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RESUMO

A esporotricose € uma micose subcutanea que acomete seres humanos e animais,
adquirida por inoculacdo traumatica através de material vegetal e solo contaminado com
as espécies patogénicas do género Sporothrix spp. ou por mordidas e arranhdes do animal
infectado pelo fungo supracitado. Doenca antes ocupacional, atualmente zoondtica
emergente e negligenciada, resultando em epidemias e se tornando grave problema de
salde publica. A participacdo do felino na rota de transmissao dessa patologia, fez com
que o numero de casos zoonoéticos crescesse exponencialmente devido ao convivio
doméstico de humanos com os gatos. O municipio de Ribeirdo das Neves em Minas
Gerais teve seu primeiro caso zoondtico registrado em 2017. Desde entdo, tém sido
identificados varios casos de felinos com suspeita de esporotricose no municipio
supracitado. A importancia de um diagndstico rapido e viavel nas unidades de saude
publicas, que complemente a avaliagdo clinica veterinaria, favorece no tratamento desses
animais reduzindo risco de transmissdo zoonoética e epizootias e consequentemente
interfere na propagacdo da doenca. Esse estudo visa avaliar a precisdo e confiabilidade
do método citoldgico utilizando corante panotico rapido para fechar diagnéstico de
esporotricose felina e obter o resultado rapido, afim de iniciar o tratamento prévio do
individuo infectado, além de promover medidas de controle. Os resultados mostram que
0 método citolégico com o corante panotico rapido é eficaz permitindo a visualizacdo de
células leveduriformes caracteristicas do género Sporothrix spp., além de ser
financeiramente mais viavel e mais rapido no fechamento do diagnéstico quando
comparado ao Giemsa e May Grunwald. Este estudo contribuiu para demonstrar que a
técnica citoldgica favorece no diagnéstico rapido para esporotricose felina de modo a
iniciar precocemente o tratamento, evitando a propagacdo da doenca, reduzir o abandono
de animais e 0 nimero de eutanasias nos Centros de Controle de zoonoses, auxiliando o0s
profissionais da saude na identificacdo da doenca, além de reduzir custos e impactos na

salde publica do municipio.

Palavras-chave: Sporothrix spp., diagnostico, esporotricose felina, zoonoses.



ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis that affects humans and animals, acquired by
traumatic inoculation through plant material and soil contaminated with pathogenic
species of the genus Sporothrix spp. or by bites and scratches of an animal infected by
the fungus. Initially was an occupational disease but currently is an emerging and
neglected zoonotic disease, resulting in epidemics with a serious public health problem.
The participation of the feline in the route of transmission of the disease has caused an
increase in the number of cases due to the domestic coexistence of humans and domestic
cats. The municipality of Ribeirdo das Neves in Minas Gerais had its first zoonotic case
recorded in 2017. Since then, several cases of felines with suspected sporotrichosis have
been found in the aforementioned municipality. The importance of a quick and viable
diagnosis in public health units, which complements the veterinary clinical evaluation,
favors the treatment of these animals, reducing the risk of zoonotic transmission and
epizootics and consequently interfering with the dissemination of the disease. The present
study aims to evaluate the accuracy and reliability of the cytopathological method using
rapid panoptic dye in the diagnosis of feline sporotrichosis to obtain a quick result. It is
vital to begin treatment as soon as possible and to promote social control measures. The
results indicate that the cytological method is effective to display yeast cells of the
characteristics of the genus Sporothrix. This study contributed to demonstrate that the
cytological technique favors the rapid diagnosis of feline sporotrichosis in order to start
treatment early, preventing the spread of the disease, reducing animal abandonment and
the number of euthanasias in the Zoonosis Control Centers, helping professionals of
health in the identification of the disease, in addition to reducing costs and impacts on the

public health of the municipality.

Keywords: Sporothrix spp., diagnosis, feline sporotrichosis, zoonoses.
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1. INTRODUCAO

A esporotricose € uma micose que se da por implantagédo traumatica e subcutanea
do fungo patogénico do género Sporothrix spp., presente em matéria organica e plantas,
muito comum em regifes de clima subtropical e umido (SILVA, 2014; SILVA et al,
2015). Essa doenca pode acometer tanto humanos quanto animais, como cées, gatos,
equinos e possui potencial carater zoonotico (GONTIJO et al, 2011; MARIO, 2015;
PIRES, 2017).

Dentre os animais domeésticos, os felinos tém tido maior evidéncia, devido a
facilidade de transmissibilidade através de arranhadura ou mordedura, levando a surtos
familiares, acometendo individuos de todas as faixas etarias e sexo, principalmente na
regido sul e sudeste brasileira (SILVA, 2010). A participacdo dos felinos na rota
epidemioldgica dessa patologia, fez com que esta doenca crescesse exponencialmente se
tornando potencialmente zoondtica e de grande preocupacdo para a saude publica
(GONTUIJO et al, 2011; PIRES, 2017). Outro fator que contribui com o favorecimento da
expansao desta doenca sdo as regides de baixo nivel socioeconémico, nas quais no Brasil
sdo consideradas endémicas, pois apresentam condi¢des ambientais favoraveis para
Sporothrix sp., como a falta de saneamento basico, descarte inadequado de lixo em
terrenos baldios, domicilios com area de terra, plantas e acumulo de entulhos, condicéo
que também favorece a presenca de ratos, e consequentemente a presenca de felinos na
maioria dos domicilios como principal recurso para o controle dos roedores (BARROS et
al., 2010).

As manifestacdes clinicas da esporotricose felina sdo amplas e evolui
rapidamente, pode variar de uma forma subclinica apresentando lesdes cutaneas (cutanea
localizada), como papulas ou nodulos, que na grande maioria aumentam de tamanho,
ulceram, progredindo para lesbes multiplas (cutanea disseminada) provocando secrecao
seropurulenta, em casos mais graves leva ao comprometimento sistémico sendo fatal ao
animal (SCHUBACH et al., 2014; GONCALVES et al., 2019).

Nos humanos por sua vez, a infeccdo manifesta-se de forma cronica na pele e no
tecido subcutaneo e pode disseminar para os linfonodos ou se disseminar para corrente
sanguinea, individuo imunocomprometido pode desenvolver o quadro mais grave da

doenca, a forma sistémica, que também pode se manifestar se houver inalagéo ou ingestéo
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dos esporos do fungo, que € raro (SILVA, 2014; PIRES, 2017; GONCALVES et al.,
2019).

Os sintomas clinicos da esporotricose nos felinos, podem ser semelhantes a outras
doencas como micobacteriose, criptococose, actinomicose, e até mesmo sinais clinicos
caracteristicos da leishmaniose tegumentar, por isso a importancia de técnicas de
diagnostico que auxiliem na identificacdo dessa micose, associado ao histdrico do animal
infectado juntamente com o perfil epidemioldgico local (LARSSON, 2011; MACHADO,
2015; PIRES, 2017). Além disso, essas técnicas diretas de diagnostico permitem que se
inicie o tratamento prévio do animal, uma vez que, o tratamento é longo e que a acéo
desse fungo nos felinos, sdo predominantemente graves podendo evoluir para 6bito
(RODRIGUES, 2022).

O padréo ouro de identificacdo dessa micose € a cultura flngica, que apesar da
alta especificidade, o tempo de crescimento da colbnia para identificacdo pode levar até
quatro semanas, e ainda pode ocorrer de ndo ser possivel observacdo por contaminagdo
de outros microrganismos saprofiticos ou por coleta incorreta do material.
Consequentemente, leva ao atraso do inicio do tratamento e favorece o agravamento da
doenca e aumento do risco de transmissdo. (SILVA et al., 2015; SILVA et al., 2018).

Os exames citoldgicos, por sua vez, sdo métodos faceis, ndo invasivos, de alta
sensibilidade que permitem a identificacdo caracteristica do Sporothrix spp. em sua forma
parasitaria, leveduras em forma de charuto, redondas ou ovais. Nos felinos, por
apresentarem alta carga fungica quando infectado, faz com que essa técnica de
diagnostico para esporotricose seja utilizada como complementar com a avaliacéo clinica
e perfil epidemioldgico (SILVA et al, 2015). As lesdes de esporotricose em humanos, por
sua vez, por apresentar baixa carga fungica, dificulta o uso da técnica citologica para
diagnostico (RODRIGUES et al, 2020)

Atualmente o municipio de Ribeirdo das Neves, pertencente a regido
metropolitana de Belo Horizonte, vem apresentando casos recorrentes da doenca, tendo
0 primeiro caso zoondtico relatado no ano de 2017 e ocorrente até os dias atuais. O
municipio possui reas com condicdes sanitarias precarias. Sendo desta forma, ambientes
ideais para proliferacdo de doengas, aparecimento de pragas urbanas como ratos, que sao
tambeém hospedeiros do fungo, facilitando assim a propagacéo da esporotricose (LUTZ e
SPLENDORE, 1907; RODRIGUES et al, 2020).
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Devido a presenca crescente dessa patologia no municipio e a auséncia de um exame que
auxilie a equipe veterinaria no fechamento de diagnostico, faz-se necessario técnicas de
diagndsticos que sejam precisas na identificacdo da esporotricose dos felinos que chegam
ao Canil Municipal. Alem disto, é necessario que a técnica escolhida seja viavel e de facil
implementacdo, pois em locais com crescimento exponencial da doenca, é importante
apressurar o resultado a fim de iniciar o tratamento prévio do individuo infectado, além

de promover medidas de controle.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Histérico

Historicamente a esporotricose esteve associada principalmente aos profissionais
que trabalham com solo, plantas ou materiais vegetais, como jardineiros, floristas e
agricultores. Por muito tempo foi conhecida como doenca do jardineiro, uma vez que a
infeccdo é adquirida através da inoculagédo do tecido por perfuracdes ou feridas causadas

por espinhos ou lascas de madeira (QUINN et al., 2007).

O primeiro caso de esporotricose humana foi registrado em 1898 por Benjamin
Shenk nos EUA. Cinco anos mais tarde, em 1903, teve o primeiro isolado do fungo na
Franca descrito por Beurmann e Gougerot, e depois houveram outros casos humanos na
Europa. A primeira descricdo da doenga no Brasil foi em 1907, relatado por Lutz e
Splendore, que identificaram o fungo em ratos marrons (Mus decumanus) coletados do
esgoto da cidade de S@o Paulo. Esses autores sugeriram que os ratos se infectam
naturalmente por ingestéo, pois conseguiram isolar o fungo da mucosa oral destes animais
(GREMIAO et al, 2020; LUTZ e SPLENDORE, 1907; RODRIGUES et al, 2020).

O primeiro registro da forma zoondtica de esporotricose felina, ocorreu em 1952
na cidade de Nova York. No Brasil, o primeiro relato humano de esporotricose
relacionado a um gato, foi no ano de 1955 na cidade de Sdo Paulo (RODRIGUES et al,
2020). Em 1986, Dustan e colaboradores, registraram varios casos envolvendo gatos e
humanos no Brasil, sendo 0 Rio de Janeiro o primeiro estado da regido sudeste do pais,
com ocorréncia da primeira epidemia associada a transmissdo zoondtica relacionada a
gatos infectados (CHAVES, 2011).

Esses registros histdricos sobre a esporotricose, sdo de suma importancia para
melhor compreender sobre sua expansdo epidemioldgica, bem como conhecer o agente
etiologico e sua acdo infecciosa nos hospedeiros e sua rota de transmissao. Dessa forma
facilitar no entendimento dos surtos dessa patologia, que atualmente tornou-se um
problema de satde publica no Brasil, para nortear estudos relevantes e converter esse
conhecimento em medidas de controle e prevencdo (RODRIGUES et al, 2020; NAKASU
et al, 2020).
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2.2. Etiologia

O agente etioldgico transmissor da esporotricose, € um microrganismo
heterotrofico, eucariético e termodimorfico (RODRIGUES et al, 2016; SILVA et al,
2015). Este fungo pertence ao género Sporothrix, Reino Fungi, Filo Ascomycota, Classe
Sordariomycetes, Ordem Ophiostomatales, Familia Ophiostomataceae (ZHANG et al,
2019; NCBI, 2020). Sendo que, por muitos anos foi referido como “complexo de
espécies” ou “complexo de S. schenkii”. Ap0Os estudos moleculares mais amplos, esses
termos foram descontinuados, pois revelaram diferencas relevantes entre as espécies de
Sporothrix spp. que engloba a morfologia, a fisiologia, a genética, epidemiologia,
viruléncia, e a variacdo na resisténcia a antifingicos, dentre outros aspectos, que
demonstram que as espécies sao distintas e que ndo pertencem a um clado monofilético
(CARVALHO et al, 2020; FREITAS, 2009; ZHAO et al, 2015; RODRIGUEZ et al,
2016). Dentre as aproximadamente 53 espécies de Sporothrix spp. (RODRIGUES et al,
2020) , as de maior interesse sdao as que formam o clado clinico, pois estdo diretamente
relacionados aos casos de esporotricose, sdo: S. brasiliensis, S. globosa, S. luriei.Outras
espécies constantemente associadas a plantas, solo e insetos sdo denominadas
pertencentes ao clado ambiental, dentre essas destacam-se S. chilensis, S. gemella, S.
humicola, S. mexicana, S. pallida , S. palmiculminata , S. protea-sedis e S. stylites, pois
apresentam leve potencial patogénico para humanos e animais (RODRIGUES et al,
2022).

O dimorfismo deste fungo ocorre conforme alteracdo de temperatura. No
ambiente ou em cultura a 25°C, observa-se na microscopia a forma filamentosa, com hifas
hialinas septadas e conidios dispostos em conidiéforos, na macroscopia € possivel
observar sua col6nia com diferentes coloracGes variando entre branca, creme, castanha
escura a negra com o passar do tempo de cultivo. Na forma parasitaria ou em cultura a
37°C, apresenta-se microscopicamente na forma de levedura representada por células
ovais, globosa e/ou em forma de charuto, medindo entre 5 e 8 um (SILVA et al, 2015;
MACHADO, 2015; MARIO, 2015).

2.3. Epidemiologia

A esporotricose é amplamente distribuida e encontrada em toda extensdo

geografica, prevalente em regides de clima tropical e subtropical e menos frequente em


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=147550&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
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paises de clima frio (FREITAS, 2009), sendo que a sua incidéncia varia de acordo com o

agente etioldgico, o hospedeiro e regido geografica (RODRIGUES et al, 2020).

Essa doenca ja foi identificada em homens e animais como aves, bovinos, cabras,
caes, camelos, chimpanzés, equinos, felinos, golfinhos, mulas, ratos e suinos (MARIO,
2015). Este fungo é de caréater geofilico e foi isolado de diversos materiais vegetais como
solo, plantas, palha, folhas, gréos, frutas, casca de arvores, espinhos de arbustos, roseiras,
matéria em decomposicéo, larvas e outros (BAZZI et al, 2016; FREITAS, 2009).

Até a década de 90, a esporotricose era caracterizada como micose ocupacional,
conhecida como “doenga do jardineiro” ou “doenga do florista”, pois a infec¢do afeta
principalmente pessoas que tinham atividades relacionadas com agricultura, horticultura,
jardinagem, e exploracdo de madeira, estes eram classificados como grupos de risco
(SILVA, 2014). O maior registro de surto de esporotricose humana adquirida de forma
saprofitica, ocorreu entre 1938 e 1949, onde mais de 3.000 trabalhadores de uma mina de
ouro em Witwatersrand na Africa do Sul, (MARIO, 2015; RODRIGUES et al, 2020).

Atualmente, o perfil epidemiolégico mudou, tendo como grupo de risco
profissionais da area de veterinaria e proprietarios de animais de estimacéo, elevando a
transmissdo zoondtica da esporotricose (RODRIGUES et al, 2022). A transmissao
zoonotica se d& principalmente por arranhadura ou mordedura de animal infectado
(BARROS et al, 2010; PIRES, 2016).

Desde 1982, quando Read e Sperling, relataram o primeiro pequeno surto em uma
familia de cinco pessoas envolvendo um gato infectados nos EUA, foi compreendido que
os felinos exercem um importante papel na rota de transmissdao zoonética da
esporotricose. No Brasil, 0 que tornou mais evidente a participacdo do felino, com o surto
que se instaurou no Rio de Janeiro em 1998, o estado com maior nimero de casos de
esporotricose registrados em felinos e humanos, sendo esta micose considerada
inicialmente como uma epidemia e atualmente classificada como endémica em regides

de baixo nivel socioecondmico (BARRQOS, 2010).
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Figura 1 - Rotas de transmissao na esporotricose humana e animal - Em roxo, Sporothrix
brasiliensis associada a transmissdo animal-animal com maior frequéncia e S. schenckii com
menor frequéncia. Em vermelho, a transmissdo da esporotricose de animais aos seres humanos
(zoonoses), sendo S. brasiliensis mais frequente, seguido por S. schenckii e S. globosa. Em verde,
a transmissao por folhas, vegetais ou solo contaminado pelo Sporothrix pelas fezes de animais
contaminados (sapronose). O tamanho da circunferéncia da espécie é proporcional a
probabilidade de envolvimento (alto, médio ou baixo) em cada via de transmissao.

Fonte: (Adaptado de RODRIGUES; DE HOOG; DE CAMARGQO, 2016).

2.4. A esporotricose felina e a transmissao zoondtica

A contaminacdo em felinos se da devido ao seu comportamento de enterrar dejetos
e afiar unhas em arvores (BAZZI, 2016). Dentre os animais domésticos, é relatada maior
incidéncia dessa doenga em gatos, e tem-se obtido maior ocorréncia de casos relacionados
a arranhadura ou mordedura de animais como o gato, levando a surtos familiares,
acometendo individuos de todas as faixas etarias e sexo principalmente na regido sul e
sudeste brasileira (SILVA, 2010).

O fato da esporotricose felina ter maior potencial zoonotico, é justificado pois
mesmo saudaveis, 0s gatos podem portar o microrganismo nas unhas e transmiti-lo a
outros animais devido ao habito de enterrar dejetos e afiar as unhas em arvores. Além
disso, gatos machos, por terem maior acesso extradomiciliar, podem se envolver em
brigas por territdrio e/ou por fémeas e tendem a disseminar a doencga a outros felinos e
humanos. (BAZZI, 2016).
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A esporotricose nos felinos pode se apresentar como uma infeccdo subclinica,
progredindo para mdltiplas lesGes cutdneas e comprometimento sistémico fatal,
relacionados ou ndo com evidéncias extracutaneas. Nos humanos por sua vez, a infec¢ao
apresenta-se de forma crénica na pele e no tecido subcutaneo, mas pode agravar e se
tornar sistémica caso haja disseminacao (SILVA, 2014; PIRES, 2016).

O perfil mais grave da doenca é mais raro de ocorrer nos humanos, apesar dessa
micose muitas vezes exibir um quadro clinico dermatolégico exuberante normalmente
acomete a pele, mucosa e subcutdneo, mas causa muito sofrimento durante o periodo
ativo da doenca e pelas cicatrizes de aspecto desagradavel das lesGes. Nos gatos, por sua
vez, ja é mais comum o acometimento sistémico da doenga, que leva a formas graves
dificultando o tratamento, evoluindo para ébito (BARROS et al., 2010).

Do ponto de vista da saude publica, avalia-se que o impacto econémico e social
causado em humanos pela esporotricose é indireto, uma vez que leva a perdas de dias de
trabalho, sofrimento e custos causados pela doenca ativa, além do prejuizo estético e

psicoldgico gerado pelas cicatrizes remanescentes (BARROS et al., 2010)

Além disso, o tempo de tratamento nos animais é maior do que nos humanos, o
que dificulta a tentativa de controle dessa endemia, pois muitos proprietarios que sdo
infectados ou temem a infecgdo, abandonam seus gatos longe da sua residéncia,
favorecendo ainda mais a disseminacdo da doenca. Outros optam por sacrificar seus
animais de forma indevida e ilegal, descartando os corpos em terrenos baldios ou
enterrando no seu proprio quintal, favorecendo a proliferacdo do fungo no meio ambiente
(BARROS et al., 2010).

As medidas de intervencao para essa endemia sdo a castracao dos felinos, dessa
forma permaneceriam em seus domicilios, a eutanasia para os casos sem possibilidade
terapéutica, a cremacdo aos que foram a 6bito, a divulgacdo dos cuidados de saude nas
regibes mais afetadas, informando aos proprietarios e a toda a populacéo sobre o correto
manejo dos animais e a prevencdo da doenca e seu tratamento. E importante que as
pessoas que lidam com gatos acometidos pela doenca sigam uma série de regras de
biosseguranca, que incluem: separacdo dos animais adoentados e saudaveis, precaucao
ao manipular os animais acometidos, cuidado para que ndo haja ocorréncia de mordidas
ou arranhaduras desses animais (BARROS et al., 2010; PIRES, 2016).
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2.5 Manifestacdes da doenca

Nos humanos, apos a implantacdo do fungo na epiderme, surgem lesdes no tecido
subcutaneo e vasos linfaticos adjacentes podendo acometer também as mucosas, em
alguns casos raros pode se disseminar para outros 6rgaos e comprometer as articulagdes
e 0ss0s, pode ser sisttmica, afetando o sistema nervoso central, caso sejam inalados os
esporos. De forma clinica, a esporotricose pode ser classificada em cutanea fixa ou
localizada, cutaneo-linfatica, cutanea disseminada, mucosa e extracutanea ou sistémica
(BARROS et al., 2010; RODRIGUES et al, 2020). A esporotricose nos felinos pode se
apresentar como uma infecgdo subclinica, progredindo para multiplas lesbes cutaneas e
comprometimento sistémico fatal, relacionados ou ndo com evidéncias extracutaneas
(SILVA, 2014; PIRES, 2016).

As lesdes de esporotricose felina sdo inespecificas, e por isso a importancia de
técnicas de identificacdo do fungo como diagndstico complementar para avaliacéo clinica
do animal, que juntamente com analise do perfil epidemioldgico local e histérico do

hospedeiro obtém-se maior assertividade para tratamento e controle (MACHADO, 2015).
2.6 Diagnostico

A metodologia de diagnéstico padrdo para esporotricose tanto em animal como
humano é a cultura fungica, por meio de isolamento do Sporothrix sp. do material
coletado do exsudato das lesdes no tecido, porém nao € um método totalmente sensivel e
ainda pode levar até 30 dias para apresentar crescimento da col6nia (GREMIAO et al,
2020).

Outro fator que pode prejudicar o diagndstico na cultura fangica, é a contaminacao
da placa decorrente de crescimento de outros microrganismos ou falha na coleta
(FREITAS 2009, SILVA et al 2018, RODRIGUES et al 2020), esses obstaculos do
cultivo podem trazer consequéncias como o retardo no tratamento, piorando o quadro
clinico do individuo infectado reduzindo chances de cura, elevando o risco de transmissao
que desencadeia propagacédo do agente, e foge do controle preventivo resultando em uma
epidemia (SILVA et al, 2018). A técnica de microcultivo, por ser dependente de cultura
fangica apresenta 0s mesmos obstaculos supracitados, ou seja, em caso de contaminacéo
da cultura fangica o prazo para concluir o diagnostico aumenta, uma vez que, todo
processo deste método normalmente leva entorno de 21 dias para realizar a identificagdo

microscopica da forma filamentosa do Sporothrix spp.



26

Técnicas soroldgicas e moleculares sdo eficazes na identificacdo do género
Sporothrix spp., no entanto, apresentam limitacdes como alto custo além do aumento do
risco de contaminacgdo por mordedura e/ou arranhadura durante a contencao do felino ao
realizar coleta de amostras (sangue ou tecido) para essas técnicas (GREMIAO et al,
2020).

Dentre os métodos micologicos diretos alternativos, incluem o Calcofluor White e
0 exame citoldgico, que apresentam sensibilidade consideraveis, de 91,3% e 87,0%
respectivamente (RODRIGUES et al, 2020). No exame Calcofluor, é possivel observar
em microscopio de fluorescéncia, e identificar as estruturas leveduriformes pleomdrficas,
arredondadas, hifas, pseudo-hifas, e artroconidios (BRASIL et al, 2003). Enquanto na
citoldgica, € possivel observar estruturas leveduriformes pleomorficas, arredondadas a
ovoides ou alongadas em forma de charuto, a partir da impressdo da lamina sobre a lesdo
cuténea (imprint) e posterior coloracdo dessa amostra, com Giemsa e Quick Pandtico
(MACHADO, 2015; SILVA et al, 2018).

Um bom método de diagnéstico, combinada com facilidade de aplicagdo, preciséo,
alta sensibilidade e baixo custo (RODRIGUES et al, 2020) é fundamental para obter
diagnostico diferencial para outras doencas e Gtil na identificacdo preliminar dessa micose
(MACHADO, 2015). Outro beneficio que favorece o uso das técnicas supracitadas em
felinos com caracteristicas clinicas de esporotricose, € que 0s gatos possuem alta carga
fangica no exsudato das lesBes cutaneas, facilitando a identificacdo do agente etioldgico
em sua forma parasitaria (MACHADO, 2015; SILVA et al, 2018; RODRIGUES et al,
2020).

2.7 Tratamento da esporotricose felina

O regime de tratamento é recomendado de acordo com a avalia¢do clinica do
animal, conforme a gravidade da doenca, localizac&o e aspecto das lesdes (GREMIAO et
al, 2015). Um tratamento bem sucedido requer dedicacdo e persisténcia do tutor do
animal, uma vez que o tratamento exige cuidados diarios, com periodo longo de no
minimo 14 semanas e ainda assim pode acontecer do felino ndo responder ao tratamento,
pois 0 acometimento grave e extensdo das lesdes podem dificultar a cicatrizagédo
(GREMIAO et al, 2020).

Os antifungicos orais utilizados para tratamento da esporotricose felina séo

limitados, sendo os mais utilizados o itraconazol, principal farmaco indicado devido sua
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efetividade monoterapica e menor toxicidade e reagdes adversas, e o iodeto de potéssio,
normalmente associado ao itraconazol obtem uma resposta satisfatoria tendo moderado
efeitos adversos (REIS et al, 2012; GONCALVES et al, 2019; GREMIAO et al, 2020).

A anfotericina B intralesional ou subcuténea é indicada em casos refratérios a
monoterapia com itraconazol (GREMIAO et al, 2019). Felinos que apresentem lesdes
cutaneas e sinais respiratorios tem como indicacdo para o tratamento da esporotricose o
antifangico fluconazol. No entanto, ainda ha davidas referente a sua eficacia e seguranca

para tratamento da esporotricose felina (ROSSI et al, 2013).

Outras opcdes de tratamento para esporotricose felina sao termoterapia (HONSE et
al., 2010), tratamento cirurgico (GREMIAO et al., 2006; HIRANO et al., 2006) e
criocirurgia (DE SOUZA et al., 2016), é necessario, porém, a avaliacdo cautelosa de cada

caso antes do uso.



28

3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Implementar uma técnica de exame citoldgico (imprint) para detectar a presenca
do fungo Sporothrix sp. nos animais sintomaticos que chegam ao Canil Municipal de

Ribeirdo das Neves, Minas Gerais, Brasil.
3.2. Objetivos especificos

e Padronizar e aplicar o imprint em amostras veterinarias no Canil Municipal de

Ribeirdo das Neves.
- Coletar material das lesdes dos animais suspeitos de esporotricose;
- Isolar os fungos dos materiais das les@es coletadas;

- Identificar os fungos com coldnias caracteristicas de Sporothrix spp. utilizando

para isto a técnica de microcultivo;

e Comparar os métodos diretos (exames citolégicos) com o teste padrdo de
referéncia (cultura e microcultivo) utilizando teste Kappa de Cohen no SPSS.

e Mostrar a incidéncia de casos de esporotricose felina no municipio de Ribeirdo
das Neves.

e Propor medidas de prevencdo e mitigacdo para esporotricose felina no municipio
de Ribeirdo das Neves.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Local de estudo

Ribeirdo das Neves esta localizado a 32 km da capital Belo Horizonte - MG, com
densidade demogréfica de 1.905,07 hab/km?2, com total de 148 bairros registrados. De
acordo com ultimo senso populacional do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), em 2010 o municipio registrou 296.317 habitantes, com estimativa de 341.415
habitantes para o ano de 2021, por isso o0 presente estudo faz-se muito importante para
que a esporotricose ndo se propague por todo municipio (Fig. 2).

Figura 2: Mapa do municipio de Ribeirdo das Neves — Local de levantamento epidemiolégico de

€asos zoonoticos.

Legenda Riberdo das Neves
@ Areade Coleta

Legenda: A direita 0 mapa de Minas Gerais com ponto vermelho indicando o municipio de Ribeirdo das

Neves como a area de coleta. A imagem no centro é o mapa da cidade de Ribeirdo das Neves.

Fonte: Isaias Junio (2019)

4.2. Dados socio demograficos

No levantamento de dados socio demogréaficos, para melhor compreensédo das
formas de contaminacéo felina, foi observado o perfil epidemioldgico das cinco regides
sanitarias (Rl a RV) no qual o municipio de Ribeirdo das Neves é dividido, o ambiente
domiciliar dos gatos capturados e 0 comportamento do animal por meio de descrigéo do

seu proprietario e segundo a literatura de comportamento animal (BARROS, 2010).
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Para este estudo, foi concedida pela Comisso de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal de Minas Gerais (CEUA-UFMG) através do protocolo 189/2021
(anexo 1), a autorizacdo para manusear os felinos para fim de pesquisa com intuito de
implementar uma técnica de identificacdo da esporotricose, doenga endémica no

municipio de Ribeirdo das Neves e de grande preocupacao para saude publica.

4.3. Coleta das amostras

O periodo de coleta das amostras para o presente estudo foi de outubro de 2021 a
junho de 2022. As amostras eram coletadas dos felinos que apresentavam les6es
caracteristicas de esporotricose que eram levados para atendimento no Canil Municipal
de Ribeirdo das Neves. Felinos com quadro respiratorio apenas (sem lesdo) e/ou as lesbes
secas, que ndo apresentavam secre¢do, ndo era possivel coletar amostra nem ao menos

realizar o imprint.

O Canil Municipal de Ribeirdo das Neves é a unidade de satde responsavel por
receber os felinos com suspeita de esporotricose. Para atendimento desses casos, seguia-
se um protocolo de atendimento, no qual preenchia-se uma ficha de solicitagdo de exame
(anexo 2) contendo os dados pessoais do tutor, incluindo o endereco, informagdes sobre
o felino com suspeita da doenca (nome, cor, raca), e apds avaliacdo clinica veterinaria
preenchia-se um campo indicando o ponto de coleta que foi realizado o imprint. Em
seguida colocava-se a ldmina para secar ao ar (5-10 minutos) e posteriormente a lamina
era corada conforme protocolo de coloracdo do manual de instrucdo do fabricante. O
resultado do imprint era preenchido na ficha de solicitacdo de exame conforme leitura
microscopica. Cada animal examinado recebe um numero de registro denominado

protocolo, para controle e acompanhamento dos casos no municipio.

4.4 Isolamento fungico

As amostras utilizadas para o presente estudo foram coletadas a partir das
secrecgOes presentes em lesdes de felinos que foram encaminhados para o Canil Municipal
de Ribeirdo das Neves. Foram um total de 91 amostras coletadas utilizando swab estéril
e apos a coleta o material foi semeado em meio Agar Sabouraud com cloranfenicol e em

meio Mycosel, posteriormente incubado a 25°C por 7 dias. Durante este periodo as



31

culturas foram analisadas e purificadas até serem obtidas colonias puras caracteristicas
do género Sporothrix spp. Em seguida as col6nias foram preservadas pelo método
Castellani e também por criopreservacéo em glicerol a 15%.

Fluxograma metodoldgico apds isolamento das amostras de Sporothrix spp. e

impritnt.

[ Coleta das amostras

l Exame
Citopatologico

Preservagio Cultivo IMPRINT
(Castellani /

Criopreservagio)

Identificagdo

Identificacao microscopica
morfologica (cultura e

microcultivo)

4.5. Identificacdo do género por microcultivo

Para a identificacdo micro morfoldgica do género Sporothrix sp. foi realizada a
técnica de microcultivo, onde coloca-se um pedaco de algoddo sobre o fundo de uma
placa de Petri e duas Iaminas de vidro, sendo uma de apoio (ORTIZ et al, 2019).

Para o0 crescimento da colénia foi colocado um bloco pequeno de Agar Batata no
centro da lamina. Nas 4 extremidades deste bloco de &gar foi inoculado uma por¢édo
pequena do fungo com o auxilio de uma alca calibrada, e uma laminula foi fixada em
cima. Com o auxilio de pipeta, foi depositada uma pequena quantidade de dgua destilada

esterilizada no algodao.

A placa foi tampada e incubada por 14 dias a 25°C, fornecendo um ambiente
favoravel para o crescimento do Sporothrix. Ap6s o tempo de incubagdo, 0 microcultivo

foi desmontado e as laminas coradas com azul de algoddo com lactofenol e analisadas em
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microscopio optico em objetiva de 100 x, podendo ser observado as caracteristicas do

fungo.

Lamina de apoio

Algodido

Coldnia do fungo em 4
extreminadas do Agar

Lamina

Laminula

Agar Batata
Figura 3: Esquema representativo da técnica Microcultivo.

Fonte: Elaborada pela autora.

4.6. Exame citoldgico pelo método imprint (Citologia da lesdo)

As laminas foram pressionadas sobre as les6es dos animais infectados, e postas para
secar ao ar. Em seguida as laminas foram coradas com Quick Panoptic e May Grunwald
e Giemsa. Apos a coloracdo as [aminas foram analisadas sob um microscépio 6ptico com
ampliacdo de 100 x. Os pontos de coleta eram determinados, principalmente, em lesdes
sem ou com menos supuracdo, preferencialmente lesbes sanguineas. A lamina foi
pressionada no centro da leséo (3-5 segundos), onde foi observado maior presenca de
carga fangica. Foi utilizado swab em casos esporadicos, quando o felino apresentava

secrecOes muito purulentas para evitar que a amostra ficasse espessa na lamina.

4.7. Comparacgdo do método citolégico com cultivo

Avaliar a concordancia e a confiabilidade do método citologico (imprint) com o
padréo ouro (cultivo) utilizando o teste Kappa de Cohen no SPSS.
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4.8. Incidéncia de casos de esporotricose felina

Mostrar a incidéncia de casos felinos de esporotricose no municipio de Ribeirdo das
Neves, desde 0 ano de outubro de 2018 até agosto de 2022, afim de conseguir visualizar

a distribuicdo espacial da doenca.
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5. RESULTADOS
5.1. Coleta de amostras

Durante o periodo de estudo, foram coletadas amostras de 103 animais utilizando
0 método imprint, no entanto, semeadas em cultivo foram apenas 91 amostras, destas, 43
amostras foi possivel o isolamento de fungos. Isto ocorreu devido a diversos fatores
como: ndo crescimento fungico na placa (3 amostras), crescimento de fungos
contaminantes impedindo o isolamento de fungos com caracteristicas de Sporothrix (45
amostras), ndo cultivo da amostra por falta de material (12 amostras).

Neste mesmo estudo, também foi possivel observar locais em que mais comumente
ocorriam as les@es nos felinos recebidos no Canil Municipal e avaliados pelos veterinarios
do municipio (Fig. 4). A regido cefélica foi a que mais apresentou registros de coletas
devido multiplas lesbes ulcerativas no felino, sendo o nariz (28 coletas) com maior
ocorréncia, seguido de orelha (10 coletas), peri auricular (12 coletas) peri ocular (9
coletas). Outra regido que se destacou nesses registros de coleta foram os membros
dianteiros e traseiros (25 coletas) e com menor frequéncia também se notou lesbes
ulcerativas na cauda (7 coletas), dorso (5 coletas), mandibula (3 coletas), pescoco (3
coletas) e abdomen (1 coleta). Além disto foi possivel constatar que, as coletas realizadas
em lesbes menos purulenta ou ressecada e mais sanguinea obtinha-se melhor
identificacdo das leveduras na microscopia e também que o posicionamento da impressao
na parte central da lesdo aumenta a possibilidade de maior captura de carga fungica
presente na lesdo do que o posicionamento de borda.
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Orelha

Nariz
Peri auricular, \ / e
\ //

/\\

}/w

Peri ocular

Dorso

Membros dianteiros e traseiros

Figura 4: Pontos de coleta mais comumente encontrados nos felinos encaminhados ao Canil
Municipal de Ribeirdo das Neves — MG durante periodo 2021-2022.

Fonte: elaborada pela autora

Os felinos avaliados, no presente trabalho, pela equipe veterinaria apresentavam
lesbes localizadas e disseminadas (Fig.5), geralmente na cabeca, membros e cauda
(Fig.6). Alguns destes animais apresentavam lesdes graves no espelho nasal (Fig.7).
Através da ausculta respiratoria, foi identificado acometimento do sistema respiratério,

indicando um quadro sistémico nos felinos.

Figura 5: Les6es localizadas em transicdo para disseminada na face, dorso e membros

Fonte: Canil Municipal
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Figura 6: LesGes localizadas mais comumente encontradas nos felinos. A) Lesdo localizada na regido de

insercdo da cauda ao corpo do animal. B) Lesdo localizada na cauda e pata traseira direita. C) Lesdo

localizada grave com grande perda tecidual (necrose muscular e 6ssea). D) Leséo grave com perda tecidual.

Fonte: Canil Municipal

Figura 7: Felinos com lesdo cutdnea localizada com acometimento grave do espelho nasal,

identificado problema nas vias respiratorias, reflexo de esporotricose sistémica.

Fonte: Canil Municipal.

5.2. Identificacdo de leveduras pelo método Imprint

Das 103 amostras coletadas, no presente estudo, utilizando o método Imprint para
analise citologica, foi possivel identificar em 73 amostras, a presenca de leveduras em
formas arredondadas e alongadas (forma de charuto), fagocitadas por macréfagos ou



livre, medindo aproximadamente 5-8 um (Fig. 8). Para fim de analise comparativa
qualitativa, foi feito coloracdo de 18 ldminas com os corantes May Grunwald e Giemsa e
Panotico (Fig. 9). Ambas colorages é possivel identificar as celulas leveduriformes de
Sporothrix spp., o entanto, a diferenca entre a duas metodologias é o protocolo de
coloracéo, no qual o Giemsa e May Grunwald demandam um tempo maior e seu custo é

mais elevado do que o Panotico.

\
“
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Figura 8: Microscopia (100x) de lamina feita por imprint na lesdo de gato: presenca de células
leveduriformes de Sporothrix spp. livres (setas pretas) ou fagocitadas no citoplasma de macréfagos (seta

branca), envoltas por halo claro. Colorag&o por pandptico.

Figura 9: A) Coloragdo por Giemsa e May Grunwald; B) Coloracdo Panético. Ambas coloracfes é

possivel identificar presenca de células leveduriformes de Sporothrix spp. (setas)
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5.3. Isolamento fangico

Das 43 amostras isoladas e purificadas, foi possivel observar caracteristicas
macroscopicas de Sporothrix spp. Cultivadas em meio Sabouraud em temperatura de
25°C observa-se coldnias filamentosas com diferentes coloragdes que variaram de branca,
creme, castanha escura a negra com o passar do tempo de cultivo (Fig.10). As 43 amostras
foram cultivadas a temperatura de 37°C afim de verificar o dimorfismo caracteristico do

género Sporothrix spp. Em todas as 43 amostras foi possivel observar coldnias

leveduriformes com aspecto cremoso e coloracdo branca a bege clara (Fig 11).

Figura 10: Caracteristicas macroscopicas de Sporothrix spp em &gar Sabouraud acrescido de com
cloranfenicol.

Fonte: Propria autora

Figura 11: Caracteristicas macroscépica de Sporothrix spp. demonstrando seu dimorfismo para forma de
levedura cultivado a 37°C.

Fonte: Propria autora
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5.4. Identificacdo do género por microcultivo

Para a identificacdo do género os fungos isolados foram observados utilizando a
técnica de microcultivo. Nas laminas preparadas por esta técnica, foi observada a
presenca de hifas hialinas, septadas e delgadas e os conidios em conidiéforos dispostos
no arranjo de “margarida” caracteristicos do género Sporothrix spp. (Fig.12). Todos 0s
fungos isolados, no presente trabalho e selecionados por suas caracteristicas
macroscopicas apresentaram a caracteristica microscopicas também do género Sporothrix
spp, como as caracteristicas apresentadas na figura abaixo. Portanto foi estabelecido que
estes isolados pertencem ao género Sporothrix spp. No entanto, em futuros trabalhos, sera
realizado o sequenciamento molecular para a confirmacéo do género bem como para a

identificacdo em nivel de espécie.

s

CONIDIOS

Figura 12: Microscopia mostrando hifas e conidios caracteristicos do fungo Sporothrix spp.

Fonte: Prépria autora

5.5. Comparacgédo do método citolégico com cultivo

Baseado nos resultados supracitados e demonstrados na tabela 1, foi possivel
observar que, mesmo sendo padrdo ouro do diagnostico para casos de esporotricose, 0
cultivo tem alta taxa de contaminagéo, o que prolonga a demora para iniciar o tratamento,
caso dependa apenas do cultivo para fechar diagnéstico. Por sua vez na Citologia observa-
se que 27 imprint’s positivos (com a presenca de leveduras sugestivas de Sporothrix spp.)
de 45 cultivos contaminados.

O grafico 1 representa de forma visual o resultado da tabela 1, onde é possivel

observar a sensibilidade da citologia (imprint) em contraponto ao padréo ouro (cultura).
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O imprint detectou a presenca do fungo em 70,9% das amostras, incluindo amostras cuja
cultura estava contaminada e amostras sem cultura. A técnica do imprint detectou o fungo
em 47,9% das amostras cuja cultura foi positiva. J4 entre as amostras que néo foi possivel
obter cultura, o imprint detectou o fungo em 37% das amostras cuja cultura estava
contaminada; 13,7% das amostras sem cultivo; e em 1,4% das amostras sem crescimento.
E interessante observar que o imprint nfo detectou fungo em somente 26,6% das amostras
cuja cultura foi positiva. Em 73,4% das amostras cuja cultura estava contaminada, sem
cultura ou sem crescimento o imprint ndo detectou a presenca de leveduras. Indicando a

possibilidade de serem amostras realmente negativas.

Tabela 1: Comparacao entre os resultados analisados pelos métodos Imprint (Citologia da lesao)
e cultura micolégica de amostras obtidas de lesdo nos felinos com suspeita de esporotricose, no

municipio de Ribeirdo das Neves — Minas Gerais — 2021-2022.

Imprint
Positivo N (%) Negativo N (%) Total N (%)
Positivo 35 (47,9%) 8 (26,6%) 43
Q Contaminado 27 (37,0%) 18 (60,0%) 45
5
O | Sem cultivo 10 (13,7%) 2 (6,7%) 12
Sem crescimento 1 (1,4%) 2 (6,7%) 3
Total N (%) 73 (70,9%) 30 (29,1%) 103 (100%)

Legenda: Os valores apresentados na tabela demonstram que o Imprint se sobressai a metodologia de
cultivo, uma vez que seu percentual positivo, na auséncia de cultivo ou com cultivo contaminado é maior,

representando um método rapido de diagnostico. N — NUmero de amostras. % porcentagem.
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Gréfico 1: Porcentagem de amostras positivas e negativas pelo imprint em comparacao ao padrdo
ouro.
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Fonte: Grafico elaborado utilizando o Software GraphPad PRISM (GraphPad) — EUA

Para testar a concordancia e confiabilidade entre os dois métodos, utilizou-se o
calculo estatistico do teste Kappa (de Cohen), o qual correlacionou os cultivos (positivos
e contaminados) com os imprint’s (negativo e positivo), sendo um total de 88 amostras
de cada método.

A tabela 2 apresenta em A as amostras validas para realizar o calculo, no caso todas
as 88 amostras foram validadas (100%). Em B, a tabela 2 mostra a concordancia entre os
métodos, o qual em 18 amostras ndo foi possivel identificar caracteristicas, seja macro ou
micromorfoldgicas, de Sporothrix spp., em contrapartida foram 35 amostras em que 0s
métodos concordaram na identificacdo de Sporothrix spp. O percentual de concordancia
entre os métodos foi de 60,3%. O valor de Kappa, apresentado na tabela 2 C por sua vez,
foi de 0,21 de confiabilidade com significancia de p < 0.028. Apesar da significancia ter
sido p < 0.05 o valor de Kappa é considerado baixo de acordo com a classificacdo da
tabela de referéncia por McHugh (2012).
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Tabela 2: Célculo estatistico do Teste Kappa (de Cohen) comparando a concordancia e
confiabilidade entre o método citoldgico (imprint) e a cultura micolégica (padrdo ouro) para

diagnostico de esporotricose felina.

Resumo de processamento de casos

A) Casos
Valido Omisso Total
N Porcentagem N Porcentagem N Porcentagem
IMPRINT * CULTIVO 88 100,0% 0 0,0% 88 100,0%

Tabulagdo cruzada IMPRINT * CULTIVO

CULTIVO
NAO SIMm Total

IMPRINT NAO Contagem 18 8 26
Contagem Esperada 133 12,7 26,0

% do Total 20.5% 91% 29,5%

B) SiM Contagem 27 35 62
Contagem Esperada 31,7 30,3 62,0

% do Total 30,7% 39.8% 70,5%

Total Contagem 45 43 88
Contagem Esperada 450 430 88,0

% do Total 51,1% 48,9% 100,0%

Medidas Simétricas

Erro Padrdo Significancia
Valor Assintético® T Aproximado® Aproximada
Medida de concordancia Kappa 212 094 2,199 ,028

C) N de Casos Validos 88
a. Nao considerando a hipétese nula

b. Uso de erro padrdo assintético considerando a hipétese nula

Legenda: A) Porcentagem de casos validos; B) tabela de referéncia cruzada (concordancia) entre
0s métodos imprint e cultivo, em destaque as células que apresentaram concordancia entre 0s
métodos; C) Valor de Kappa ( k # 0). Software IBMS SPSS Statistics 29.0.

5.6. Distribuicéo espacial dos casos registrados de esporotricose felina

No gréfico 2, é possivel observar as regides sanitarias que apresentaram maior
registro de casos durante o periodo de estudo, enquanto na tabela 3 detalha o nimero de
casos por bairro pertencentes as essas regides. A regido sanitaria 1 (RI) obteve maior
ocorréncia 62,14% dos casos, sendo o bairro Savassi 0 que obteve maior nimero de casos
(6 casos), precedida da regido sanitaria Il (RI11) com 21,36% dos casos, visto que nessa
regido dois bairros, San Genaro e Veneza, apresentaram maior nimeros de casos, ambos

com 7 casos registrados.
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Grifico 2: Percentual de registros dos casos felinos de esporotricose recebidos no Canil

Municipal por regido sanitaria no municipio de Ribeirdo das Neves no periodo de 2021 —2022.
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Legenda: RI: regido sanitaria I com 62,14% de casos registrados; RII: regido sanitéria IT com 21,36% de
casos registrados; RIIT: regido sanitaria III com 5,83%; RIV: regido sanitaria IV com 4,85% de casos
registrados; RV: regifio sanitaria V com 5,83% de casos registrados.
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Tabela 3: Ocorréncia dos casos de esporotricose felina por bairro conforme regido sanitéria no

municipio de Ribeirdo das Neves — MG durante o periodo de 2021-2022.

Regifio Bairro Nimero de casos felinos
Sanitaria

Campo Silveira
Bom Sossego
Thania
Nowva Unifio
Sewvilha A
Sewvilha B
Sio Geraldo
Varzea Alegre
Santo Antdénio
Barcelona
Roma
Santa Paula
Porto Seguro
Santa Marta
Santa Martinha
Status
Sido Pedro
Santa Matilde
Centro
Savassi
Rosana
WVereda
Metropolitano
San Genaro
Veneza
Wale do Ouro
Conjunto H. Sapori
RIT Francicadriangela
Alterosa
San Marino
Florenca
Flamengo
Labanca
RIII Cruzeiro
Wera Liacia
Maracand
Jardim Verona
Luar da Pampulha
RIWV Sao Januario
Jardim Alvorada
Pedra Branca
RN Maria Helena

RI1
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Os mapas da figura 13, mostram a incidéncia dos casos de esporotricose felina no
municipio de Ribeirdo das Neves desde outubro de 2018, quando ocorreu o primeiro
registro, até agosto de 2022. Vale ressaltar que nos 3 primeiros anos as regides sanitarias
de maior incidéncia de casos eram a Rl precedida da RI, no entanto este cenario muda a
partir do ano 2021 tendo a Rl como a maior incidente dos casos de esporotricose felina
precedida da RII, é possivel observar também, o quanto aumentou o nimero de casos nas

demais regibes sanitarias.
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Figura 13: Incidéncia dos casos de esporotricose felina em
Ribeirdo das Neves-MG — 2018 a 2022.

Legenda: Mapas demonstrando a dispersdo espacial dos
casos de esporotricose felina no municipio de Ribeirdo das
Neves-MG entre o periodo de 2018 a 2022.

Elaborado por: Equipe de Geoprocessamento da Secretaria
Municipal de Salde - Superintendéncia de Vigilancia em Salde.
Base cartogréfica: ibge,2020 e semsa/gevacvz software: qgis
3.10. fonte: semsa/gevacvz/nicleo de geoinformagdo projec¢éo:
sistema de coordenadas geograficas. datum: sirgas 2000/ utm
fuso 23s data: 23 setembro 2022.

Fonte: semsa/gevacvz/nicleo de geoinformacéo
projecdo: sistema de coordenadas geograficas.
datum: sirgas 2000/ utm fuso 23s data: 23 setembro
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6. DISCUSSAO

No presente estudo, podemos observar que, o cultivo, apesar de ser padrdo de
referéncia para diagndstico, o tempo para crescimento do fungo pode variar de 7 a 14
dias, se ndo houver contaminacdo, ou mais tempo até que se obtenha o isolamento do
fungo. Diversos autores também observaram demora no crescimento fangico, bem como
contaminacéo do material (PEREIRA et al, 2011; SILVA et al, 2015, GREMIAO et al,
2020). O mesmo ocorre com o microcultivo, que é eficaz na identificacdo microscopica,
porém seu processo é demorado, no minimo 21 dias para fazer a leitura, sendo 7 dias para
o cultivo (se ndo houver contaminacao) e mais 14 dias aguardando desenvolvimento até

gue possa ser vista caracteristica filamentosa do fungo em microscopia.

A contaminacéo da cultura fungica é comum, pois na propria lesdo tem presenca
de outros microrganismos, no entanto, se houvesse aparatos de manejo apropriados como
bico de busen ou capela de fluxo laminar durante a coleta da amostra reduziria o risco de
contaminagdo por microrganismos ambientais que ficam suspensos no ar. O que tornar
vantajoso o uso do método citol6gico como diagndstico preliminar da esporotricose felina
(SANTOS et al, 2018; GREMIAO et al, 2020).

Apesar da importancia dos métodos acima, na prética clinica, estas metodologias
de cultivo podem atrasar o inicio do tratamento para esporotricose. O tratamento da
doenca também que é longo, no minimo 14 semanas ou até cicatrizar as lesfes e ap0s o
desaparecimento das lesGes o tratamento é mantido por mais 1 més de uso do antifungico.
No caso de felinos que apresentam lesdes na regido nasal é estendido por 2 meses ap0s
cura clinica para minimizar o risco de recorréncia (GREMIAO et al, 2020). Este atraso
no tratamento pode acarretar no agravo da doenca no felino levando a ébito aumentando
as chances de disseminacdo da doenca para outros felinos, podendo desencadear
propagacao da doenca em novas areas levando a surtos e evoluir para uma epidemia,

elevando também o risco de contaminacio humana (GREMIAO et al, 2020).

Ainda, no presente estudo, foi possivel evidenciar que o método cilégico por
imprint, € um exame direto de baixo custo, eficaz e sensivel capaz de identificar 70,9%
dos casos, auxiliando no fechamento do diagndstico juntamente com avaliagao veterinaria
dos animais com suspeitas clinicas de esporotricose. Desta forma, esta metodologia
favorece o inicio imediato do tratamento com antifngico e também, a rapidez do

diagnostico é importante para estabelecer medidas de prevencéo e controle da doenga. O
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imprint quando comparado com a cultura fangica, pode-se perceber que apresenta uma
sensibilidade satisfatoria (SILVA et al, 2015), sendo uma ferramenta de implementacéo
promissora em locais sem muitos recursos laboratoriais como ocorre nas unidades de

saude dos Centros de Zoonoses.

O teste Kappa ter apresentado baixa confiabilidade, ndo descredibiliza o percentual
de concordancia (60,3%) entre os metodos, mas permite uma reavaliacdo para mudar a
pratica, por exemplo da coleta de amostras em ambos métodos, com base nas
discordancias, visando melhoria na qualidade de coleta, ou até mesmo na mudanca do

material que é usado para aplicagdo desses métodos (MCHUGH, 2012).

No presente estudo também utilizamos dois tipos de coloragdo, o Panético Rapido
e 0 Giemsa e May Grunwald. Ambos os corantes foram capazes de evidenciar as
estruturas das leveduras caracteristicas do agente infeccioso da esporotricose. No entanto,
0 Pandtico Répido, devido ao seu protocolo de coloracdo ser mais pratico e
financeiramente € um produto mais vidvel para a compra no municipio, uma vez que este
ja é comum na realizagdo de outros exames no laboratorio municipal, € 0 mais indicado

para implementacdo no Canil Municipal de Ribeirdo das Neves.

Apesar do imprint, no presente trabalho, apresentar resultados interessantes, em
alguns casos (8,79%) observamos resultado falso-negativo, pois a cultura e o
microcultivo confirmaram a presenca do Sporothrix spp. na amostra. Estes resultados
falso negativos podem ter ocorrido devido a diversos fatores, como descrevem alguns
autores como: baixa carga fungica, material de coleta muito espesso ou resquicios
celulares e outros microrganismos colonizadores (PEREIRA et al, 2011; SILVA et al,
2015). Santos et al (2018), sugere limpeza inicial com gaze e clorexidina degermante 2%.
No entanto, esta pratica ndo pode ser realizada no presente trabalho, pois os felinos
recebidos na unidade de salde, na sua grande maioria eram animais que se apresentavam
assustados o que levava a um comportamento agressivo, dificultando a contencdo, e
expondo o servidor e o tutor ao risco de agressdo. A luva de procedimento descartavel
como parte do EPI, blogqueia apenas o contato da pele com a lesdo do animal infectado,

ndo impede, porém, a perfuracdo em casos de mordida ou arranhadura.

Para evitar essa exposic¢do ao risco de agressdo, em alguns casos utilizamos o swab
para alcancar lesdes com o felino dentro da gaiola. Posteriormente o material do swab era

transferido para a lamina. Outra metodologia de coleta aplicada no presente estudo, foi
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fazer a impressao da lamina em lesGes mais sanguineas (sem ou com menos secrecdes

purulentas), preferencialmente no centro da leséo e n&o na borda.

Diante dos resultados apresentados, pode-se confirmar que a esporotricose felina
acomete todas as regides sanitarias do municipio de Ribeirdo das Neves, caracterizando
uma doenga epidémica com quadro evolutivo constante, 0 que concomitantemente tem
elevado o numero de casos zoonoticos conforme relatado no ultimo boletim
epidemioldgico municipal (Secretaria Municipal de Sadde, 2022). Nele foi demonstrado
0 aumento de casos humanos diagnosticados e notificados desde de 2017, no qual
concentrava-se apenas na Regido Sanitéria Il, nos anos subsequentes, porém, além do
aumento de casos de esporotricose humana na Regido Sanitaria Il, ampliou-se a

notificacdo espacial, abrangendo as Regides Sanitarias I, Il e V.

Outro resultado relevante da presente nesta pesquisa, foi identificar que a doenca
perpassou areas favoraveis ao fungo como terrenos baldios, bairros em desenvolvimento
e de baixo indice socioeconémico apresentando ndo conformidade com Freitas (2009).
Considerando que neste estudo, alguns bairros com maior reincidéncia dos casos de
esporotricose felina, ocorreram na regido central do municipio, com area comercial, alto
indice socioeconémico, limpeza urbana regular, auséncia de terrenos baldios usados
como bota-fora. Possivelmente, esse aumento de casos da doenca na regido central, se
deu devido aos gatos errantes que circulam proximo a bares e restaurante a procura de

alimento.

O presente estudo corrobora com os pesquisadores Montenegro e colaboradores
(2014), Machado (2015), Pires (2017) e Almeida e colaboradores (2018) firmando o
importante papel epidemioldgico que os gatos exercem, sendo considerado um fator
chave na transmissdo e propagacdo da doenca nas areas urbanas, principalmente felinos
machos, ndo castrados e de livre acesso as ruas, devido ao comportamento de afiar as
unhas em arvores e madeiras, disputa territorial, briga por fémeas e brigas durante a
copula. A castracdo seria uma medida de controle para que 0 gato permaneca mais no
domicilio e frequente menos as ruas, consequentemente reduziria o risco de contagio
(FREITAS, 2009).

Avaliando essas condicdes, € possivel considerar que o crescimento da doenga
presente principalmente em felinos, se da por serem animais errantes ou que foram

abandonados por seus proprietérios, devido a falta de condi¢éo financeira para arcar com
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os custos do tratamento (CARVALHO et al, 2017), por falta de conhecimento ou repulsa
pela doenga e destinagdo inadequada do corpo do animal que foi a dbito, enterrando ou
descartando em lixo comum, ou até jogando-os em terrenos baldios ou em corpos d’agua
(BARROS et al.,, 2015). Esse descarte inadequado favorece a contaminacéo,
disseminacdo e permanéncia do fungo no ambiente, deste modo o correto é
incinerar/cremar o corpo do animal que faleceu em virtude da esporotricose (SANTOS et
al, 2018).

O gato contaminado representa um veiculo facil de transmisséo para os humanos
quanto para outros animais, visto que medidas de controle e manejo desses animais s&o
negligenciadas (CARVALHO et al., 2017; ROSSOW et al, 2020), necessitando acdes
para prevencdo e controle da doenca. Obtendo o diagndstico da esporotricose felina
através do método rapido, como o imprint, propicia o inicio imediato do tratamento
aumentando a chances de cura e reduz o nimero de eutanasias que sdo indicadas em casos
de clinicos graves ou que ndo obteve sucesso na resposta terapéutica (RODRIGUES et
al, 2020).

Diante dos resultados apresentados neste trabalho pode-se propor, como medidas
para reduzir a incidéncia da esporotricose felina no municipio de Ribeirdo das Neves com
consequente diminuicdo nos casos de esporotricose humana de origem zoondtica, as
seguintes acgoes:

e capacitacdo e sensibilizacdo dos profissionais de saude, principalmente da atencéo
primaria em salde, quanto a importancia do diagnostico e tratamento oportuno da
esporotricose humana;

e atividades de educacdo em saude junto a populacdo com informacdes sobre as
formas de transmisséo e caracteristicas clinicas da doenca em humanos e felinos;

e enfatizar a importancia da posse responsavel de animais de companhia junto aos
tutores dos animais;

e implantar um servico municipal de castracdo gratuita de felinos direcionado,

principalmente, para as areas com maior incidéncia de animais acometidos.

Para que acdes de prevencdo e controle da esporotricose aconteca, € preciso
compreender o conceito de Satde Unica (One Health) no qual reconhece a relagio do
ambiente compartilhado entre pessoas, animais e plantas, ou seja, a saide humana e saude
animal interdependem do ecossistema em que vivem (CABANES, 2020; GREMIAO et

al, 2020). Sendo assim vale enfatizar que, para conter o avango da esporotricose no
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municipio de Ribeirdo das Neves, € preciso muito mais que o comprometimento da equipe
de vigilancia em salde, é necesséario um esfor¢o conjunto de outras secretarias, como a
secretaria municipal de Meio Ambiente e secretaria municipal de Obras com
envolvimento dos municipes. A participacao intersetorial de politica de prevencdo e
controle da esporotricose sendo implementada em esforco conjunto obterd eficacia

restringindo o avango da doenca.
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7. CONCLUSAO

Nesse estudo, foi possivel evidenciar que o método citolégico por imprint, é
um exame direto de baixo custo, eficaz e sensivel capaz de identificar 70,9% dos
casos, auxiliando no fechamento do diagndstico juntamente com avaliacdo
veterinaria dos animais com suspeitas clinicas de esporotricose, favorecendo o inicio
imediato do tratamento com antifungico e estabelecer medidas de prevencao e
controle da doenca. O imprint quando comparado com as metodologias padréao ouro,
como cultivo e microcultivo, obteve sensibilidade satisfatoria, sendo esta uma
ferramenta de implementagdo promissora em locais sem muitos recursos

laboratoriais como ocorre nas unidades de salde dos Centros de Zoonoses.

Ainda nesse estudo concluiu-se que, a coleta da amostra por impresséo, deve ser
feita em lesdes mais sanguineas e menos purulentas, com posicionamento da lamina
mais ao centro da lesdo ao invés da borda onde tem-se maior carga fungica. Para
coloragdo constatou-se que o Panético Rapido é corante recomendado por possuir

um protocolo de coloragdo mais pratico, rapido e ser financeiramente mais viavel.

No presente estudo constatou que, no municipio de Ribeirdo das Neves todas as
regides sanitarias sdo cometidas pela esporotricose felina. As regides sanitarias | e
Il apresentou maior registro de casos da doenca, claramente, necessitando de agdes
de prevencao e controle imediato e estender essas medidas de prevencdo e controle

as demais regides sanitarias (l11, IV e V).
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8. CONSIDERACOES FINAIS
Como continuidade deste trabalho, pretende-se:

e  Estender esse exame direto a atendimento domiciliar, das familias carentes que
em sua grande maioria, ndo conseguem se deslocar até a unidade com o felino para
realizacéo de exames;

e Ofertar a essa populacdo um acompanhamento assistido com a equipe técnica
veterinaria e médica, em casos de esporotricose humana, envolvendo os agentes de
combate a endemias (ACE) a identificar possiveis focos do fungo e orientar o municipe
com a educacdo ambiental, em casos possiveis intervir na retirada desses focos;

e Ministrar palestras educativas sobre esta zoonose nos centros de salde e escolas.

Com a apresentacao destes resultados junto as autoridades do municipio, realizar
um projeto de Lei para notificacdo compulsdria dos casos felinos afim de compreender a
dimensao da proliferacdo espacial dessa doenca em Ribeirdo das Neves e disponibilizar
acesso gratuito ao tratamento felino, bem como ocorre para 0s casos humanos

confirmados.
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ANEXOS

Anexo 1 — Documento de aprovacéo do projeto pela Comissdo de Etica no uso de
animais (CEUA) — UFMG

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

. _ CEUA
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Prezado(a):

Esta & uma mensagem automatica do sistema Solicite CEUA que indica mudanca na situacdo de uma solicitacdo.

Protocolo CEUA: 189/2021

Titulo do projeto: Implementac&o de técnicas para o diagndstico de esporotricose na Secretana Municipal de Saude de Ribeirdao
das Neves

Finalidade: Pesquisa

Pesquisador responsavel: Susana Johann

Unidade: Instituto de Ciencias Biologicas

Departamento: Departamento de Microbiologia

Situagdo atual: Decisdo Final - Aprovado

Aprovado na reunido ordinaria on-line do dia 25/10/2021. Validade: 25/10/2021 & 24/10/2026.
Belo Horizonte, 25/10/2021.

Atenciosamente,

Sistema Solicite CEUA UFMG
https://aplicativos.ufmg.br/solicite_ceua/
Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 — Belo Horizonte, MG — Brasil
Telefone: (31) 34094516
www.ufmg.br/biceticalceua - cetea@prpg.ufmg.br




Anexo 2 — Ficha de solicitacdo de exame de esporotricose

. _*ﬁ“'“‘i“ Prefeitura Municipal de
RIBEIRAO DAS NEVES
"Wu-l,;.w-rr'ﬂ' Adminisiragcdas 2027 - 024

SECRETARIA MUNICIPAL DE SAUDE
DIVISAO DE VIGILANCIA A SAUDE
SECAO CONTROLE DE VETORES E ZOONOSES
SOLICITACAQ DE EXAME DE ESPOROTRICOSE

FROTOCOLO N DATA

MNOME DO SOLICITANTE

ENDERECO

BAIRR.O TEL FIXO CEL.

PONTOS DE CCLETA

RECEBIDO POR.

IDENTIFICACAO DO ANIMAL
Nome: Espécie; Raga; Sexo;

Idade: Pelagem/Cor:

EXAMES COMPLEMENTARES

Metodo Imprint (micToscopia pos coloragio):

( ) Identificado presenca de leveduras caractensticas de Sporothrix 5p.

{ ) Mio identificade presenca de leveduras caractensticas de Sporothrix sp.

Observacio: O exame direto negative nio amula o diagnéstico clinico. Sugere-se cultura fimgica e
realizagdo de outros exames para investigar outras causas de problemas de pele.

Fesponsavél pela leitura da limina:

TEEMO DE RESPONSABILIDADE
Assumo a respunsabl.l.ldade pela solicitagio de EXAME PELO METODO MPRDII'{ ], do

animal acima caracterizado, de minha propriedade, estando ciente da maneira com serd
realizade o mesmo, que me foi descrito pelo agente piblico.

Fibeirdo das Neves, de de 20

ASSINATURA DO SOLICITANTE N°DE IDENTIDADE

ENCAMINHAMENTOS:
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