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1. INTRODUCAO

A esporotricose é uma doenca zoonotica causada por fungos dimérficos do
complexo Sporothrix spp. O S. brasiliensis é a espécie mais virulenta do clado
clinico, e os felinos sdo a espécie mais acometida por essa micose (GREMIAO et
al., 2020). Os animais se contaminam com o fungo inserido em habitat natural, pelo
costume de arranhar cascas de arvore e contato com matéria organica, ou atraves
de arranhadura e mordedura em agressoes intraespécie (RAMIREZ-SOTO et al.,
2018). O diagnéstico definitivo € estabelecido através do isolamento e
caracterizacdo do agente etioldégico por meio de cultura micolégica e converséo da
forma filamentosa para leveduriforme (DE MIRANDA et al.,, 2018). No entanto,
devido ao tempo para confirmar o dimorfismo do fungo e a necessidade de que o
laboratorio seja certificado como nivel 2 de biosseguranca para realizar o teste, o
diagndstico pode demorar (DE MIRANDA et al., 2018).

Visto as dificuldades encontradas na realizacdo do diagndstico
convencional, outras alternativas estdo sendo aplicadas, pelo uso de PCR ou testes
sorologicos (FERNANDES et al.,, 2011). O uso do ensaio de imunoadsorcao
enzimatica (ELISA) indireto como ferramenta diagndstica se baseia na
possibilidade de um teste mais rapido comparado ao método padrdo, com alta
sensibilidade e especificidade (ALVARADO et al., 2015). A partir de um antigeno
conhecido, o ELISA tem sido aplicado tanto no diagnéstico como no
acompanhamento terapéutico de humanos (ALMEIDA-PAES et al., 2007). Em
felinos, ha apenas um estudo utilizando o S. brasiliensis na forma de exoantigeno
(RODRIGUES et al., 2015).

O uso de fragmentos imunogénicos para desenvolvimento de proteinas
recombinantes para diagnoéstico de doencas zoondticas ja tem sido explorado na
medicina veterinaria (FERNANDES et al., 2022). Na esporotricose, isolados
provenientes da superficie da célula fungica, bem como extraidos da parede celular
ja foram identificados, revelando sua importancia na resposta imune do hospedeiro
(PORTUONDO et al., 2019). Desta forma, o objetivo deste estudo foi desenvolver
um teste diagnéstico para esporotricose felina por meio de ELISA indireto,
utilizando uma proteina recombinante de S. brasiliensis como antigeno.

2. METODOLOGIA

Foram selecionadas 24 amostras de soro de felinos com esporotricose,
diagnosticados a partir da apresentacdo de sinais clinicos compativeis com a
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doenca, isolamento e caracterizacdo morfolégica e conversado dimoérfica do fungo.
Acerca da coleta destas amostras, os felinos foram previamente classificados
guanto ao sexo (8 fémeas e 16 machos), e se eram acometidos por retroviroses,
como o virus da leucemia felina - FelV (n = 3; 12,5%) e/ou da imunodeficiéncia
felina — FIV (n=7; 29,6%).

Como controle, foram selecionados 15 soros de felinos saudaveis, sem
sinais clinicos de qualquer doenca e negativos para retroviroses. Além disso, foram
utilizadas oito amostras de soros de felinos acometidos por outras doencas
infecciosas, sendo FelV (n =7) e FIV (n = 1), previamente diagnosticados por meio
de imunocromatografia. Todas as amostras de soro dos animais utilizadas neste
estudo foram obtidas de um banco de soros de projetos finalizados previamente
aprovados pela Comité de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade
de Veterinaria, da UFPel (30742/2018) (24343019.9.0000.5317).

A proteina nomeada rChiGp70_Eno foi construida a partir das sequéncias
codificadoras da proteina Gp70 e epitopos da Enolase de S. brasiliensis 5110 (DE
ALMEIDA et al., 2018; PORTUONDO et al., 2019). A sequéncia de aminoacidos da
proteina foi submetida a modelagem estrutural e analisada por softwares de
bioinformética, e o gene foi sintetizado e fornecido em forma de vetor. A clonagem,
expressao, purificacdo, bem como a avaliacdo do potencial antigénico da proteina
recombinante sera descrita em outro resumo neste congresso.

Para a realizacdo do ELISA, placas de microtitulagéo de poliestireno (Nunc
Polysorp, Nalge Nunc International, Rochester, NY, EUA) com 96 pocos foram
sensibilizadas em triplicatas com 200 ng da proteina rChiGp70_Eno por cavidade
diluida em tampéao Carbonato Bicarbonato 50 mM (pH 9,8) e incubada a 4 °C
overnight. Apos o periodo as placas foram lavadas trés vezes com 200 pl por poco
de PBS-T e blogueadas com 200 pl de solucdo bloqueio (leite em p6 desnatado) a
5% em PBS-T por 2 h a 37 °C. Depois de serem lavadas quatro vezes com PBS-T,
as placas foram incubadas por 1 h a 37 °C com soros de gatos diagnosticados com
esporotricose na diluicdo 1:50 em leite desnatado a 2,5% em PBS-T. As placas
foram novamente lavadas trés vezes com PBS-T e foi adicionado conjugado de
peroxidase IgG anti-felino (Sigma-Aldrich) e diluido a 1:5000 em PBS-T e
incubadas por 1 h a 37 °C. Por fim, as placas foram lavadas cinco vezes com PBS-
T e a reacao foi revelada pela adicdo de uma solugdo contendo 0,004 g de o-
fenilenodiamina dicloridrato em 10 ml de tampao citrato fosfato (pH 4,0) e 15 ul e
H202 30% por 15 minutos a temperatura ambiente e no escuro. A reacdo foi
interrompida pela adicdo de 50 pl de H2SO4 3% por pogo e a absorbancia foi
avaliada por meio de um leitor de microplacas de ELISA (Agilent BioTek 800 TS
Absorbance Reader, Santa Clara, CA, USA) a 492 nm. Todas as amostras foram
avaliadas em triplicata.

A andlise estatistica foi realizada a partir do processamento dos dados no
software GraphPad Prism 8.0 (La Jolla, CA, USA). Como medidas de analise foram
verificados ponto de corte, sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo
(VPP) e valor preditivo negativo (VPN). O ponto de corte foi definido como a média
aritmética mais 2 desvios padrdo dos soros dos gatos saudaveis.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
A partir da andlise das 47 amostras sorolégicas e pelo ponto de corte

estabelecido em 0,020, 24 amostras foram classificadas como verdadeiramente
positivas. No entanto, cinco amostras foram classificadas como falso positivas,
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sendo duas do grupo de felinos saudaveis e trés do grupo de felinos acometidos
por retroviroses, conforme observado na tabela 1.

Tabela 1 — Tabela 2x2 para os resultados obtidos do ELISA em comparacdo com
o correto desfecho dos animais positivos ou ndo para esporotricose felina.

Esporotricose

Positivo Negativo Total
Positivo 24 5 29
ELISA Negativo 0 18 18
Total 24 23 47

Desta forma, a performance do ensaio foi de 100% (IC 95%: 86%-100%) de
sensibilidade e de 78,2% (IC 95%: 56%-93%) de especificidade. Em estudo similar
avaliando o uso de exoantigeno de S. schenckii para a deteccdo sorolégica de
gatos acometidos por esporotricose, 0s resultados obtidos foram de 90% de
sensibilidade, sendo inferior ao resultado encontrado neste estudo. Ja a
especificidade foi superior, sendo de 96% (FERNANDES et al., 2011). Ja em
humanos, o uso de exoantigeno obtido a partir de uma cepa de S. brasiliensis
alcancou 87% de sensibilidade e 100% de especificidade (BERNARDES-
ENGEMANN et al., 2022). Na opinido do autor que ja trabalhou com ambas as
formas, a proteina recombinante permite uma melhor padronizacdo do ELISA do
que o exoantigeno bruto, principalmente se o laboratério onde foi desenvolvido o
teste possuir mais recursos biotecnologicos.

O teste ainda performou com 100% de valor preditivo negativo e 82,7% de
valor preditivo positivo. Valores semelhantes foram encontrados por ALVARADO et
al. (2015), neste caso 86% de valor preditivo positivo e 100% de valor preditivo
negativo, avaliando o uso de exoantigeno de S. schenckii no diagnéstico por ELISA
em humanos.

Nosso estudo apresenta algumas limitacbes, principalmente pela
guantidade de amostras analisadas, seja de gatos doentes ou ndo. Por mais que 0
namero seja condizente com outros achados na literatura, o baixo niumero de
amostras pode impactar significativamente na sensibilidade e especificidade do
teste. Ainda mais, devido a baixa casuistica de animais acometidos na regido de
Pelotas/RS néo foi possivel a inclusdo de soros heter6logos no desenvolvimento
deste ELISA. Desta forma, a avaliagdo da possibilidade de reag¢des cruzadas com
doencas fungicas como criptococose e histoplasmose foi prejudicada.

4. CONCLUSOES

Apesar das limitacGes, nossas evidéncias sugerem que o uso da proteina
recombinante de S. brasiliensis como antigeno teve aplicacdo eficaz no
desenvolvimento do ELISA para diagnostico de esporotricose felina, também
performando com alta sensibilidade e boa especificidade na detec¢ao das amostras
soroldgicas.
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