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“Os que se encantam com a pratica sem a ciéncia sdo como os timoneiros que entram no

navio sem tim&o nem bussola, nunca tendo certeza do seu destino”. (Leonardo da Vinci)
RESUMO

A esporotricose € uma micose granulomatosa de animais e humanos causada pelo fungo
dimorfico Sporothrix spp., que afeta predominantemente o tecido subcutaneo e é
caracterizada pelo aparecimento de ndédulos palpaveis na pele que podem ou nao evoluir

para ulceras que nao cicatrizam. Este quadro clinico caracteristico € causado



predominantemente por quatro espécies do género Sporothrix: Sporothrix schenckii, S.
brasiliensis, S. globosa e S. luriei. No Brasil, Sporothrix brasiliensis ¢ a espécie mais
predominantemente encontrada e a responsavel pela endemia no estado do Rio de Janeiro.
Podem ser utilizados diversos métodos laboratoriais para o diagndstico da esporotricose
como cultura fungica onde se isola o Sporothrix spp. e o identifica por meio de suas
caracteristicas como colénia. Com a utilizagdo da histopatologia € possivel a identificagao
das estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. no tecido infectado A citologia
em lesbes dermatoldgicas tem se mostrado confidvel como método de triagem, os
diagnosticos soroldgicos por aglutinagdo em particulas de latex € um dos métodos mais
especificos e sensiveis para humanos, ja para a veterinaria métodos como ensaio
imunoenzimatico (ELISA) e reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem sido aprimorada
para se tonar os métodos mais especificos e sensiveis para identificacido da esporotricose
em caes e gatos. O objetivo deste trabalho foi destacar as diversas possibilidades de
exames laboratoriais para o diagndstico da esporotricose como a cultura fungica para
identificacdo, até mesmo um diagndstico molecular como o teste da reagdo em cadeia da

polimerase (PCR).

Palavras-chave: medicina veterinaria, zoonose, fungo, esporotricose

ABSTRACT

Sporotrichosis is a granulomatous mycosis of animals and humans caused by the dimorphic
fungus Sporothix spp., which predominantly affects subcutaneous tissue and is characterized
by the appearance of palpable nodules on the skin that may or may not evolve to ulcers that
do not heal. This characteristic clinical picture is caused predominantly by four species of the
genus Sporothrix: Sporothrix schenckii, S. brasiliensis, S. globosa and S. luriei. In Brazil,
Sporothrix brasiliensis is the most predominantly found species and the one responsible for
the endemic disease in the state of Rio de Janeiro, several laboratory methods can be used
for the diagnosis of sporotrichosis as fungiculture where Sporothrix spp. is isolated and
identifies it through its characteristics as colonia, with the use of histopathology it is possible
to identify leveduriform structures compatible with Sporothrix spp. in infected tissue , the
examination of cytopathology in dermatological lesions has been shown to be reliable as a

method of screening, serological diagnosis by latex particulate agglutination is one of the



most specific and sensitive methods for humans, as well as for the methodological
veterinarian such as immunoenzymatic assay (ELISA) and polymerase chain reaction (PCR)
has been improved to touch the most specific and sensitive methods for the identification of
sporotrichosis in dogs and cats. The objective of this work was to highlight the various
possibilities of laboratory tests for the diagnosis of sporotrichosis as fungic culture for

identification, even a molecular diagnosis such as polymerase chain reaction (PCR) test.

Keyword: veterinary medicine, zoonosis, fungus, sporotrichosis
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1 INTRODUGAO

A esporotricose € uma micose subcutanea causada pelo fungo

Sporothrix schenckii, que acomete o homem e os animais. A distribuicdo da

esporotricose € mundial, ocorrendo principalmente em areas tropicais e

subtropicais, como 0 nosso pais. Na natureza ou em cultura a temperatura de

25° C, o S. schenckii apresenta-se na forma filamentosa, e em parasitismo ou

cultura a 37° C, apresenta-se sob a forma de levedura. Geralmente é

encontrado no solo, crescendo em plantas, cascas de arvores, vegetais e

material em decomposicao, estando preferencialmente presente em ambientes

quentes e florestas umidas (BRUM, 2007).

Epidemiologicamente a esporotricose € considerada uma micose universal,
ocorrendo em condigdes climaticas tropical e subtropical. Embora seja prevalente nos
EUA, tem maior importadncia epidemioldgica nas Ameéricas Central e do Sul,
principalmente no México e no Brasil (LARSSON, 2011).

No Rio de Janeiro a incidéncia da esporotricose adquirida pelo contato com
gatos contaminados vem aumentando e esta doenga é considerada de notificagéo
obrigatoria (NUNES; ESCOSTEGUY, 2005).

A esporotricose pode acometer diversas espécies de animais e ja foi descrita
em equinos, caes, felinos, bovinos, suinos, camelos, primatas e no homem. A
transmissao da doenca é resultante da inoculagdo direta do fungo por meio de
arranhadura e/ou mordedura de animais afetados ou por pequenos traumas durante
atividades de lazer ou ocupacionais que tenham relacdo com floricultura, horticultura
e jardinagem (MEGID et al., 2016).

Os gatos tém um importante papel epidemiolégico na transmissdo e
propagacao da doenga, principalmente os nao castrados e de livre acesso a rua uma
vez que as lesdes cutaneas nestes animais contém uma grande quantidade de células
fungicas infectantes que os distinguem de outras espécies e os caracterizam como
notavel fonte de infeccdo (SCHUBACH et al., 2004).

Diferentes técnicas tém sido utilizadas nos diagndsticos da esporotricose, os
padrées ouro como o cultivo micoldgico, a citologia e a histopatologia sdo os mais

utilizadas, contudo outros métodos diagnosticos tém sido aprimorados e empregado
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nos diagnosticos laboratoriais da esporotricose como métodos moleculares (MEGID
et al., 2016).

2 ETIOLOGIA E EPIDEMIOLOGIA

A esporotricose € uma micose subcutdanea com uma evolugao
subaguda a crénica, sendo causada pelo fungo do complexo Sporothrix
schenkii. Este € um fungo dimérfico, geofilico, encontrado na natureza em solo
rico em matérias em decomposicao, folhas secas, madeiras e espinhos de
plantas (KAUFFMAN, 1999).

Megid et al (2016) descrevem que por serem fungos dimorficos o Sporothrix
schenkii € encontrado sob duas formas: na natureza e em temperatura ambiente, este
€ encontrado em coldnias filamentosas que inicialmente apresentam uma cor branca,
acinzentada ou creme, e se encontram na forma de levedura em parasitismo
apresentando col6nias lisas e uUmidas, de aspecto cremoso e coloragcédo
begeamarelada.

O Sporothrix schenkii coletado da secrecao purulenta da lesdo esporotricotica
apresenta caracteristica baciliformes, sob a forma de corpusculos Gram positivos,
fagocitados por leucdcitos polimorfonucleares (Lacaz et al., 2002).

Megid et al (2016) afirmam a existéncia de ao menos de seis espécies do
complexo Sporothrix baseado nas analises da sequéncia de sinteses de quitina,
Btubulina e calmodulina e sdo denominadas, Sporothrix brasiliensis, Sporothrix
schenckii, Sporothrix globosa, Sporothrix mexicana, Sporothrix pallida e Sporothrix
luriei.

Segundo Schubach et al. (2012) a esporotricose € considerada um risco
ocupacional para individuos que trabalham com solo, plantas ou materiais vegetais,
pois a principal forma de infeccdo é através da inoculagdo do fungo devido a
perfuragao por espinhos ou lascas de madeira. Existe transmissédo zoonética, através
de mordidas ou arranhdes de ratos, tatus, gatos e caes, sendo os gatos a espécie
animal mais associada com essa forma de contagio, devido principalmente a grande
quantidade de leveduras nas lesdes, mas também por carrearem o agente em grande

quantidade nas unhas e na cavidade oral.
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Segundo Megid et al. (2016) em caes a esporotricose ndo esta associada ao
género, contudo esta associada a contactantes felinos ou em acidentes traumaticos
com felinos infectados.

A transmissao da esporotricose ocorre através do implante traumatico do fungo
na pele, entdo para que a infeccdo se estabelega, é preciso que exista uma lesao
prévia da epiderme (KAUFFMAN et al., 2007).

Pode ocorrer a transmissao por inalagdo de conidios, porém de forma rara,
levando a possibilidade da forma sistémica da doenga, principalmente em humanos
com estado imunocomprometido (ALMEIDA; ALMEIDA, 2015).

Megid et al. (2016) diz que as formas de infeccdo em animais domésticos
ocorrem a partir do ato de escavar e encobrir dejetos com terra, por lesdes
subcutaneas causadas por arranhadura e mordedura de um felino infectado ou pelo
contato do exsudado das lesdes cutaneas.

A esporotricose entre os animais domésticos manifesta-se de forma cuténea
localizada, cutanea linfatica e cutanea disseminada. Observam-se em casos graves a
manifestacao sistémica da doenca, com comprometimento de diversos 6rgaos como
pulmdes, linfonodos internos, figado, bago e rim (SCHUBACH et al., 2012).

Almeida e Almeida (2015) evidenciam um papel importante dos felinos
infectados com acesso a rua, na transmissao da esporotricose para outras espécies
de animais cées, felinos saudaveis, quanto de maneira zoondtica para os humanos.

Segundo Megid et al. (2016) a distribuicdo geografica da esporotricose é
universal, contudo ocorre principalmente em regiées de clima temperado e tropical
pelos aspectos de alta umidade e temperatura dessas regides, na américa latina é a
micose subcutanea mais comum com muita relevancia no Brasil.

Barros (2008) aponta significante mudanca no perfil de transmisséo, assumindo
o status de epidemia no Rio de Janeiro. Apesar disso, a esporotricose segue
subnotificada neste estado, figurando entre as doengas negligenciadas. Nesse
contexto, o felino doméstico € o principal animal acometido por essa micose, bem

como transmissor (Figura1).
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Figura 1- Evolugcao espacgo-temporal dos casos de esporotricose felina no Brasil. Nas
Ultimas duas décadas (1998-2016), o Brasil experimentou um surto de longa duragao de
esporotricose transmitida por gatos no Rio de Janeiro, com 4.669 casos relatados.
Esporotricose transmitida por gato devido a S. brasiliensis frequentemente aparece na forma
de surtos ou epidemias em um curto periodo. Notavelmente, antes da década de 1990, o Rio
de Janeiro relatava um baixo numero de casos, quase sempre nao relacionados aos tipos de
transmisséo felina.
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Fonte: Gremido et al (2017).

Na epidemia do Rio de Janeiro, no periodo de 1998 a 2009, foram
diagnosticados cerca de 120 caes com esporotricose, adquirida principalmente
através do contato com gatos doentes. Os caes parecem nao desempenhar um papel
na cadeia epidemioldgica da doenga, pois, até dezembro de 2009, ndo havia registro
da transmissao zoonética do fungo ao ser humano por estes animais (BARROS et al.,
2010).

O resultado da endemia no Rio de Janeiro pode ser causado por uma complexa
interagdo patdogeno-hospedeiro-ambiente, incluindo elevada susceptibilidade do gato
e alta viruléncia do patdgeno, comportamento dos gatos e recente introdugédo da
esporotricose a uma populagao de felinos urbanos (MONTENEGRO et al., 2014).

Grande aumento da frequéncia de ocorréncias da esporotricose tem sido
observado nos ultimos anos no Brasil, principalmente na espécie dos felinos. Nestes,

tem a predomindncia em machos com faixa etaria inferior a quatro anos, nao
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castrados, ndo domiciliados ou com livre acesso a rua, contudo, ja foi relatado em
muares, asininos, bovinos, suinos, caprinos, chimpanzés, raposas, camelos, ratos,
hamsters, camundongos e golfinhos (MEGID et al., 2016).

3 PATOGENIA

Os fatores de patogenicidade sao responsaveis pelo aumento da viruléncia de
um agente microbiano durante a infecgéo e por isso a origem destes mecanismos tem
sido alvo de varios estudos. Microrganismos em geral, quando em contato com o solo
adquirem condi¢des que facilitam sua sobrevivéncia e consequentemente aumentam
seu poder de infecgéo e viruléncia (CASADEVALL, 2006).

Segundo Larsson (2011) o Sporothrix spp. tem como caracteristica a produgao
de melanina, fazendo-o ser classificado como um fungo demacio, ou seja, a melanina
produzida o protege da fagocitose, da destruicado macrofagica.

Barros et al (2010) demonstram que fatores como dimorfismo, termotolerancia,
enzimas extracelulares, componentes da parede celular e presenca de melanina
estejam envolvidos na patogenicidade de Sporothrix schenckii. Sporothrix spp. pode
produzir enzimas extracelulares como proteinases e fosfatases, além de apresentar
termotolerancia e sintese de melanina.

Segundo Morris-Jones et al (2003) apenas a fase miceliana do fungo é
melanizada, no entanto a produgao de melanina em leveduras foi demonstrada in vitro
e durante a infecgcdo. A formacdo de melanina, sem adicdo de precursores, foi
observada somente em leveduras e conidios.

O precursor mais comum para a sintese de melaninas fungicas € a L-tirosina,
dois tipos de melanina podem ser formados na presenca deste aminoacido precursor:
eumelanina (Figura 1B), piomelanina (Figura 1C). O principal tipo de melanina
encontrado dentro do reino fungi € a melanina 1,8-di-hidroxi naftaleno (DHN) (Figura
4A) sintetizada a partir de acetil-coenzima A (CoA) ou malonil-CoA por vias de
producgéao de policetideos (ALMEIDA-PAES et al., 2012).
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Figura 2- Trés tipos distintos de melanina produzidos por Sporothrix spp. A) melanina DHN
evidenciando o contorno de um conidio; B) eumelanina produzida por leveduras na presenga
de LDOPA e C) piomelanina produzida por leveduras em meio adicionado com Ltirosina a
direita; o frasco a esquerda continha leveduras mortas e foi usado como controle.

Fonte: Aimeida-Paes et al. (2012)

Melanizagdo também tem importancia na patogénese da esporotricose
cutdnea, uma vez que amostras pigmentadas selvagens de Sporothrix schenckii
apresentaram maior capacidade invasiva do que uma cepa mutante albina em um

modelo experimental de esporotricose em ratos (MADRID et al., 2010).

4 MANIFESTAGOES CLINICAS

A esporotricose apresenta manifestacdes clinicas sendo polimoérficas e podem
ser classificadas por extracutaneas apresentando manifestagdes pulmonar primaria
ou sistémica e a manifestacido cutanea apresenta lesdes cutaneas fixas, linfocutanea
e cutdnea disseminada, em muitos casos mais de uma forma pode ser observada
(MEGID et al., 2016).
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Bazzi et al. (2016) apresentam um estudo descrevendo as alteragdes das
lesdes macroscopicas das manifestagdes cutdneas. Foram estudados 10 gatos,
destes, oito eram machos e duas fémeas. todos apresentaram manifestagdes
cutaneas, foram observados nas lesdes macroscopicas com nddulos ulcerados e nao
ulcerados com massas e placas ulceradas (Figura 2), apresentam grossas crostas e

bordos elevados e exsudativos (Figura 3).

Figura 3 - Placa ulcerada, circular e bem delimitada na face dorso-lateral da regido
metacarpiana, na esporotricose felina

Fonte: Bazzi (2016).

Figura 4 - Placas ulceradas, bem circunscritas, eritematosas, circulares a ovaladas e com
presenca de exsudato, localizadas na borda lateral da orelha, na base medial da orelha e na
lateral da face, na esporotricose felina.
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Fonte: Bazzi (2016)

Megid et al. (2016) descrevem a manifestagao linfocutanea, que se caracteriza
por uma disseminacgao fungica a partir do inoculo cutaneo primario, para que haja
transmissdo para o sistema linfatico adjacente, causando multiplos nodulos
subcutaneos, ulcera e linfadenite regional.

No homem, dentre as formas relatadas, a infecg¢ao linfocutadnea localizada apds
inoculagao traumatica do agente na pele € a mais frequente (KAUFFMAN, 1999).

Apoés a entrada do agente no tegumento, inicia-se o periodo pré-patente com
duragdo média de 21 dias, dependendo do estado imunoldogico do hospedeiro,
podendo até involuir espontaneamente ou podendo variar entre 3 a 84 dias,
(LARSSON, 2011).

Segundo Macédo-Sales et al. (2018) os sinais clinicos da manifestagao cutanea
como dificuldade respiratoria, espirros, secrecdo nasal, emagrecimento, apatia,
epistaxe, secrecao ocular, dificuldade de locomog¢ao, aumento de volume localizado,

dor ao toque.

5 COLETA DE AMOSTRAS

Existem diversos métodos de coleta de material, dentre eles, destacam-se: o

uso de swab estéril para cultura micolégica, o esfregaco por aposi¢ao (imprint), em
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ldmina de vidro para citologia, a pungéo aspirativa por agulha fina para citologia e a
biopsia para o exame histopatoldgico (SANTOS et al., 2018).

Segundo Megid et al. (2016) diferentes técnicas tém sido utilizadas nos
diagnosticos da esporotricose, contudo na rotina, o cultivo micoldgico, a citologia, a
histopatologia seja mais utilizado o método mais fidedigno para confirmar o
diagnostico da doencga é o isolamento microbiologico com identificagdo do patdégeno.

Santos et al. (2018) aponta que na pratica clinica e nas agdes a campo, as
coletas com swab e o imprint sdo os mais faceis e viaveis de serem realizados. Ambos
devem ser precedidos por limpeza inicial da ferida com gaze e clorexidina degermante
dois por cento. Esta limpeza diminui a contaminagdo das culturas por bactérias e
fungos contaminantes, além de retirar parte do exsudato e do sangue da leséo,
facilitando a leitura das Iaminas no laboratério.

A coleta com a raspagem com zaragatoa (swab) (Figura 4), um tipo de haste
flexivel estéril, deve ser realizada friccionando-o em uma lesao preferencialmente
inicial, sem crostas e pequena. Essa haste sera, entdo, armazenada em meio de
transporte Stuart e enviada ao laboratério, o mais rapido possivel, para realizagao da
cultura micolégica (MEGID et al, 2016).

Figura 5 - Coleta de material para o diagnéstico de esporotricose. A: importancia do EPI
durante o procedimento. B: limpeza da ferida. C: swab da ferida. D: imprint para citopatologia.

.

Fonte: Telmo Ferreira (2010).

O imprint é feito, geralmente, pressionando-se uma lamina de vidro trés vezes,

sobre a lesdo ulcerada, em locais diferentes da lamina (Figura 5). Caso a lamina
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apresente excesso de secregdes, a mesma deve ser descartada apropriadamente.
Em seguida, recomenda-se que a coloragdo seja feita com os corantes azul de
metileno e eosina, que pode ser realizada no proprio consultério ou a campo. Apds a
coloracao, deve-se lavar delicadamente a lamina corada, utilizando-se somente um
fio de agua, e proceder com sua secagem completa, agitando a lamina no ar. Tendo
acesso a um microscopio comum, a analise da lamina pode ser feita imediatamente

ou ser enviada a um laboratério de micologia (SILVA et al., 2015).

Figura 6 - Coleta de material para analise citolégica (A) coleta de amostra com Swab (B)
Utilizando a técnica de imprint

(A) Fonte: Cruz (2010) (B) Fonte: Arquivos FIOCRUZ (2011)

Métodos de coleta podem ser utilizados em situacdes especificas, a bidpsia,
realizada com o animal sedado, é mais indicada para o diagndstico canino, uma vez
que essa espécie apresenta baixa carga fungica em suas lesées (SCHUBACH et al.,
2006).

Segundo Santos et al. (2018) a pungéo aspirativa por agulha fina € indicada em
animais com lesédo nodular no plano nasal, sem ulceragao. Tanto o método de puncéo
aspirativa por agulha fina quanto o método de biépsia, devem ser realizados em local

adequado e por profissionais experientes, especialmente a bidpsia.

6 DIAGNOSTICO
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Apresencga de lesdes ulceradas de aspecto gomoso em animais, principalmente
na regiao de face e dos membros, deve chamar a atencédo para o diagndstico da
esporotricose, sdo utilizados métodos como citologia, histopatologia, cultura,
identificacao fungica e diagndstico sorolégico (MEGID et al, 2016).

O exame direto de microscopia € obtido através da pesquisa de secrecoes,
escamas ou cortes histolégicos de pele. As amostras de pele sdo examinadas a fresco
com clarificacdo potassica ou apds coloragdes como Gram, Giemsa, Gomori ou PAS
(Lacaz et al. 2002).

6.1 CITOLOGIA

Segundo Silva et al (2015) a citologia apresenta sensibilidade de 84,9%, ou
seja, o resultado positivo possibilita o inicio imediato do tratamento. No caso de
resultado negativo, o diagndstico definitivo € realizado por meio de cultura e
identificac&o fungica.

Megid et al. (2016) descreve que o exame citolégico a partir das lesdes
dermatoldgicas desenvolvidas na esporotricose tem se mostrado confiavel como
método de triagem, este exame € pouco invasivo e de baixo custo, os procedimentos
para a execucao sido simples e rapidos o que possibilita sua realizagdo ambulatorial.

Quando presente no tecido, Sporothrix spp. apresenta-se na forma de
leveduras ovais a arredondadas, e mais comumente alongadas, medindo

aproximadamente 5-8 um, fagocitadas ou livres (Figura 6) (SILVA et al., 2015).

Figura 7 - Citologia de lesdo de gato (1000X) por imprint: Formas leveduriformes de Sporothrix
spp. livres ou fagocitadas no citoplasma de macréfagos, envoltas por halo claro (setas
vermelhas). Coloragao por panético.
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Fonte: Laboratério de Micologia e Micotoxinas -LAMICO/UFMG (2018).

As amostras para o exame citologico podem ser coletadas utilizando swabs,
impressao do exsudato ou aspiragdo com agulhas finas, devendo ser imediatamente
fixadas e coradas. A coloragao de escolha mais comum na pratica clinica é a de Wright
modificado, essa coloracdo nao fornece boa diferenciagdo de estruturas
citoplasmaticas e de microrganismos (MEGID et al., 2016).

Silva et al. (2015) apds estudo sobre a citologia feita por imprint em amostras

coletadas no Rio de Janeiro afirmaram que a sensibilidade da citologia por

imprint detectada foi menor (52,6%) do que a encontrada na cultura

micoldgica (95,2%), contudo, a sensibilidade pela citologia foi maior (81,6%)

para um grupo de felinos assistido pelo centro de referéncia do Rio de Janeiro

para o diagndstico da esporotricose, validando a técnica como recurso
seguro, rapido e de baixo custo para o diagndstico presuntivo da

esporotricose em gatos domésticos.

6.2 CULTURA E IDENTIFICAGAO FUNGICA

O padrao ouro para o diagndstico da esporotricose é o isolamento através de
cultura, sendo considerado um método de diagnéstico simples e de baixo custo. Os
patdgenos sao obtidos através do exsudato das lesées sendo coletados por swabs ou
bidpsias de lesédo cutanea e inoculados no meio de cultivo (SANTOS et al., 2018).

Kauffman (1999) apresenta que o isolamento em cultivo € o método de escolha

para o diagnéstico de esporotricose, porém pode ser negativa nas formas localizadas
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da doencga. Para o cultivo podem ser utilizados pus, exsudato, material de curetagem,
swab de lesGes abertas e aspirados de nddulos subcutaneos. Liquido sinovial e
sangue também podem ser utilizados para cultura, dependendo da apresentagao
clinica da doenca.

O isolamento do fungo em cultura é mais dificil nas apresentagdes cutaneas,
em virtude de escassez de parasitas nesta forma clinica da doenga. Nas formas
disseminadas o numero de unidades parasitarias € maior, sendo possivel o isolamento
com mais facilidade (LACAZ et al., 2002).

Segundo Megid et al. (2016) a cultura fungica pode ser efetuada a partir do
exsudato, coletado por Swab estéril ou curetagem a partir das lesdes, porem
preferencialmente deve ser realizada a partir de fragmentos de biopsia cutanea.

Rippon (1988) demonstra que Sporothrix spp cresce bem em quase todos os
meios de cultura, devendo-se utilizar meios com antibidtico quando se cultivar material
de lesdes abertas e as colénias crescem em média de trés a sete dias, devendo-se
esperar até quatro semanas para considerar a amostra negativa.

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 ser
por um tempo maior. Apds o crescimento de um fungo hialino na forma filamentosa
que com o tempo adquire a capacidade de produzir melanina, este € inoculado em
meio de agar infusdo de cérebro e coracéo e incubado a 37°C por cinco a sete dias,
visando a conversao do fungo para a forma leveduriforme, com aspecto cremoso e
coloragao amarelada, concluindo-se assim o diagnéstico micologico (BARROS et al.,
2011). A adicdo de tiamina e biotina as culturas e também o baixo teor de gas
carbonico facilitam a conversao da forma filamentosa em leveduriforme (LACAZ et al.,
2002).

Em agar Sabouraud acrescido ou nao de nutrientes, na temperatura ambiente,
o fungo cresce com superficie rugosa ou pregueada e membranosa, de coloragao que
varia de branco a creme, tornando-se com o tempo amarela, marrom ou negra,
apresenta ainda uma cobertura de micélio aéreos (Figura 7), coldnias mais novas
apresentam a cor creme e tornam-se escurecidas em com o tempo, ficando com
aspecto listrado; coldénias mais antigas, sucessivamente repicadas, perdem as

caracteristicas fenotipicas de se expressar com esse pigmento (MEGID et al., 2016).
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Figura 8- Cultura fungica de Sporothrix schenckii, em Agar Sabouraud, com aspecto micelial,
de centro enrugado, aderente ao meio e de cor marrom-escuro

Fonte: (MEGID et al, 2016)

Sporothrix spp. € um fungo de crescimento lento e o método padrdo de
referéncia requer a conversao para a fase de levedura por subcultura a 37 ° C. Isso
representa um tempo médio para um resultado diagnostico em torno de 30 dias
(GREMIAO et al., 2020).

6.3 HISTOPATOLOGIA

A histopatologia € um dos métodos mais indicados para o diagndstico preliminar
da esporotricose, uma vez que, utilizando-se dela é possivel a visualizagao das
estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. Além disso, o exame
histopatoldgico possibilita a exclusdo de outros diagndsticos diferenciais como
carcinoma de células escamosas, criptococose, histoplasmose, leishmaniose e
micobacterioses cutédneas (SCHUBACH et al., 2003).

O exame histopatologico é, geralmente, utilizado para sugerir o diagnéstico,
através de achados nao especificos, que variam com a fase evolutiva da doenga,
associados ou nao ao encontro de leveduras. Se tem forte sugestdo do diagndstico

quando encontrado Sporothrix schenckii nos cortes histologicos (SILVA et al., 2013).
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Nos nodulos linfaticos encontramos pequenos granulomas dispersos no
infiltrado inflamatdrio dérmico. Com a cronicidade, as lesdes apresentam trés zonas
caracteristicas: uma zona central ou “supurativa”, composta por neutréfilos; uma zona
intermediaria, composta de células epitelidides e uma zona periférica, composta de
células linfoides e plasmaticas (LACAZ et al.,2002).

Segundo Megid et al. (2016) a avaliacdo histopatologica das lesbes da
esporotricose em céaes e gatos geralmente revela a epiderme acantética e ulcerada,
com deposicdo de crostas e variavel quantidade de pustulas, na derme papilar e
reticular, observa-se intensa inflamagdo, composta de macréfagos, neutrofilos,
linfocitos e plasmaécitos, em padrao nodular difuso.

No intersticio da derme, e no citoplasma de macrofagos epitelidides e células
gigantes multinucleadas encontram-se numerosas estruturas leveduriformes unicas
ou com brotamento, redondas, ovais ou alongadas medindo 5 a 9 um de comprimento
por 2 a 5 ym de largura (SILVA et al., 2013).

A diferenciacdo da esporotricose felina das doencgas nas outras espécies € a
quantidade abundante de levedura, facilmente visualizadas, mesmo em coloracdes
histoquimicas de rotina, como a hematoxilina-eosina, fato ndo evidenciado no tecido
infectados em cdes e humanos. J& em felinos o granuloma formado é frouxo,
composto basicamente de macréfagos, que se mostram incapazes de limitar a

proliferacao fungica (MEGID et al., 2016).

6.4 DIAGNOSTICO SOROLOGICO

A prova de aglutinagédo em particulas de latex sensibilizado € considerada o
método mais sensivel e especifico no diagndstico das formas cutanea e extra cutédnea
da esporotricose humana, quando comparado com as provas de fixagcdo de
complemento, imunodifusdo. No entanto, em veterinaria as provas sorolégicas
apresentam resultados variaveis e por vezes controverso (MEGID et al., 2016).

Na técnica de aglutinagao, uma amostra que contém o anticorpo especifico é
misturada ao latex previamente sensibilizado com o antigeno especifico ou o anticorpo

e de aparéncia leitosa, assim ocorrera uma aglutinagao visivel, ou seja, formacao do
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complexo antigeno-anticorpo. O grau de aglutinagédo sera em fungédo da concentragao
do aglutinante e do aglutinado (BANGS, 1996).

Kauffman (1999) diz que os testes sorologicos tém sido utilizados para
diagndstico, com resultados ainda pouco definidos. Os testes de aglutinagao em latex
sdo considerados mais sensiveis. Os titulos sorolégicos sdo positivos apds trés a
quatro semanas de doenga.

Testes imunoldgicos cutdneos com esporotriquina tém utilidade limitada pela
sua baixa especificidade, servindo para inquérito epidemiolégico e, algumas vezes,
como auxilio para diagndstico e diferenciagao entre esporotricose e leishmaniose em
caes. O teste negativo € util para excluir o diagnéstico de esporotricose, porém, o teste
pode ser positivo por reagado cruzada com outras micoses (LARSSON, 2011).

Segundo Megid et al. (2016) O desenvolvimento de provas sorolégicas
especificas e sensiveis para o diagnostico € de grande importancia especialmente

para caes que apresentam escassa quantidade de fungo tecidual.

6.4.1 Ensaio imunoenzimatico - ELISA

Técnicas imunoldgicas mais sensiveis comegaram a ser padronizadas para
utilizacdo no sorodiagndstico da esporotricose. Cinco técnicas de ELISA que
pesquisaram imunoglobulinas do isétopo G. Uma utilizando extrato bruto de cultivo da
forma leveduriforme, duas utilizando um antigeno purificado da parede celular da
forma leveduriforme, outra utilizando extrato bruto do cultivo da forma filamentosa de
Sporothrix schenckii (ALMEIDA-PAES et al., 2007a).

Almeida Paes et al. (2007b) demonstram valores satisfatorios de sensibilidade
variando de 90% a 97%, e especificidade variando de e 86% a 89% e apresenta outra
técnica de ELISA descrita para esporotricose. A técnica consiste em pesquisar a
presenga de imunoglobulinas G, M e A, sendo que as imunoglubulinas M e A
participam da patogenia da esporotricose, as imunoglobulinas M sao produzidas no
inicio da infecgao e as imunoglobulinas A sao produzidas quando a infeccao ocorre
em mucosas.

Segundo Gremiao et al. (2020) um teste ELISA foi disponibilizado em

laboratérios para o diagnostico preliminar da esporotricose felina, este teste ELISA



28

detecta anticorpos IgG contra um antigeno purificado de Sporothrix ssp. (SsCBF) e foi
validado recentemente para todas as formas clinicas de esporotricose felina.

Baptista et al. (2020) realizou um estudo durante 12 meses utilizando felinos
independentemente de raga, sexo ou idade. Utilizando ELISA com antigeno SsCBF
purificado e isolado da parede do S. schenckii para detec¢do de anticorpos IgG
antiSsCBF demonstrando dados promissores para aplicacdo do SsCBF ELISA para
diagnosticar infeccao felina causada por S. brasiliensis e monitorar o tratamento
terapéutico ja que o ELISA foi sensivel no pro-diagnostico, independentemente da
terapia antifungica concomitante ou anterior, durante a realizagao do estudo.

Gremiao (2020) relata que os niveis de IgG caem de acordo com a resposta
terapéutica, contudo foi observado que a exposi¢cédo continua ao agente infeccioso por
meio de um ambiente contaminado pode manter altos niveis de anticorpos e uma
sorologia positiva (soroconversao), por isso os resultados dos testes diagnosticos
devem ser sempre associados aos achados clinicos.

Segundo Fernandes et al. (2011) a técnica de ELISA utilizando o antigeno
SsCBF apresentou valores de sensibilidade e especificidade de 90% e 96% com uma
eficiéncia global de 93%.

Segundo Coelho (2013) ensaios imunoenzimaticos podem contribuir para o
diagnodstico da esporotricose, porém um desafio € obter um teste de alta sensibilidade
e ao mesmo tempo alta especificidade, devido as diversas infeccoes fungicas,
responsaveis pelas reacdes cruzadas.

Guimaraes et al. (2004) explicam ensaios imunoenzimaticos para o diagndstico
de outras doengas causadas por fungos dimorficos estdo disponiveis, entretanto a
utilizacao da técnica sem modificacbes nao permite obter valores satisfatérios de

especificidade para esporotricose.

6.4.2 Reagdo em cadeia da polimerase - PCR

O método do PCR foi desenvolvido para a detec¢ao do agente, diretamente a
partir de amostras teciduais biopsiadas de pacientes, felinos e humanos, com

esporotricose, recorrendo-se a primers oligonucleotideos baseados no gene
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quitinasintetase 1 (CHS1) do S. schenckii, contudo no hemisfério sul, ndo existem
relatos de sua utilizagdo (LARSSON, 2011).

Segundo Oliveira et al. (2012) O desenvolvimento de métodos moleculares
baseados na detecgcdo de acido desoxirribonucleico (DNA) para identificacdo de
isolados fungicos podera promover uma redug¢ao no tempo do diagndstico, mantendo
ou melhorando a especificidade, sensibilidade e precisao quando comparado a cultura
fungica.

Kano et al. (2001) descreve a primeira PCR para a identificagdo de Sporothrix
spp., iniciadores baseados no gene codificador da quitina sintase 1 (CHS1) foram
desenhados e a PCR foi capaz de detectar 10 pg de fragmento de DNA genémico de
Sporothrix spp a partir do fragmento de les&o de pele obtido por bidpsia de um gato
com esporotricose.

Hu et al. (2003) relata uma PCR para detecgéo de Sporothrix spp. foi avaliada
em amostras clinicas utilizando como alvo a regido do gene 18S rRNA. Essa reacgao
detectou DNA de Sporothrix spp. em amostras de tecidos de animais infectados,
confirmados por cultura ou coloracdo histoquimica. O ensaio mostrou uma alta
sensibilidade e especificidade, indicando que poderia permitir o diagndstico rapido,
com precisao suficiente para ser util no diagndstico de pacientes com esporotricose.

Oliveira et al. (2012) descreveram uma PCR fingerprinting utilizando o primer
universal T3B permitindo assim a identificacdo de isolados clinicos a nivel de espécie
do complexo Sporothrix: S. brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. schenckii. Esta
metodologia é simples, confiavel, rapida e de baixo custo, sendo um sistema de
identificacdo ideal para utilizagcdo em laboratérios clinicos de micologia que néo

disponham de recursos para o sequenciamento de DNA.

7 TRATAMENTO

No passado, infeccdes por esporotricose humana eram tratadas com solugdes
saturadas de iodeto de potassio por via oral, em doses crescentes conforme a
tolerancia do paciente. Contudo, se a esporotricose estivesse localizada em regiao
meninge cefalica, a aplicagdo do iodeto poderia ser feita por via raquiana (Lacaz et al.,
2002).
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Os iodetos apresentam efeitos adversos além do grande tempo de tratamento
se utilizado sozinho, este longo tempo de tratamento contribui para o abandono do
tratamento ja que tem duracgédo de trés a seis meses. Atualmente, alguns antifungicos
mais eficazes como o itraconazol, cetoconazol, miconazol e clotrimazol s&o a classe
de medicamentos azdlicos, de preferéncia no tratamento clinico das afecg¢des de
esporotricose (YAMADA, 2011).

Existem poucos casos descritos com a aplicagdo do iodeto de potassio no
tratamento da esporotricose felina, pois os resultados obtidos sdo controversos,
contudo, foi sugerido que a associagdo de iodeto de potassio aos azolicos no
tratamento da esporotricose possa apresentar melhores resultados quando
comparado a monoterapia com azélicos (SCHUBACH et al., 2012).

Megid et al. (2016) descreve que o modo de acao dos iodetos ainda nao é
completamente compreendido, contudo se tem a hipotese que existe uma acao dos
iodetos no aumento das atividades proteoliticas e na acdo microbicida dos leucdcitos
polimorfonucleares, entretanto os iodetos apresentam efeitos colaterais como:
anorexia, vomitos, diarreia, disqueratose, secre¢ao oculonasal, depressao e colapso.

Segundo Chaves et al. (2012), o abandono do tratamento ocorre principalmente
quando o tutor do animal nota melhora das lesdes cutaneas e sinais clinicos, nao
retornando para o acompanhamento clinico e terapéutico, podendo assim ocorrer uma
recidiva e uma disseminacao tegumentar e sistémica da esporotricose.

Os protocolos terapéuticos atualmente preconizados apresentam uma baixa
efetividade em felinos e permanecem limitados pela dificuldade de administracdo dos
farmacos por via oral (SCHUBACH et al., 2012).
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8 CONSIDERAGOES FINAIS

. O exame citoloégico apresenta vantagens, como o baixo custo e a rapidez
no resultado, contudo, no caso de resultado negativo, o diagndstico definitivo é

realizado por meio da cultura micologica.

. A histopatologia € um dos métodos mais indicados para o diagndstico
rapido da esporotricose. Além disso, 0 exame histopatoldgico possibilita a exclusdo

de outros diagnésticos diferenciais.

. O isolamento através de cultura fungica € o padrdao ouro para o
diagnostico da esporotricose, sendo considerado um método de diagndstico
simples e de baixo custo, contudo, € um meétodo que apresenta uma demora maior
ao dar um resultado e na forma localizada da doenca pode apresentar falso

negativo.

. A prova de aglutinacdo em particulas de latex sensibilizado é
considerada o método mais sensivel e especifico no diagnéstico das formas
cutanea e extra cutdnea da esporotricose humana, porém, em veterinaria as
provas soroldgicas como aglutinacdo em particulas de latex, fixagdo de
complemento e imunodifusdo apresentam baixa especificidade e sensibilidade

para o diagndstico da esporotricose em caes e gatos.

. Ensaios imunoenzimaticos (ELISA) podem contribuir para o diagndstico
diferencial de doengas causadas por fungos dimorficos, utilizando o teste de
SsCBF ELISA podemos ter um 6timo resultado ao diagnosticar a esporotricose
contudo, deve-se observar os achados clinicos para que ndao ocorra um falso

positivo devido a soroconversao.

. O PCR é uma técnica rapida sendo um método simples, confiavel e com
uma sensibilidade alta para Sporothrix spp., contudo no hemisfério sul ndo existe

relatos da utilizagao da PCR para esporotricose.
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