set of 21 fungal isolates were collected and the partial sequence of calmodulin (CAL) gene
compared. All isolates were identified at phenotypic and molecular level as S. brasiliensis. Phylogenetic
analysis showed the isolates clustered in two distinct groups, suggesting the presence of multiple genetic
variants of S. brasiliensis in the region.

Key words: cats, Sporothrix brasiliensis, sporotrichosis, calmodulin, Brazil.

Sporotrichosis is a cutaneous and subcutaneous mycosis caused
by fungal species of the Sporothrix schenckii complex. Currently,
Sporothrix schenckii sensu stricto (s. str.), Sporothrix brasilien-
sis, Sporothrix globosa, and S. luriei are causative agents of hu-
man and animal sporotrichosis.!»> Cats are frequently infected
by S. brasiliensis in Brazil, being more common in the South,
the Southeast regions and the Central state of Rio de Janeiro
where sporotrichosis is endemic.? Sporotrichosis can manifest a
wide spectrum of clinical signs, from the cutaneous-lymphatic
involvement to the disseminated form of disease.* Many studies
on S. brasiliensis have been done comparing genes of the mul-
tiple isolates all over Brazil, including locations in the extreme
south of the country, in the Rio Grande do Sul state,’>® but in-
formation is still lacking on the cases of feline sporotrichosis
happening in the metropolitan southern areas. The aim of this
work was to identify the Sporothrix species responsible for 21

cases of feline sporotrichosis in Porto Alegre, Brazil,and compare
the information from these and previous cases described in the
country.

The isolates were recovered from skin of cats with sporotri-
chosis from Porto Alegre (RS), Brazil, between 2015 and 2019 af-
ter post-mortem examination. Yeastlike structures were observed
in cytopathological exam (Fig. 1). Fungal growth in mycolog-
ical culture (Sabouraud Cycloheximide-Chloramphenicol Agar,
incubated at 25°C and 37°C for 10-30 days) was monitored by
forming dark black colonies. Physiological tests (assimilation of
sucrose and raffinose), microscopy of hyphae/conidia and macro-
scopic colony characteristics (colors and texture) were conducted
for the differentiation of the species within the S. schenckii com-
plex.’> Sporothrix isolates were deposited in the culture collec-
tion of the Laboratory of Mycology, Veterinary Faculty/Federal
University of Rio Grande do Sul.
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Figure 1. Hematoxylin-eosin staining of subcutaneous tissue showing yeast-
like structures (arrows) (x400).

The Qiagen DNeasy® plant mini DNA extraction kit (Qi-
agen, Hilden, Germany) protocol was used to extract DNA
from mycelial colonies of Sporothrix according to manufacturer
instructions. Molecular identification was performed using se-
quences that targeted the calmodulin gene (CAL) in two steps,
first a set of primers for detection of the S. schenckii complex
isolates 7 and then a second pair of primers for identification of
S. brasiliensis (468 bp).® Polymerase chain reaction (PCR) am-
plification was performed a total volume of 25 ul containing
1 ul of DNA extract, 12.5 ul Qiagen Taq PCR master mix (Qia-
gen, Hilden, Germany) and 0.5 ul of each primer (for a 0.2 uM
final concentration of each primer). The cycling parameters was
as follow: preincubation at 94°C for 15 min, 35 cycles of denat-
uration at 94°C for 30 s, annealing at 59°C for 90 s, extension at
72°C for 1 min, and a final extension step of 10 min at 72°C.PCR
amplicons were separated on a 2% agarose gel and purified us-
ing PuriLink™ PCR Purification Kit (Invitrogen, Waltham, MA,
USA). The PCR products were sequenced in both directions (Sbra
forward 5’-CCC CCG TTT GAC GCT TGG and Sbra reverse
5’-CCC GGA TAA CCG TGT GTC ATA AT) to increase the
quality of the sequence data.

All CAL sequences identified as S. brasiliensis were collected
in a single database and the Geneious platform (Biomatters, Ltd.,
New Zealand) used for sequence comparison and alignment.
CAL sequences from the isolates collected for this study were
also added to the database. The obtained sequences were used
to create the final contigs by assembling the fragments. Geneious
platform (Biomatters, Ltd.) was used for construction of phy-
logenetic trees (Geneious Tree Builder option was chosen us-
ing the Tamura-Nei genetic distance model, the neighbor-joining
method, and no outgroup was considered; a second phylogenetic
tree was done using similar parameters following the Muscle
alignment by including bootstrap as resampling method and 100
replicates). Data and statistical analyses were performed on Mi-
crosoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation, Santa Rosa,
CA, USA).

All isolates included in the study exhibited similar macro-
scopic morphology in their filamentous form. After 21 days on
potato dextrose agar (30°C), the colonies were glabrous in tex-

ture with dark brown to black mycelia. Microscopic observation
of the isolates showed presence of septate hyphae which appears
as a “rosette-like” structure. Assimilation tests using sucrose and
raffinose were negative.

The isolates were confirmed as S. brasiliensis following the
amplification of the CAL gene and sequence analyses. Phy-
logenetic analyses in the present study clustered S. brasilien-
sis isolates in two groups (Fig. 2). Gene sequence generated
in this study and deposited into NCBI GenBank under the
accession numbers (G1: MT783938, MT783940, MT783941,
MT783942, MT783948, MT783949, MT783950, MT783951
and G2: MT783931, MT783932, MT783933, MT783934,
MT783935,MT783936, MT783937, MT783939,, MT783943,
MT783944, MT783945, MT783946, MT783947) matched S.
brasiliensis isolates collected from cats in previous studies. The
groups were kept even when the phylogenetic analyses were
modified or more sequences obtained from NCBI GenBank (sup-
plementary Figs. 1 and 2). No association was found between the
phylogenetic groups, G1 and G2, and the location or time of the
sporotrichosis report. Both haplotypes reported here had been
reported before by researchers from distinct world institutions
(e.g., CBS or UNIFESP).

Identification of fungi to species level is important in or-
der to determine the etiology of the disease and also to de-
tect potential novel agents. Our results corroborate previous
studies that showed S. brasiliensis to be the most prevalent
etiological agent identified in different Brazilian states."»” The
cities of Rio Grande and Pelotas, both located on the extreme
south of Rio Grande do Sul, have the highest incidence of fe-
line sporotrichosis caused by S. brasiliensis.®>'° The epicenter of
the long-lasting outbreak of cat-transmitted sporotrichosis is the
metropolitan region of Rio de Janeiro, R], Brazil.*'! Sporotri-
chosis has also been considered epidemic in the extreme south of
Rio Grande do Sul and Sio Paulo states.®'!~!3 Recently, a case
of bone sporotrichosis caused by S. brasiliensis in a cat was re-
ported,'* suggesting the numbers could be even higher if molecu-
lar analysis was used frequently for the diagnosis of feline fungal
disease.

Several gene regions, including CAL, beta-tubulin and trans-
lation elongation factor have been used for the identification
of different Sporothrix species.!>~!7 The correct identification
of clinical isolates can be done with CAL sequences, without

8-18 In our study,

the need for sequences of other gene region.
the comparative analysis between nucleotide sequences of iso-
lates and the sequences of S. brasiliensis species deposited into
NCBI GenBank showed similarity with S. brasiliensis described
in other states of Brazil, namely Sio Paulo, Parana, Minas Gerais
and Rio de Janeiro. Such genotypic similarity among strains
suggests spreading of S. brasiliensis from or to Southeast Re-
gion of Brazil.!! Interestingly, the S. brasiliensis isolates consid-
ered in the present study were clustered in two groups, showing
the presence of multiple genetic variants and differs from other
studies that report clonal population structure observed during
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Figure 2. Phylogenetic analysis of Sporothrix brasiliensis isolates obtained from this study and other sequences collected from GenBank (accession numbers are
displayed). The numbers in the main branches represent the substitutions per site using Geneious Tree Builder (Tamura-Nei genetic distance model, neighbor-
joining method and no outgroup was considered).

outbreaks where fast transmission occurs from cat to cat and/or severity of the lesions. In addition, sporotrichosis in humans can
cat to human.”>"” display similar profiles to the ones described here and varying de-

Our results are important because they show the feline grees of lesion patterns, due to zoonotic transmission. We found
sporotrichosis can be caused by different strains of S. brasiliensis no correlation between the severity of the disease and both hap-

and may be associated with different patterns of extension and lotypes of S. brasiliensis described here. The eco-epidemiology of
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S. brasiliensis needs to be reevaluated, especially considering the
transmission of some isolates among felines and from felines to
humans. Further studies should be conducted to connect clinical
aspects, as well as to investigate the molecular diversity and an-
tifungal profile among S. brasiliensis from feline sporotrichosis
in the metropolitan south areas.

Supplementary material

Supplementary data are available at MMYCOL online.
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Anexo 1 - Ficha de investigacao de esporotricose

PREFEITURA MUNICIPAL DE BELO HORIZONTE
SECRETARIA MUNICIPAL DE-SAUDE
GERENCIA DE VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA - GVIGE @3 sSUS
DIRETORIA DE PROMOGAQ A SAUDE E VIGILANCIA EPIDEMIOLOGICA - DPSV

FICHA DE INVESTIGACAO DE ESPOROTRICOSE

ASO SUSPEITO: INDIVIDUO QUE APRESENTE LESOES NA PELE, QUE SE INICIAM COMO UMA PEQUENA PA FLILA QUE FODEM
OLUIR PARA UMA FORMA ULCERADA, COM OU SEM SECREQAO SEROPURULENTA, DISPOSTAS OU NAQ EM FILEIRA; COM
ISTORIA EPIDEMIOLOGICA DE TRAUMA CUTANEO POR MATERIAL DE ORIGEM VEGETAL POTENCIALMENTE CONTAMINADO

OM FUNGO OU ARRANHADURA MORDEDURA POR GATOS OU CONTATO COM FERIDAS DESSES ANIMAIS.

"'1“ PO DE NO ACAD - INDIVIDUAL

DATA DA NOTIFICAGAO

- | [2 | AGRAVODOENGA  ESPOROTRICOSE E?DIGO (€D 10)
2.9

.. f4] UF 5| MUNICIPIO DE NOTIFICAGCAO ﬂ CODIGO IBGE

=
! ﬂ UNIDADE DE SAUDE (OU QUTRA FONTE NOTIFICADORA)| 8 | CODIGO 9 | DATA DOS PRIMEIROS SINTOMAS

i m NOME DO PACIENTE (SEM ABREVIAGOES) 11 DATA DE NASCIMENTO
[12[IDADE  HoRA T13[SEXO 14 GESTANTE
3-MES 1-Masculino  2-Feminino D 7- 1° Trimesire 2- 2° Trimesire  3-3° Trimestre 1- Branca 2-Prela 3 - Amarela
l ] I 4- ANO 4- Idade Gestacional igncrada  5- NBo 4-Parda 5- Indigena 8- Ignoredo

6-Néo sa aplica S-ignorado

16| ESCOLARIDADE

0- Analfabelo 1- 1° a 4* Séria incomplata do EF (antigo primério ou 1° grau) 2- 4° Série completa do EF (antigo primério ou 1° grau) 3 - 5* a 8* Série incompleta do D
EF {anligo gindsio ou 1° grau)  4-Ensino Fundamental complato (antigo gindsio ou 1° grau) 5- Ensino Médio incomplelo (antigo colegial ou 2° grau) & - Ensino Médio
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