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FERREIRA, Fernanda Prado Roque. Género, Ciéncia & Tecnologia e Saude: avaliagao
do exame citopatolégico corado pelos métodos pandtico rapido, acido periddico de
schiff e impregnacao pela prata de grocott e da cultura fangica no diagnostico da
esporotricose felina e canina. 2022. 110 f. Dissertagdo (Mestrado Profissional em
Pesquisa Clinica) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto de Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, Rio de Janeiro, 2022.

RESUMO

A esporotricose € uma micose subcutanea causada por espécies do género Sporothrix
gue acomete seres humanos e animais, principalmente os gatos. O diagndstico precoce
€ importante na rapida implementacdo do tratamento e das medidas de prevencao. O
presente estudo compara 0 exame citopatoldgico de lesdes cutaneas corados pelos
métodos pandtico rapido, acido periddico de Schiff (PAS) e impregnacédo pela prata de
Grocott (IPG) com a cultura fungica para o diagndstico da esporotricose felina e canina.
Foram utilizadas 32 amostras de gatos e 4 amostras de caes, sem tratamento (9 gatos
e 3 caes) ou em tratamento (23 gatos e 1 cao), no periodo de marco a dezembro de
2021. A coleta de material para 0 exame citopatoldgico consistiu em imprints de
exsudato da lesdo cutanea ulcerada. Foram coletados um swab estéril para cultura
flngica e trés laminas de imprint da mesma lesao, que foram coradas pelos métodos
panotico rapido, PAS e IPG. As laminas foram examinadas em microscopico optico por
dois observadores. Foram calculadas as frequéncias de positividade do exame
citopatologico para cada uma das trés coloragdes e cultura fungica. A sensibilidade do
exame citopatoldgico para cada uma das colorac@es foi calculada utilizando a cultura
fungica como padrdo de referéncia. A frequéncia de positividade para Sporothrix spp.
nos gatos em tratamento e sem tratamento com antifangico foram, respectivamente:
91,3% e 88,8% para cultura, 69,5% e 55,5% para o PAS, 69,5% e 66,6% para IPG,
60,8% e 44,5% para o panético rapido. Em caes, as frequéncias de positividade foram
75% na cultura, 50% no PAS, 25% na IPG e 0% no pandtico rapido. A sensibilidade do
exame citopatolégico nos gatos em tratamento e sem tratamento foram,
respectivamente: 71,4% e 50% no PAS e na IPG, 66,6% e 37,5% no panotico rapido.
Nos cées, a sensibilidades dos exames citopatolégicos foram 66,6% no PAS e 0% na
IPG e pandtico rapido. A concordancia interobservador foi razoavel. O tempo de leitura
do exame citopatoldgico foi menor no PAS (361 s) e IPG (487 s) em comparacédo com
0 pandtico rapido (545 s). Os exames citopatolégicos pelo PAS e IPG foram Uteis no
diagndstico da esporotricose, detectando mais casos positivos e de leitura mais rapida
gue o panético rapido. S&o técnicas rapidas, praticas e nao necessitam de
equipamentos sofisticados. Com base nesses resultados, o PAS e IPG podem ser
aplicadas no diagnéstico citolégico da rotina como alternativas ao panético rapido,
sobretudo na indisponibilidade da cultura, porém ha necessidade de treinamento
adequado do observador.

Palavras-chave: Sporothrix spp., Diagnoéstico, Zoonose, Caninos, Felinos.



FERREIRA, Fernanda Prado Roque. Gender, Science & Technology and Health:
evaluation of cytopathological examination stained by rapid panoptic methods, periodic
acid schiff and impregnation with grocott silver and fungal culture in the diagnosis of
feline and canine sporotrichosis. 2022. 110 f. Dissertation (Mestrado Profissional em
Pesquisa Clinica) — Fundacdo Oswaldo Cruz, Instituto de Nacional de Infectologia
Evandro Chagas, Rio de Janeiro, 2022.

ABSTRACT

Sporotrichosis is a subcutaneous mycosis caused by species of the genus Sporothrix
that affects humans and animals, especially cats. Early diagnosis is important in the
rapid implementation of treatment and prevention measures. The present study
compares the cytopathological examination of skin lesions stained by the rapid
panoptic, periodic acid Schiff (PAS) and Grocott silver impregnation (IPG) methods with
fungal culture for the diagnosis of feline and canine sporotrichosis. We used 32 samples
from cats and 4 samples from dogs, untreated (9 cats and 3 dogs) or undergoing
treatment (23 cats and 1 dog), from March to December 2021. The collection of material
for the cytopathological examination consisted of in exudate imprints from the ulcerated
skin lesion. A sterile swab for fungal culture and three imprint slides of the same lesion
were collected, which were stained by rapid panoptic, PAS and IPG methods. The slides
were examined under light microscopy by two observers. The frequencies of positive
cytopathological examination were calculated for each of the three stains and fungal
culture. The sensitivity of the cytopathological examination for each of the stains was
calculated using the fungal culture as a reference standard. The frequency of positivity
for Sporothrix spp. in treated and untreated with antifungal cats were, respectively:
91.3% and 88.8% for culture, 69.5% and 55.5% for PAS, 69.5% and 66.6% for IPG,
60.8% and 44.5% for fast panoptic. In dogs, the positivity frequencies were 75% in
culture, 50% in PAS, 25% in IPG and 0% in rapid panoptic. The sensitivity of the
cytopathological examination in treated and untreated cats were, respectively: 71.4%
and 50% in PAS and IPG, 66.6% and 37.5% in rapid panoptic. In dogs, the sensitivities
of the cytopathological exams were 66.6% in PAS and 0% in IPG and rapid panoptic.
Interobserver agreement was reasonable. The reading time of the Pap smear was
shorter in PAS (361 s) and IPG (487 s) compared to rapid panoptic (545 s). The
cytopathological examinations by PAS and IPG were useful in diagnosing
sporotrichosis, detecting more positive cases and reading faster than rapid panoptic.
These are fast, practical techniques and do not require sophisticated equipment. Based
on these results, PAS and IPG can be applied in routine cytological diagnosis as
alternatives to rapid panoptic, especially in the absence of culture, but there is a need
for adequate training of the observer.

Key words: Sporothrix spp., Diagnhosis, Zoonosis, Dogs, Cats.
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INTRODUCAO

1.1 ESPOROTRICOSE

A esporotricose € uma micose subcutanea que acomete humanos e animais e é
causada por espécies do género Sporothrix (PEREIRA; GREMIAO; MENEZES, 2015).
O primeiro caso humano de esporotricose foi descrito em 1898, por Benjamin Schenck
nos EUA e o agente causador foi identificado como S. schenckii (SCHENCK, 1898).
Adolph Lutz e Affonso Splendore relataram a esporotricose em ratos marrons (Ratus
novergicus) na cidade de Sdo Paulo em 1907, e também descreveram pela primeira
vez, a fase parasitaria de levedura do fungo. Ademais, esses autores propuseram que
0s ratos poderiam adquirir esporotricose por ingestdo das leveduras (LUTZ,
SPLENDORE, 1907). Em 1952 foi a primeira evidéncia de esporotricose transmitida por
gato documentada nos EUA (SINGER; MUNCIE, 1952), e no estado de Sao Paulo em
1955, o primeiro caso humano de esporotricose associada a um gato doente foi relatado
(ALMEIDA et al., 1955).

1.1.1 Taxonomia

Sporothrix sp. € um fungo termodimorfico, pode ser encontrado no meio
ambiente na forma filamentosa, tendo como habitat natural a vegetacédo, madeira em
decomposicéo e solo. Esse microrganismo esta inserido no Reino Fungi, sendo um
organismo eucaribtico, heterotréfico, sem mobilidade prépria, com parede celular
qguitinosa e rigida. Também, é constituinte da Divisdo Ascomycota, da Classe
Pyrenomycetes, Ordem Ophiostomatales e Familia Ophiostomataceae (OLIVEIRA,
2009).

Até 2007, a esporotricose era atribuida a uma espécie Unica, S. schenckii. No
entanto, um estudo molecular demonstrou que S. schenckii € um complexo de espécies
que foram identificadas de forma confiavel. Através deste estudo para caracterizar
fenotipicamente as diferentes espécies filogenéticas do complexo S. schenckii, foi
demonstrado que S. brasiliensis, S. globosa e S. mexicana eram trés novas espécies
de importancia clinica. (MARIMON et al., 2007).
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Estudos posteriores sobre a variabilidade genética desse fungo demostraram
gue isolados previamente identificados morfologicamente como S. schenckii, passaram
a ser classificados em pelo menos seis espécies com seus respectivos clados,
filogeneticamente descritas como Sporothrix brasiliensis (Clado I), Sporothrix schenckii
sensu stricto (Clado lla e 1Ib), Sporothrix globosa (Clado IIl), Sporothrix mexicana (Clado
IV), Sporothrix pallida e Sporothrix luriei (Clado VI) (BOECHAT et al., 2018). Algumas
espécies foram relatadas no Brasil e diferem em seu potencial patogénico de acordo
com a distribuicdo geografica, 0 mamifero acometido e na sensibilidade ao tratamento
antifangico (RODRIGUES et al., 2013). Recentemente, uma nova espécie foi descrita
como S. chilensis, relatada no Chile em um caso clinico onde o fungo foi isolado de um
paciente com onicomicose (RODRIGUES et al., 2016). As fontes de isolamento
publicados anteriormente de S. chilensis eram de origem ambiental no Chile.
Posteriormente, no Brasil, isolados de S. chilensis foram obtidos de amostras de pele
(estados de Recife e S&do Paulo), sendo os primeiros relatos desta espécie neste pais
(VALERIANO et al., 2020). Rodrigues et al. (2016) confirmaram S. chilensis como um
clado distinto geneticamente proximo de S. pallida, S. nivea, S. estilitas, S. humicola e
Ophiostoma palmiculminatum. De Beer, Duong e Wingfield (2016) propuseram a
classificacdo das espécies do género Sporothrix causadoras de esporotricose em dois
clados, sendo um ambiental, composto de S. mexicana, S. pallida, S. chilensis, S.
humicola e/ou clinico ou patogénico, composto de S. brasiliensis, S. schenckii, S.

globosa e S. luriei.

1.1.2 Epidemiologia

A esporotricose tem sido identificada em diversas areas do mundo e, nos anos
mais recentes, a maioria dos casos publicados s&o provenientes da América Central e
do Sul, em especial, Colémbia, Peru e Brasil, além do continente africano, EUA, México,
india, China e Malasia, (GREMIAO etal., 2020a; OLIVEIRA, 2009; RODRIGUES et al.,
2020). A doenca acomete humanos, gatos, caes, cavalos, bovinos, camelos, golfinhos,
cabras, mulas, passaros, porcos, ratos e tatus (RODRIGUES et al., 2013), também é
descrita em quatis, felinos silvestres, primatas, tamandua gigante, peixes, insetos e um
caso em calopsita, mosquito e cobaia (RABELLO et al., 2021). S. brasiliensis foi
encontrado no Brasil (LOPEZ-BEZERRA et al., 2018), Reino Unido (RACHMAN et al.,
2022), Argentina e Paraguai (MINISTERIO DA AGRICULTURA, 2017) e é conhecido
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por ser transmitido de gatos infectados (BENTO et al., 2021). S. mexicana e S. globosa
foram identificadas em todo o mundo (SIZAR; TALATI, 2020). E, mais recentemente,
foi descrito o primeiro caso de esporotricose em um gato causada por Sporothrix pallida
na Australia (THOMSON et al., 2019).

As duas formas de transmissdo da esporotricose sdo por via sapronética e
zoonotica. A transmissdo sapronotica (possui o ambiente como fonte de infec¢cdo do
fungo), acomete principalmente trabalhadores agricolas e jardineiros e esta relacionada
principalmente as espécies S. schenckii e S. globosa. Nessa forma de transmisséo, a
infecc@o ocorre apds a inoculacdo traumatica de Sporothrix spp. proveniente do solo
ou matéria vegetal, (BARROS; PAES; SCHUBACH, 2011). A transmissao zoonotica e
de gato para gato/cédo ocorre por inoculacao traumatica do fungo por meio de arranhdes
e mordidas ou contato com o exsudado de lesGes cutaneas. Na transmissao zoondtica,
a espécie patogénica envolvida é o S. brasiliensis no Brasil, embora o S. schenckii
também tenha sua importancia no exterior. Historicamente, a forma mais comum de
transmissdo observada na esporotricose humana foi a sapronética, mas infeccdes
zoonoticas envolvendo gatos doentes e S. brasiliensis tém sido mais frequentes
atualmente (BENTO et al., 2021; RODRIGUES et al., 2020; ROSSOW et al., 2020). S.
brasiliensis € considerada a espécie mais virulenta do género Sporothrix e pode estar
associada a alta frequéncia de lesBes graves em mucosa nhasal e dos sinais
respiratérios superiores em gatos (SOUZA et al., 2018). O periodo de incubacao do
Sporothrix spp. € 14 dias, mas pode se estender por meses, tanto em humanos quanto
em animais (PEREIRA et al., 2015).

No Brasil, 8.538 casos de esporotricose animal foram relatados na literatura de
1907 a 2020, sendo 7.750 (90,77%) em gatos e 676 (7,92%) em cdes (RABELLO et al.,
2021). A maioria dos casos de esporotricose humana e animal ocorrem nos estados do
Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Rio Grande do Sul, mas essa doenca ocorre também em
Minas Gerais, Espirito Santo, Parana e mais recentemente nas regidées norte, nordeste
e Centro Oeste (GREMIAO et al., 2020a).

Na regido metropolitana do Rio de Janeiro, a mais afetada pela esporotricose,
h& uma hiperendemia dessa doenca sob a forma de zoonose, que teve inicio no final
da década de 1990 e esta associada a espécie S. brasiliensis (FREITAS et al., 2014).
No periodo de 1998 a 2018, foram diagnosticados 5.113 casos felinos no INI- Fiocruz,
Rio de Janeiro. Nessa mesma instituicdo, cerca de 5.000 casos humanos foram
diagnosticados no periodo de 1998 até 2015 (GREMIAO et al., 2020a). No estado do
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Rio de Janeiro, segundo o Boletim Epidemiolégico Esporotricose da Secretaria de
Saude, em 2019 e 2020 foram confirmados 1.586 e 1.030 casos de esporotricose
humana, respectivamente (SECRETARIA DE SAUDE DO ESTADO DO RIO DE
JANEIRO, 2021).

Além das regides Sul e Sudeste, a doenca tem se expandido para outras regides
do Brasil, como Centro Oeste, Nordeste e Norte. Em Brasilia, centro-oeste do Brasil,
no periodo de 1993 a 2018, observou-se 91 casos humanos e de 2015 a 2018 foram 4
casos de animais com esporotricose (EUDES FILHO et al., 2020). No Rio Grande do
Norte, no nordeste, no periodo de 2016 a 2019, um estudo relata 122 pacientes
humanos com esporotricose, onde 115 (94.3%) haviam tido contato com gatos (BENTO
etal., 2021).

Apo0s a obrigatoriedade da notificacéo de esporotricose animal e humana (2018),
0s primeiros casos autdctones foram detectados na cidade de Salvador- Bahia até
marco de 2018. Entre marco e dezembro de 2018, 289 casos suspeitos foram relatados
em animais (92% felinos), ilustrando como é importante a notificacdo de esporotricose.
Desde 2014, casos de esporotricose felina e humana foram diagnosticados no Parana,
principalmente na cidade de Curitiba (capital do estado) e, segundo dados da Unidade
de Vigilancia de Zoonoses, entre janeiro de 2016 a agosto de 2019, 793 casos de felinos
com esporotricose foram relatados (GREMIAO et al., 2020a). Foi descrito um cdo em
Mossoro, RN (FILGUEIRA, 2009), outro em Juiz de Fora (SOUZA et al., 2009) e um
gato relatado no Recife (SILVA et al., 2018), Mato Grosso (FERNANDES et al., 2004)
e recentemente em Belém no Para (SILVA et al., 2022).

Atualmente, S. brasiliensis, S. schenckii e Sporothrix humicola sdo os
conhecidos agentes causadores da esporotricose felina. Casos de esporotricose felina
foram relatados nos EUA, México, Argentina, Paraguai, Malasia, Espanha, Alemanha,
Australia, Jap&o, Tailandia, Reino Unido e Brasil (GREMIAO et al., 2017; MINISTERIO
DA AGRICULTURA, 2019). No Brasil, um impressionante e exponencial niumero de
casos felinos foi documentado em varios estados, sendo o principal agente etiolégico o
S. brasiliensis. Neste pais, dos 521 de isolados Sporothrix spp. de gatos 99,62%
correspondiam ao S. brasiliensis e 0,38% ao S. schenckii (RABELLO et al., 2021). Em
contraste, em alguns paises asiaticos, S. schenckii foi descrito como o agente causal
de esporotricose em gatos (GREMIAO et al., 2020a; LOPES-BEZERRA et al., 2018).

No Brasil, a notificagdo compulsoria dos casos humanos e animais so é feita nos

estados do Rio de Janeiro, Pernambuco e Distrito Federal, além dos municipios de
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Guarulhos (SP), Conselheiro Lafaiete e Belo Horizonte (MG), Salvador e Camacari
(BA), Natal (RN) e Jodo Pessoa (PB). Mesmo em regifes onde a notificacdo obrigatoria
nao € realizada, os veterinarios devem notificar o Departamento de Saude local quando
ocorrem casos de esporotricose animal. O Rio de Janeiro foi o primeiro estado onde a
esporotricose humana e animal se tornou uma doencga de notificagdo obrigatoria (2013
e 2014, respectivamente). Desde entédo, todos 0s casos suspeitos de esporotricose
humana e animal devem ser registrados no Sistema de Informagdo de Agravos de
Notificacdo (SINAN) de acordo com as diretrizes e rotinas estabelecidas pela Secretaria
Estadual de Saude, Departamento do Rio de Janeiro (GREMIAO et al., 2020a). Uma
das principais acdes tomadas no controle da esporotricose é a castracéo de felinos
visto que diminuem a exposic¢ao as brigas e circulam menos, minimizando os riscos de
disseminacao (BISON; PARENTONI; BRASIL, 2020).

A reducdo dos riscos para a saude publica devido aos surtos zoonoticos,
principalmente em areas urbanas de alta densidade populacional, requer prevencéao e
estratégias de controle. A frequéncia de zoonoses aumentou nas ultimas décadas e
pode estar relacionado a pobreza, saneamento precario e mudancgas antropogénicas
no meio ambiente (GREMIAQ et al., 2020b). Um estudo mais recente utilizando 16
bancos de dados (incluindo MEDLINE e EMBASE) com pesquisas em inglés, espanhol
e portugués que foram publicadas desde 2008 com informacdes sobre a S. brasiliensis,
constatou que houve uma mudanca epidemioldgica da esporotricose, com um aumento
drastico dos casos transmitidos por gatos e devido a sua hatureza zoonotica constata-
se muitas barreiras para evitar sua propagacdo. O conhecimento limitado deste
patdgeno emergente entre médicos e veterinarios também torna-se uma ameaca aos
esforcos de contencéo. Atrasos ou erros no diagndstico e tratamentos inadequados sé&o
um potencial para a propagacao da doenca. Desta forma, opcdes de ferramentas de
diagndstico disponiveis e manejo adequado da esporotricose, devem fazer parte de
campanhas educacionais com o objetivo de fornecer aos profissionais de saude,
informacdes com énfase na interconexdo das estratégias de controle da doenca em
humanos e animais. Da mesma forma, a conscientizacéo do publico e educacédo sobre
a criacdo responséavel de animais e principais aspectos da transmissdo em areas
endémicas sao ferramentas importantes para conter futuros surtos e limitar as fronteiras
em expanséo (RODRIGUES et al., 2020; ROSSOW et al., 2020).
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1.1.3. Manifestacdes clinicas

1.1.3.1 Esporotricose felina

As lesbes cutaneas nodulares e/ou ulceradas sdo os principais sinais clinicos
observados na esporotricose felina e podem estar localizadas por toda superficie
corporal, com destaque para regido cefélica, membros locomotores e cauda (GREMIAO
et al., 2015). O resultado da infeccdo em gatos varia desde lesGes cutaneas solitarias
até a doenca disseminada fatal (MIRANDA et al., 2018). A gravidade da infeccéo ir4
depender da espécie de Sporothrix infectante e da imunidade do animal (ROSSOW et
al., 2020). No entanto, as lesGes cutaneas podem estar ausentes em alguns casos.
Mucosa nasal, conjuntival, oral e genital também podem ser acometidas. Os sinais
respiratorios como espirros, dispnéia e corrimento nasal sdo frequentes e podem ser
observados em gatos sem lesédo cutanea ou precedé-las. Além disso, o aumento dos
linfonodos é geralmente observado, enquanto a linfangite nodular ascendente € menos
frequente quando comparada ao descrito em seres humanos (PEREIRA et al., 2015;
SCHUBACH et al., 2004).

O diagnéstico diferencial da esporotricose felina deve incluir neoplasias
(principalmente carcinoma de células escamosas), dermatose eosinofilica, piodermite
bacteriana, prototecose, micobacteriose, criptococose, histoplasmose, feo-hifomicose
e leishmaniose tegumentar americana, entre outros. Os médicos veterinarios devem
estar atentos a possibilidade da existéncia paralela de esporotricose e outras
dermatopatias (PEREIRA et al., 2015).

1.1.3.2 Esporotricose canina

Os cées apresentam lesGes parecidas com as dos gatos, porém mais brandas.
Existem trés formas reconhecidas da doenca: a forma cutanea localizada ou fixa, forma
cutaneo-linfatica e disseminada ou sistémica. Lesdes na cavidade nasal e trato
respiratorio superior sdo geralmente observados nos casos mais graves
(DUANGKAEW et al., 2019).

1.1.3.3 Esporotricose humana

Em humanos a esporotricose pode se manifestar em varios locais da pele,

mucosa ou osteoarticular. Com menos frequéncia, a infec¢ao pode ocorrer por inalacao,
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resultando em doenca pulmonar, porém tanto imunocompetentes quanto pacientes
imunocomprometidos podem ser afetados (QUEIROZ-TELLES; BUCCHERI; BENARD,
2019).

1.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL DA ESPOROTRICOSE EM GATOS E CAES

O método padrao de referéncia para o diagndéstico da esporotricose é a cultura
micolégica (RIPPON et al.,, 1988). Entretanto, 0s exames citopatolégico e
histopatolégico sao utilizados rotineiramente principalmente no diagndstico da
esporotricose felina (SILVA et al., 2018).

O diagnéstico precoce da esporotricose permite a pronta implementagédo do
tratamento antifangico, o que pode melhorar o progndstico em muitos casos e,
notadamente em gatos, pode haver a redugdo da carga fangica e potencialmente da
sua habilidade de transmisséo Sporothrix spp. (MIRANDA et al., 2018). Nesse sentido,
a utilizacdo de métodos de diagndstico nado invasivos, de facil execu¢do, menor custo
e maior sensibilidade é desejavel (MIRANDA et al., 2018; SILVA et al., 2015). Contudo
o tratamento prévio com medicamentos antifingicos topicos ou sistémicos pode reduzir
a sensibilidade dos exames micolégicos para o diagnéstico da esporotricose
(GREMIAO et al., 2020b).

1.2.1 Cultura fangica

Essa técnica se baseia no isolamento de Sporothrix spp. em meios de cultura
nos quais foi semeada a amostra biolégica. A identificacdo do fungo € realizada por
parametros morfolégicos e a conversdo da fase micelial para a fase de levedura
(RIPPON et al., 1988). E considerado o método de referéncia para diagndstico da
esporotricose, por ser 0 mais sensivel e especifico e por permitir a deteccéo de formas
viaveis do fungo. Para realizacdo da cultura, a amostra pode ser coletada com um swab
estéril ou por biopsia cutdanea e semeada no &agar Sabouraud dextrose com
cloranfenicol e amicacina e agar Mycosel, incubado a 25°C, e observada por até quatro
semanas. Os isolados s&do subcultivados em batata agar dextrose a 25°C e o
dimorfismo é confirmado por conversdo para a fase de levedura no caldo de infusao
cérebro-coracao (agar Brain Heart Infusion) a 37°C.

Entretanto, esse método nem sempre esta disponivel e o resultado pode

demorar semanas, retardando o inicio do tratamento antifingico (GONSALES, 2018;
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LOPEZ-ROMERO et al., 2011). A demora no resultado pode ocorrer, pois isolados de
Sporothrix spp. por vezes tem um crescimento lento e esse método de diagndstico
requer a conversao da fase micelial do fungo para a fase de levedura por subcultura a
37°C. Isto representa um tempo meédio para o diagnéstico em torno de 30 dias
(GREMIAO et al., 2020b). Outras desvantagens deste método de diagnodstico sdo a
necessidade de um laboratorio nivel 2 de biosseguranca e a contaminacdo microbiana
da cultura ndo é incomum, devido a possibilidade de amostras estarem contaminadas
secundariamente por bactérias e outros fungos. Ademais, a cultura micolégica apesar
de ser o padrdo de referéncia, com sensibilidade de 95,2% (MACEDO-SALES et al.,
2018), pode apresentar resultados falso-negativos (GONSALES et al., 2020; SILVA et
al., 2015).

1.2.2 Exame citopatolégico

E uma das técnicas laboratoriais rotineiramente utilizadas para o diagnéstico
presuntivo da esporotricose felina, com sensibilidade variavel, possibilitando a
deteccao de Sporothrix spp. em aproximadamente 78 a 95% dos casos em gatos
(PEREIRA et al., 2011; REDIGUIERI et al., 2022; SILVA et al., 2018). Porém, em caes
possui baixa sensibilidade. Seu objetivo € a deteccdo de estruturas leveduriformes
compativeis com Sporothrix spp. em imprints de lesdo cutdnea examinados em
microscopio 6ptico, além de diagnosticar e/ou diferenciar outras doencas infecciosas,
inflamatdrias, proliferativas e neoplasicas (MASCARENHAS et al., 2019; MIRANDA et
al., 2011; PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2015). Em situacfes epizodticas, o
resultado positivo no exame citopatoldgico por apresentar sensibilidade boa, permite o
inicio do tratamento antifingico antes do isolamento do Sporothrix spp. pela cultura,
especialmente quando ha dificuldades na realizacéo da cultura. A qualidade do imprint
na lamina de vidro € fundamental para uma boa identificagcdo no microscopio. O exame
citopatoldgico apresentando resultado negativo ndo exclui a infecgdo por Sporothrix
spp. sendo recomendada a utilizacao de outras ferramentas de diagnostico quando ha
forte suspeita clinica de esporotricose (GREMIAO et al., 2020b; REDIGUIERI et al.,
2022).

Em animais com esporotricose, 0 exame citopatoldgico do exsudato de lesées
cutaneas geralmente revela células semelhantes a leveduras que podem ser ovais,

arredondadas ou em forma de charuto, com um didametro de 3 a 5 ym e um comprimento
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de 5 a 9 um. Essas estruturas podem estar localizadas dentro de macréfagos,
neutroéfilos e células gigantes multinucleadas ou livres, sendo circundadas por um halo
incolor e pode ser semelhante aos observados no género Histoplasma ou Cryptococcus
(PEREIRA et al., 2011). Em gatos, normalmente séo observadas humerosas estruturas
leveduriformes de Sporothrix spp. (MIRANDA et al., 2018).

Os métodos de coloracdo usados rotineiramente em exames citopatologicos
para o diagnéstico de esporotricose sdo do tipo Romanowsky (método Pandptico
Rapido) e/ou Gram. A lamina corada deve ser analisada sob microscopia 6ptica em
objetivas de 40x e de 100x, para observacdo e identificacdo precisa de estruturas
leveduriformes sugestivas de Sporothrix spp. (SILVA et al., 2018).

O exame citopatoldgico corado pelo pandtico rapido apesar de ser uma opcao
sensivel e rapida para o diagnostico da esporotricose felina, tem como desvantagem
possuir sensibilidade variavel de acordo com a carga fangica nas lesdes cutaneas dos
animais examinados (PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2015; SILVA et al., 2018),
além de ser necessario ter precisdo e experiéncia na identificacdo do Sporothrix spp.
(MIRANDA et al., 2018). Em caes, por eles apresentarem geralmente uma baixa carga
fungica nas lesdes, a sensibilidade do exame citopatoldgico é baixa (MIRANDA et al.,
2011). O tratamento com antifingicos geralmente reduz a carga fungica e
consequentemente a sensibilidade do exame citopatolégico (MACEDO-SALES et al.,
2018; MIRANDA et al., 2018).

O exame citopatolégico apresenta as seguintes vantagens: baixo custo; facil
execucao; resultado fornecido rapidamente; ndo requer treinamento técnico sofisticado
ou estrutura de laboratorio complexa; pode ajudar no acompanhamento terapéutico
(MIRANDA et al., 2018; SILVA et al., 2015). Sua boa sensibilidade e rapidez para
diagnostico da esporotricose felina permite a implementacéo de medidas preventivas e
de controle precoces para esta zoonose, portanto em regifes endémicas onde ha
dificuldades de realizacdo da cultura fungica, esta técnica é fortemente recomendada
em gatos (PEREIRA et al., 2011; SILVA et al., 2015).

O gato doente apresenta elevado potencial zoonaotico pela elevada carga fungica
geralmente encontrada nas lesdes cutaneas, o que o difere de outras espécies
(MIRANDA et al., 2018). O exame citopatologico pode ser usado para quantificar a
carga fungica de lesGes cutaneas durante o tratamento felino. Em um estudo realizado
com 130 gatos com esporotricose virgens de tratamento medicados com itraconazol

isoladamente ou associado ao iodeto de potassio, ap0s 12 semanas de tratamento
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observou-se a diminuicdo da carga fungica mensurada pelo exame citopatolégico para
zero. Foi relatado que a alta carga fungica estava relacionada a falha no tratamento,
desta forma este método pode ser um indicador do progndstico e um parametro para a
indicacao de protocolo de tratamento (MIRANDA et al., 2018).

1.2.3. Exame histopatologico

O exame histopatologico é uma ferramenta muito Util para a rotina e diagnostico
presuntivo da esporotricose em gatos e cdes. Além de ser uma ferramenta para
deteccdo de formas de levedura de Sporothrix na amostra de tecido, essa técnica
fornece informacdes sobre a resposta inflamatoéria e outras alteragcdes microscopicas
relacionadas a lesdo cutanea (PEREIRA et al., 2015).

O objetivo da técnica é detectar estruturas leveduriformes de Sporothrix por meio
do exame por microscopia Otica de amostras teciduais coletadas por biopsia ou
necropsia e fixadas em formalina tamponada a 10% e emblocadas em parafina. Essas
amostras teciduais sdo submetidas a coloracdes para visualizacdo das estruturas
fungicas e alteracdes histoldgicas associadas.

A biopsia de pele deve ser obtida das bordas das les@es ativas com puncéao (3-
4 mm), apos antissepsia local com alcool 70% e anestesia com cloridrato de lidocaina
a 2%. Em gatos, a sedacao é fortemente recomendada. As amostras sdo fixadas em
formalina tamponada a 10%, incorporadas em blocos de parafina, seccionadas em 5
Mm de espessura em micrétomo e coradas (CARSON; HLADICK, 2009). A
hematoxilina-eosina (HE) € a coloracao de rotina recomendada para observar células
inflamatorias e alteragbes patoldgicas associadas a infecgdo por Sporothrix spp. No
entanto, a coloracdo HE ndo permite uma boa visualizacdo de células leveduriformes
de Sporothrix sp., as quais podem ser confundidas com outros fungos patogénicos e
protozoarios (SCHUBACH; MENEZES; WANKE, 2012). Além disso, as alteracdes
microscépicas observadas ndo sdo especificas da doenca, por essas razles, as
coloracdes especificas da histoquimica, como impregnacéo pela prata de Grocott (IPG)
e acido periédico-Schiff (PAS) devem ser usadas para identificar estruturas
leveduriformes de Sporothrix spp. (SCHUBACH et al., 2004).

Um estudo incluiu 184 gatos com esporotricose confirmados pela cultura
micoldgica, e mostrou uma sensibilidade do exame histopatologico corado pela IPG de

91,3%. A coloragao com IPG apresentou o melhor desempenho ao ser comparada com
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outras duas técnicas de diagndstico, na citologia com o pandético rapido e na imuno-
histoquimica (IHQ) (SILVA et al., 2018). Apesar do PAS e IPG em amostras humanas
terem baixa sensibilidade, em gatos por apresentarem carga fangica muito maior, a
identificacdo das leveduras € possivel com ampliacdo de 400x a 1000x e sua
sensibilidade pode variar de 79% a 91,3%. Suas vantagens s&do: 0 baixo custo,
resultados rapidos e sua facil execucdo, ndo necessitando de treinamento técnico
avancado ou laboratério com estrutura complexa, tornando uma técnica
frequentemente usada no diagndstico de rotina da esporotricose felina.

Por ser um processo invasivo, a realizacdo de biopsia cutanea traz uma
desvantagem ao exame histopatologico. Além disso, o diagndéstico histopatoldgico é
mais demorado que o0 exame citopatoldgico, pois tem um maior nimero de etapas no
processamento da amostra. Outra desvantagem € a baixa sensibilidade na deteccéo
de leveduras de Sporothrix spp. em céaes, diferente dos gatos. E em céaes, segundo
estudo feito com 87 animais a sensibilidade da IPG (43,7%) e PAS (19,5%) foi bem
inferior a da imuno-histoquimica (80,5%) devido as baixas cargas fungicas (MIRANDA.
et al., 2011).

1.2.4. Imuno-histoquimica

E um método que tem como objetivo detectar antigenos de Sporothrix spp. em
tecidos fixados em formalina tamponada a 10% ou congelados por meio da reacéo
antigeno-anticorpo. Amostras teciduais do animal s&o coletadas por biopsia ou
necropsia e fixadas em formalina tamponada a 10% e emblocadas em parafina. Cortes
de 5 pym de espessura sao colocados em laminas silanizadas, em seguida sao
desparafinizados e reidratados para comecar as etapas do processamento da deteccao
da reacdo antigeno-anticorpo. Nos casos positivos para Sporothrix sdo detectadas
estruturas leveduriformes coradas em castanho ou marrom, azul, rosa, vermelho, etc
(dependendo do cromdgeno) por meio de exame realizado em microscépio 6ptico com
ampliacdo de 400x ou 1000x.

A IHQ apresenta como vantagem uma alta sensibilidade, de cerca de 88% em
gatos (SILVA et al., 2018). No diagnoéstico da esporotricose canina, a imuno-
histoquimica apresenta sensibilidades melhores do que as das técnicas histologicas
(MIRANDA et al.,, 2011). Como desvantagem, é um método que ainda n&o foi

implementado na rotina clinica e é utilizado principalmente na pesquisa (GREMIAO et
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al., 2020b), ndo tendo ainda sido testada a sua especificidade. Também, ndo ha
anticorpos comerciais disponiveis e 0s anticorpos utilizados sao produzidos in house, o
gue dificulta a sua padronizacdo. Outras desvantagens sao a utilizacdo de amostras de
tecido coletadas por biépsia, que € um meétodo invasivo, e a necessidade de uma

elevada infraestrutura laboratorial e de treinamento técnico avangado.

1.25PCR

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) tem como principio ensaios
moleculares baseados na amplificacao e identificacdo da sequéncia de DNA do agente
etiolégico. Essa técnica constitui uma alternativa promissora para o diagnéstico da
esporotricose animal. Varios protocolos moleculares sdo descritos em diferentes
publicagcdes, como PCR real-time, sequenciamento de calmodulina, replicagcdo por
circulo rolante e outros. Ensaios estes que foram avaliados para o diagnéstico de
diferentes espécies Sporothrix, cuja maioria dos protocolos tém como alvo o gene da
calmodulina (considerado o padréo de referéncia) ou espacador interno transcrito do
DNA ribossomal nuclear. Sua principal vantagem € a alta sensibilidade que varia de
50% a 98,5% e especificidade de 100% em amostras de lesdes cutaneas de gatos com
esporotricose (Tabela 1). Como desvantagem, que sua utilizacdo € limitada devido a
falta de padronizacdo dos métodos entre laboratérios e a necessidade de uma
avancada infraestrutura laboratorial, além do limitado ndmero de estudos para

validacdo em amostras clinicas, sobretudo de animais (ROSSOW et al., 2020).

1.2.6 Sorologia

A sorologia tem como principio a identificacdo de anticorpos ou antigenos no
soro sanguineo. Técnicas soroldgicas tém sido recentemente adotadas como
ferramentas auxiliares para o diagndstico de esporotricose em seres humanos e gatos,
porém até o momento ndo existem estudos em cées (VIANA, 2016).

Recentemente, um teste soroldgico foi disponibilizado em laboratérios privados
para o diagnostico preliminar de esporotricose felina. Com base em resultado
promissor, o teste ELISA de humano (SsCBF-ELISA) foi adaptado e validado com 62
soros de gatos infectados (confirmados pela cultura fingica e exame citopatoldgico). O

teste ELISA detecta anticorpos IgG contra um antigeno purificado de Sporothrix spp. e
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recentemente foi validado para esporotricose felina em todas suas formas clinicas,

contribuindo para a expansao do painel diagndstico (MONTI, 2019).

1.2.7 Sensibilidade das diferentes técnicas de diagnostico laboratorial da

esporotricose em cées e gatos

As sensibilidades das diferentes técnicas de diagnostico laboratorial da
esporotricose em gatos em amostras de lesfes cutaneas encontram-se na tabela 1,

enquanto na tabela 2, estdo descritos os resultados referentes aos céaes.

Tabela 1: Sensibilidade das diferentes técnicas de diagndstico laboratorial da esporotricose em gatos em

amostras de lesdes cuténeas e com a utilizacdo da cultura fangica como padréo de referéncia.

Técnica Sensibilidade:

positivos

Forma de coleta N° de
dalesdo cutdanea amostras

Referéncias

Pandtico rapido Imprint 806 650 (78,9%) Pereira et al. (2011)
IPG Bibpsia? 86 79 (94,0%) Miranda et al. (2013)
Pandtico rapido Imprint 244 191 (84,9%) Silva et al. (2015)
Pandtico rapido Imprint 184 160 (87,0%) Silva et al. (2018)
IPG Biopsia? 168 (91,3%)
IHQ Biopsia® 163 (88,6%)
Panatico rapido Imprint 130 121 (93,0%) Miranda et al. (2018)
Pandético rapido Imprint 196 102 (52,6%) Macédo-Sales et al. (2018)
IHQ Esfoliacao** 38 38 (100%) Gonsales et al. (2018)
IHQ Biopsia? 24 24 (100%)
PCR Swab 70 46 (65,7%) Gonsales et al. (2020)
PCR Swab 70 69 (98,5%) Della Terra et al. (2021)
Pandético rapido Imprint 154 146 (95%) Rediguieri et al. (2022)
PCR Biopsia® 10 5 (50%) Luiz et al. (2022)

Nota: PAS= &cido periédico de Schiff; IPG= impregnac¢éo pela prata de Grocott; IHQ= imuno-
histoquimica. ** Esfoliacao de lesdo cutanea com escova cervical para obtencéo de cell block.
aAmostras de leséo cuténea fixadas em formalina tamponada a 10% e emblocadas em parafina.
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Tabela 2: Sensibilidade das diferentes técnicas de diagnéstico laboratorial da esporotricose em cdes em
amostras de lesBes cutaneas e com a utilizacdo da cultura fingica como padrao de referéncia.

Técnica Forma de coleta N° de Sensibilidade: Referéncias
dalesdo cuténea amostras positivos
PAS Biopsia 41 7 (17%) Santos et al. (2007)
IPG Biopsia 7 (17%)
Giemsa Biopsia 28 9 (23%)
PAS Bidpsia 87 17 (19,5%) Miranda et al. (2011)
IPG Biopsia 38 (43,7%)
IHQ Bidpsia 57 (65,5%)

Nota: PAS= acido periédico de Schiff; IPG= impregnacdo pela prata de Grocott; IHQ= imuno-
histoquimica.

1.3 TRATAMENTO DA ESPOROTRICOSE

A esporotricose em caes geralmente apresenta progndéstico favoravel e com boa
efetividade terapéutica. No entanto, a esporotricose felina tende a uma evolugéo grave,
de ocorréncia sistémica e com resposta terapéutica variavel (GREMIAO et al., 2015;
PEREIRA et al.,, 2010). Em estudo de revisdo sistematica, a taxa de cura nos
tratamentos da esporotricose felina avaliada em 1.324 gatos foi de 56,72%, a taxa de
mortalidade de 24,32%, o abandono ao tratamento ocorreu em 13,07% dos casos, e a
resisténcia ao tratamento foi de 5,89% (RABELLO et al., 2021). O tempo de tratamento
é longo, a administracdo dos medicamentos por via oral é complicada e a adeséo do
responsavel pelo gato ao tratamento € baixa. A cura, a faléncia terapéutica, a
recorréncia e os efeitos adversos ocorrem independentes do esquema terapéutico
utilizado (VIANA, 2016). O diagnadstico rapido e correto € determinante para melhorar
as taxas de cura e reduzir o potencial zoono6tico. Portanto, o inicio do tratamento da
esporotricose deve ser realizado baseado em um diagndstico preciso (GREMIAO et al.,
2020a).

1.3.1 Felinos

Gatos em terapia antifungica sistémica, devido a consequente reducdo da carga
fungica, ndo parecem desempenhar um papel fundamental no ciclo de transmissao

Sporothrix spp. (MIRANDA et al., 2018). Portanto, o inicio do tratamento da
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esporotricose felina deve ser realizado precocemente com base em um diagnéstico
rapido e acurado. A condicao clinica geral do gato, a ocorréncia de sinais respiratorios,
bem como o numero, extensdo e localizacdo das lesGes e carga fangica sédo fatores
gue podem influenciar o prognéstico (SOUZA et al., 2018).

Um dos maiores estudos sobre tratamento da esporotricose felina foi realizado
no Brasil, na regido metropolitana do Rio de Janeiro, no qual foram avaliados diferentes
esquemas terapéuticos com iodeto de sédio, cetoconazol e itraconazol para tratamento
de 266 gatos doentes, no qual a cura clinica foi obtida em 68 (25,4%) e a duracao do
tratamento variou de 16 a 80 semanas, sendo que os efeitos adversos mais comumente
observados foram anorexia, vomito e diarréia (SCHUBACH et al., 2004).

Um estudo em 2018 com 52 gatos diagnosticados com esporotricose (S.
brasiliensis) indica um bom resultado com o uso do itraconazol por até 36 semanas.
Um total de 71% dos gatos foram curados clinicamente, embora quadros com o
envolvimento da mucosa nasal, sinais respiratérios e alta carga fungica nas lesdes
cutaneas foram preditores de falha do tratamento (SOUZA et al., 2018).

O tratamento da esporotricose felina continua sendo um desafio e relatos de
falha terapéutica sdo frequentes, mesmo quando protocolos estabelecidos com
itraconazol (medicamento de primeira escolha) sdo usados. Dentro deste contexto, a
combinacao de itraconazol e iodeto de potassio em capsulas para o tratamento da
esporotricose felina mostrou alta taxa de cura e surgiu como uma opc¢ao de tratamento
efetiva. A cura completa de lesdes ocorre mais cedo em gatos tratados com itraconazol
e iodeto de potassio comparado ao itraconazol em monoterapia, sugerindo que a
combinacdo de medicamentos € mais efetiva no processo de cicatrizacdo e,
consequentemente, na reducéo do potencial zoonotico. Além disso, a alta carga fungica
detectada antes do tratamento ndo afetou o processo de cicatrizacdo. Embora os
mecanismos pelos quais o iodeto de potassio media este processo ainda sejam pouco
claros, este medicamento ndo s6 melhorou a chance de cura, mas também foi
relacionado ao controle imediato da carga fungica (MIRANDA,; SILVA et al., 2018).

Porém, as dificuldades em relac&o ao tratamento de esporotricose felina, como
tempo de tratamento prolongado, alto custo, formas de dosagem de medicamentos e
isolamento dos animais, muitas vezes contribuem para seu abandono, com eventual
6bito (MACEDO-SALES et al., 2018). Gatos refratarios ao tratamento com o itraconazol
podem também ser consequéncias dessas barreiras, tornando-se um desafio para os
médicos veterinarios (SILVA et al., 2022).
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O tratamento em gatos pode ser realizado com iodeto de sddio e potassio.
Porém, pode-se utilizar também, os farmacos imidazadis e os triazdis até a cicatrizacéo
das lesGes e até que as culturas se tornem negativas. O uso do medicamento deve
estender-se por no minimo 30 dias apods a cura clinica. Dentre os triazois, o itraconazol,
derivado triazdlico sintético, apresenta largo espectro de acdo contra micoses
sistémicas e superficiais. O cetoconazol é um antifingico do grupo dos imidazois e tem
amplo espectro de agédo contra micoses sistémicas. Quando comparado ao
cetoconazol, o itraconazol tem maior espectro de acdo, € mais efetivo em doses
menores e apresenta menos efeitos adversos (PEREIRA et al., 2010; SOUZA et al.,
2009). O procedimento cirdrgico € outra op¢ao para o tratamento de felinos com
esporotricose (GREMIAO et al., 2006).

O tratamento topico antifungico isoladamente nédo € recomendado. O uso de
medicamentos topicos, como por exemplo pomada repelente de mosca, deve ser feito
com cautela em animais doentes devido ao risco da transmissédo zoonGtica. Em casos
de infeccdo bacteriana concomitante, é necessario introduzir antibioticoterapia
sistémica. Glicocorticoides ou medicamentos imunossupressores sao contraindicados
porque a doenca pode piorar ou reaparecer (GREMIAO et al., 2020b). Com as reacées
adversas no quadro clinico e/ou laboratorial (nausea, anorexia, vomito, aumento ALT
sérica), é importante a suspenséao temporaria do medicamento até que o apetite retorne
e/ou enzimas hepaticas voltam aos niveis de referéncia (geralmente 1 a 2 semanas).
Assim 0 monitoramento clinico e bioquimico é fortemente recomendado (GREENE et
al., 2012).

1.3.2 Caninos

7z

A esporotricose canina é uma doenca de bom progndéstico, pois os caes
geralmente respondem bem ao tratamento sistémico com azolicos. Além disso, foram
descritos cinco casos nos quais foi observada cura clinica espontanea que
permaneceram livres de lesdes por até quatro anos de acompanhamento (VIANA,
2016).

O uso de terbinafina mostrou alta atividade antifingica in vitro contra os isolados
caninos de Sporothrix. No tratamento com terbinafina de dois cdes com esporotricose
causada por Sporothrix brasiliensis, esses animais tiveram boa resposta ao tratamento,

com remissdo de todos os sinais inicialmente apresentados, com alto grau de
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tolerancia, sem efeitos adversos clinicos e sem alteracfes hematoldgicas e bioquimicas
relevantes associados ao tratamento. Os resultados descritos até o0 momento indicam
gue este medicamento pode surgir como uma opgao terapéutica para esporotricose
canina (VIANA et al., 2018).



36

2 JUSTIFICATIVA

H4 duas décadas, uma endemia/hiperendemia de esporotricose com
transmissdo zoondtica tendo gatos doentes como principal fonte de infeccdo de
Sporothrix spp. ocorre na regido metropolitana do estado do Rio de Janeiro, tendo sido
diagnosticados milhares casos em humanos e felinos no INI/FIOCRUZ/RJ desde 1998
(GREMIAO et al., 2015; GREMIAO et al., 2020a; PEREIRA et al., 2014).

A dificuldade em se estabelecer um diagndstico rapido e seguro para a
esporotricose felina e canina predispde ao retardo no tratamento, onde o custo e
praticidade do exame também devem ser levados em consideracdo. Nesse sentido, a
utilizacdo de métodos de diagnostico ndo invasivos, de facil execu¢do, menor custo e
maior sensibilidade é desejavel (MIRANDA,; SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2015). O
método padrdo de referéncia para diagndstico da esporotricose consiste na cultura
fungica, mas esse método nem sempre esta disponivel e o resultado pode demorar até
um més, retardando o inicio do tratamento (LOPEZ-ROMERO et al., 2011).

Sabe-se que para o diagnostico presuntivo da esporotricose, as técnicas
especiais de coloracdo PAS e IPG aumentam a sensibilidade do diagndéstico
histopatolégico em caes e gatos e que a coloracdo pandético rgpido usada na
citopatologia possui boa sensibilidade em gatos. Porém, em cées e em gatos com baixa
carga fangica, a sensibilidade geralmente € baixa (MIRANDA et al., 2011; SILVA et al.,
2015; SILVA et al., 2018; SILVA et al., 2022). Ademais, o diagndstico histopatolégico é
mais demorado e possui coleta de amostra mais invasiva que o0 exame citopatolégico,
requerendo uso de técnicas anestésicas (local e/ou sedacao).

Nesse contexto, o exame citopatoldégico € uma boa opc¢éo para o diagnéstico
presuntivo da esporotricose felina. Entretanto, que seja pelo nosso conhecimento,
estudos abordando o desempenho do exame citopatoldgico utilizando as coloragbes
especificas de PAS e IPG no diagnéstico da esporotricose em cées e gatos ndo estao
disponiveis, bem como ha raros estudos sobre o desempenho do exame citopatologico
em cdes (SANTOS et al., 2007) e em animais em tratamento (MACEDO-SALES et al.,
2018; MIRANDA et al., 2018). Supomos que coloracdes especificas para fungos
guando utilizadas no exame citopatolégico possam elevar a sensibilidade desse
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método, devido a maior possibilidade de deteccdo de estruturas leveduriformes
sugestivas de Sporothrix spp., tal qual € observado no exame histopatologico de lesbes
cutdneas. Caso nossa hip6tese se confirme, serdo descritas novas técnicas de

diagnaostico para esporotricose animal.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliacdo do exame citopatologico corado pelos métodos pandtico rapido, acido
periédico de Schiff e impregnacdo pela prata de Grocott e da cultura fangica no

diagndostico da esporotricose felina e canina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Comparar a frequéncia de positividade dos exames citopatolégicos de lesdes
cuténeas ulceradas de caes e gatos com esporotricose corados pelo pandético

rapido, PAS e IPG com a cultura fungica,;

e Comparar a sensibilidade dos exames citopatologicos de lesdes cutaneas
ulceradas de gatos e cdes com esporotricose corados pelos métodos pandtico

rapido, PAS e IPG, usando a cultura fangica como método padréo de referéncia;

e Comparar a frequéncia de positividade do exame citopatologico corado pelos
métodos pandtico rapido, PAS e IPG e da cultura fungica em amostras de lesdes
cutaneas ulceradas entre gatos com esporotricose virgens de tratamento e com

tratamento prévio com antifingicos;

e Comparar a sensibilidade dos exames citopatolégicos de lesdes cutaneas
ulceradas de gatos com esporotricose corados pelos métodos panético rapido,
PAS e IPG entre animais virgens de tratamento e com tratamento prévio de

antifangicos, usando a cultura fungica como método padréo de referéncia;

e Comparar a frequéncia de positividade do exame citopatologico corado pelos
métodos panotico rapido, PAS e IPG e da cultura fungica em amostras de les6es
cutaneas ulceradas de gatos e cdes com esporotricose, de acordo com a

distribuicdo das lesdes e estado clinico geral,
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e Comparar o tempo de leitura de laminas para deteccéo de estruturas fungicas
compativeis com Sporothrix spp. (leveduras, hifas ou pseudohifas) no exame
citopatolégico em imprints de lesdes cutaneas ulceradas de gatos e cdes com

esporotricose corado pelos métodos pandtico rapido, PAS e IPG;

e Avaliar a concordancia interobservador dos exames citopatolégicos de coloracao
pelo pandtico rapido, PAS e IPG em imprints de lesdes cutaneas ulceradas de

gatos e cdes com esporotricose;
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4 METODOS

4.1 AMOSTRA

Foi realizado um estudo prospectivo em uma coorte de gatos e cdes com
esporotricose assistidos no Laboratoério de Pesquisa Clinica em Dermatozoonoses em
Animais Domésticos (Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz), no periodo de marco a dezembro
de 2021. Foi utilizada uma amostra de conveniéncia de 32 gatos, sendo 23 tratados
previamente (18 machos e 5 fémeas) e 9 virgens de tratamento (7 machos e 2 fémeas),
e 4 cées (todos fémeas), sendo 3 virgens de tratamento e 1 tratado previamente, para

realizacdo do exame citopatologico e da cultura fungica.

4.2 CRITERIOS DE INCLUSAO E EXCLUSAO

A populacao alvo foi constituida de gatos e caes que preencheram os seguintes
critérios de elegibilidade:

Critérios de inclusdo - presenca de lesdo cutanea ulcerada compativel com
diagndstico de esporotricose; tutores que aceitaram participar do estudo mediante a
assinatura do termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE - anexo).

Critério de exclusédo - animais com resultado negativo em todos os métodos de
diagnéstico utilizados no presente estudo (exame citopatoldgico corado pelos métodos
panotico rapido, acido periddico de Schiff e impregnacao pela prata de Grocott e cultura

fungica).

4.3 EXAME CLINICO

Foi realizado histérico/anamnese e exame fisico. O exame fisico compreendeu
a avaliacao do estado geral, palpacéo de linfonodos, pesagem do animal e inspecao de
mucosas, pelos e pele, sempre observando o aspecto clinico, a localiza¢do e o numero
de lesdes. As informacdes referentes aos dados clinico-epidemioldgicos, tais como:
guantidade, localizac&o e caracteristicas das lesdes; estado clinico; idade, raca, sexo;
animais previamente tratados ou virgens de tratamento e procedéncia, foram

registradas em um formulario padronizado (anexo).
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A classificacéo da distribuicéo das lesbes cutaneas foi seguindo a nomenclatura
de L1, L2 e L3, e somente nos gatos visto que em caes ndo se encontra esta descricao
na literatura; onde L1, os gatos com lesfes cutaneas em apenas um local; L2, os gatos
com lesbes cutaneas em dois locais ndo contiguos; e L3, gatos com lesdes cutaneas
em trés ou mais locais ndo contiguos (SCHUBACH et al., 2004), assim como o estado
geral do gato e cdo sendo classificado como bom, regular ou ruim. Bom estado geral
foi considerado com auséncia de sinais clinicos como dispneia, conjuntivite, perda de
peso, desidratacdo, mucosas palidas e prostracdo; a presenca desses sinais de forma
leve, indicaram estado geral regular; e quando esses sinais clinicos eram acentuados,
estado geral ruim (MIRANDA et al., 2013).

4.3.1 Animais previamente tratados

Foram considerados animais em tratamento prévio aqueles em tratamento
antifangico oral e/ou tépico no momento da coleta da amostra e 0s que interromperam
o tratamento com antifingico oral e/ou topico ha 2 meses no maximo antes da primeira

coleta.

4.4 COLETA DE AMOSTRAS

Foi selecionada para coleta de exsudato para realizagdo de cultivo fungico e
exame citopatolégico uma lesdo cutanea ulcerada, evitando-se as que apresentavam
possiveis sinais de infec¢cdo bacteriana secundaria (presenca de secrecdo purulenta).
Em caso de lesdo cutanea ulcerada recoberta por crosta, esta era removida
cuidadosamente com utilizacdo de compressa de gaze para permitir a coleta do
exsudato (figura 1A). Os animais foram contidos mecanicamente sem a necessidade

de sedacgéo.

4.4.1 Cultura fungica

Foram utilizados swabs estéreis para coletar o exsudato da lesdo cutanea
selecionada (figura 1B). Imediatamente apds a coleta do exsudato para realizacao da
cultura fungica, foi feita a semeadura da amostra nos meios agar Sabouraud dextrose
(acrescido de cloranfenicol e amicacina) e agar Mycosel. Em seguida, os tubos

contendo os meios de cultura semeados foram enviados para o Laboratério de
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Micologia/INI/Fiocruz para processamento, onde os tubos foram incubados a 25°C.
Inicialmente, nos casos positivos, as colbnias geralmente apresentam tonalidade
creme, mas apos algumas semanas podem se tornar marrons ou pretas. O dimorfismo
térmico deste fungo foi demonstrado por meio da converséao da fase filamentosa para
a leveduriforme pela incubagéo dos tubos contendo as culturas a 37°C em meio Brain
Heart Infusion (BHI) e posterior visualizagdo microscopica da morfologia do fungo, o

que finalizou o diagnéstico.

4.4.2 Exame citopatolégico

Apoés a coleta de exsudato para o cultivo fungico, procedeu-se a coleta do
exsudato das lesGes para realizacdo dos exames citopatolégicos (figura 1C). Para
tanto, foram utilizadas laminas de vidro para microscopia de borda fosca, previamente
limpas e secas. O procedimento consistiu na confeccdo de uma lamina para cada
coloracéo contendo trés impressdes sequenciais sobre a lesédo (figura 2). Nas lesGes
de grande didametro a coleta foi feita da borda, enquanto nas lesdes menores a coleta
cobriu a lesao inteira.

A coloracéo da lamina do exame citopatolégico pelo método pandtico rapido foi
realizada no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz apés a coleta, seguindo as instru¢cdes do
fabricante do kit de coloracao. A fixacdo das laminas para realizagéo das técnicas PAS
e IPG foi feita em metanol durante cinco minutos logo ap6s a coleta. Em seguida, as
laminas foram secas ao ar e armazenadas em caixa em temperatura ambiente. Por sua
vez, as coloracdes foram realizadas de duas horas a quinze dias apds a coleta do
material. A coloracao das laminas do exame citopatoldgico pelos métodos PAS e IPG
foram realizadas no Servico de Anatomia Patoldgica/INI/Fiocruz, seguindo as

instrucdes do fabricante dos kits de coloracao.
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Figura 1 - Procedimentos de coleta de amostras para realizacdo da cultura fingica e dos exames
citopatolégicos em lesdo cutanea ulcerada de gato. (A) Limpeza da lesdo na orelha com gaze a fim de
retirar residuos e crostas heméticas; (B) Coleta do material exsudativo da lesdo cutdnea com auxilio de
swab estéril para o exame de cultura micolégica; (C) Coleta do material exsudativo por meio de imprint
da lesdo cutanea em lamina de vidro para os exames citopatoldgicos corados pelos métodos pandtico
rapido, PAS e IPG.

Figura 2 - Trés laminas de material exsudativo de lesdo cutanea coletadas por meio de imprint dessa
lesdo, sendo uma para o pandético rapido, uma para o PAS e uma para o IPG. Em cada lamina foram
realizados trés imprints da mesma leséo.

AXA0k
060521

PANON, & @
A:'éUN: | & ¢ <

13490
060521
PAS

.

13490
06.052 . |
(S .

4.4.2.1 Kits de coloracdo e equipamentos necessarios

O kit utilizado para realizacdo do método panético rapido foi o corante
hematolégico panético rapido (Romanowsky), liquido, da marca LB Laborclin,
Pinhais/PR - Brasil. Para realizagdo do PAS foi utilizado o HISTOKIT, PAS — RUO de
Acido Peri6dico de Schiff P.A.S. (Periodic Acid Schiff P.A.S), da marca EasyPath,
Indaiatuba/SP — Brasil. O HISTOKIT, GROCOTT - RUO de Grocott, da marca
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EasyPath, Indaiatuba/SP — Brasil (acompanha literatura com o método) foi o kit utilizado
para realizacdo do método de IPG.

Em relagéo aos kits de coloracao utilizados, os equipamentos necessarios, o tipo
de armazenamento, o custo, a quantidade de coloracfes estimada, a quantidade de
corante, a validade e o tempo de execugcdo para a realizagdo das coloragcbes

encontram-se na tabela 3.

Tabela 3 — Equipamentos necessérios, tipo de armazenamento do kit, custo do kit, quantidade de
coloragbes que o kit realiza, quantidade de corante do kit, validade do kit e tempo de execucao para a
realizacéo das coloracdes pelo panético rapido: Romanowsky da marca LB Laborclin; PAS: HISTOKIT,
PAS — RUO de Acido Periddico de Schiff da marca EasyPath e IPG: HISTOKIT, GROCOTT - RUO de
Grocott da marca EasyPath.

Variaveis

PR

PAS

IPG

Equipamentos

Armazenamento

Custo kit (R$)

Rendimento

Quantidade (ml)

Validade

Tempo de execugao

(minutos)

Microscopio 6ptico

Temperatura ambiente

60,00

Média 1200 coloracbes

500

4 anos e 6 meses

2a3

Microscopio 6ptico

Temperatura ambiente

460,00

Minimo 60 colora¢fes

30

2 anos

45 a 50

Microscdpio 6ptico,

geladeira e estufa

2 a 8°C geladeira

460,00

60 a 120 coloragbes

30

2 anos

90 a 120

Nota: PR= pandtico rapido; PAS= 4cido periddico de Schiff; IPG= impregnacéo pela prata de Grocott.

4.4.2.2 Procedimento técnico da coloracdo do pandtico rapido

Apos a coleta do material bioldgico em uma lesdo cutanea ulcerada foram feitas

as seguintes etapas:

1. Submerséo das laminas em triariimetano e metanol para fixagdo, mantendo um

movimento continuo de cima para baixo durante 10 imersdes de 1 segundo cada

e deixar escorrer bem:;



45

2. Submersdo das laminas em xantenos para pigmentacdo de estruturas
citoplasmaticas e eritrécitos, mantendo um movimento continuo de cima para

baixo durante 5 imersdes de 1 segundo cada e deixar escorrer bem;

3. Submerséo das laminas em tiazinas para pigmentac&do de estruturas nucleares
das células, mantendo um movimento continuo de cima para baixo ou para os
lados durante 5 segundos (5 imersfes de 1 segundo cada) e deixar escorrer
bem;

4. Lavagem da lamina com &gua corrente, secagem, ao ar na posi¢ao vertical.

4.4.2.3 Procedimento técnico da coloracdo do PAS

Apos a coleta do material biolégico em uma lesdo cutanea ulcerada e sua fixacao

em metanol, foram realizadas as seguintes etapas:

1. Lavagem da lamina em agua corrente;

2. Cobertura do imprint com o reagente A (acido periédico) = 10 minutos;

3. Lavagem em &gua corrente =» 3 minutos;

4. Lavagem em agua destilada e secar;

5. Cobertura do imprint com o reagente B (reativo de Schiff) = 15 minutos (ou até

aparecer a pigmentacao);

6. Lavagem em agua corrente =» 3 minutos, depois secar;

7. Cobrir o imprint com o reagente C (hematoxilina de Harris para coloracdo de

fundo) = 3 minutos;

8. Lavagem em agua corrente =» 3 minutos, depois secar;
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9. Desidratacdo em 4 trocas em alcool absoluto (10 imersdes por cuba);

10.Clareamento em 4 trocas de xilol (10 imersfes por cuba);

11.Montagem com entellan utilizando laminula e evitando bolhas.

4.4.2 .4 Procedimento técnico da coloracdo da IPG

Apos a coleta do material biolégico em uma lesdo cutanea ulcerada e sua fixagao

em metanol, foram realizadas as seguintes etapas:

1. Lavagem da lamina em 4gua destilada =» alguns segundos, depois secar,

2. Cobertura do imprint com o reagente A (acido crdmico a 4%) = 10 minutos;

3. Lavagem em &gua corrente =» 3 minutos, depois secatr,

4. Imersao da lamina em solucdo obtida com a juncédo de 40ml agua destilada + 40

gotas reagente B (prata amoniacal) + 20 gotas reagente C (borax), levar a estufa

a 60°C = 60 a 90 minutos (ou até aparecer a pigmentacao);

5. Lavagem em agua destilada = alguns segundos, depois secatr,

6. Cobertura do imprint com o reagente D (cloreto de ouro) = 1 minuto;

7. Lavagem em agua corrente =» alguns segundos, depois secatr,

8. Cobertura do imprint com o reagente E (verde luz) = 2 minutos;

9. Passar rapidamente na agua;

10.Desidratar em 4 trocas em alcool absoluto (10 imersdes por cuba);
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11.Clarear em 4 trocas de xilol (10 imersdes por cuba);

12.Montagem com entellan utilizando laminula e evitando bolhas.

Foram utilizados controles positivo e negativo de laminas de IHQ do Servi¢co de

Anatomia Patoldgica/INI/Fiocruz nas trés técnicas.

4.5 LEITURA DAS LAMINAS DE CITOPATOLOGIA

Todas as laminas de vidro coradas foram examinadas em microscopio optico,
percorrendo inicialmente todos 0s campos correspondentes as trés impressdes/lamina,
em aumento de 400x. Para confirmacao da deteccao de estruturas fungicas sugestivas
de Sporothrix spp. (leveduras, hifas ou pseudohifas), foi utilizado aumento de 1000X. O
tempo de leitura de cada lamina foi mensurado em segundos. Posteriormente, foi
calculada a sensibilidade de cada uma das técnicas de coloracéo, utilizando a cultura
fangica como padrdo de referéncia, bem como as frequéncias de positividade de cada
técnica.

As amostras foram consideradas positivas ao exame citopatoldgico, quando foi
detectada pelo menos uma estrutura fangica com aspectos morfotintoriais compativeis
com Sporothrix spp. (forma, tamanho e afinidade tintorial), e considerando-se também
a sua localizacdo. Foram consideradas compativeis com Sporothrix spp. leveduras
ovais, arredondadas ou em forma de charuto, com um didmetro de 3 a 5 ym e um
comprimento de 5 a 9 um, hifas septadas ou pseudohifas quando presentes juntamente
com essas leveduras, com citoplasma corado em azul e nicleo corado em rosa a violeta
na coloracéo panatico rapido (figura 3), coradas em purpura magenta na coloracédo PAS
(figura 4) ou impregnadas em negro ou castanho escuro na IPG (figura 5). Essas
estruturas deveriam estar localizadas dentro de macrofagos, neutrofilos e células
gigantes multinucleadas ou livres; sendo circundadas por um halo incolor ou observava-

se a parede celular.
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Figura 3 - Exame citopatoldgico positivo de lesdo cutanea de gato corado pelo método panético rapido
com presenca de leveduras arredondadas ou em formato de charuto no citoplasma de macréfagos ou
extracelulares, compativeis com Sporothrix spp. (seta). As leveduras apresentavam nucleo rosa a violeta
redondo, citoplasma azul, com halo incolor ao redor.
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Figura 4 - Exame citopatoldgico positivo de lesdo cutédnea ulcerada de gato corado pelo PAS com
presenca de leveduras de coloracdo purpura-magenta, arredondadas, algumas com unibrotamento de
base estreita, ou em forma de charuto compativeis com Sporothrix spp. (seta).

Figura 5 - Exame citopatoldgico positivo de lesdo cutanea de gato corado pelo IPG com presenca de
estruturas leveduriformes negras, arredondadas, algumas com unibrotamento de base estreita, ou em
forma de charuto compativeis com Sporothrix spp. (seta).
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A interpretacdo microscopica foi realizada por dois observadores:

A) Observador 1: médico veterinario do Laboratério de Pesquisa Clinica em
Dermatozoonoses em Animais Domésticos do INI/FIOCRUZ, com ampla experiéncia
no diagnostico citopatologico de doencas infecciosas, especialmente esporotricose. Foi
considerado o observador mais experiente.

B) Observador 2: médica veterinaria, aluna do Curso de Mestrado Profissional
em Pesquisa Clinica (MPPC) do INI/Fiocruz, com recente experiéncia no diagndstico
citopatoldgico de esporotricose. Foi considerada o observador menos experiente.

As laminas examinadas no microscopico Optico tiveram seus resultados finais

por consenso dos dois observadores.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram armazenados no software Statistical Package for Social
Sciences - SPSS (versao 2.0) para Windows e analisados usando o software R Project
for Statistical Computing for Windows software (versédo 3.3). As sensibilidades foram
calculadas usando a cultura micolégica como técnica padrdo de referéncia. A
concordancia interobservadores em cada técnica avaliada foi estimada pelo indice
Kappa (LANDIS; KOCH, 1977).

4.8 ACOMPANHAMENTO CLINICO E TERAPEUTICO

O exame clinico inicial, a coleta de amostras para diagndéstico laboratorial, bem
como o0 acompanhamento clinico e terapéutico dos animais foi feito no Lapclin-
Dermzoo/INI/Fiocruz. O esquema terapéutico foi prescrito conforme o quadro clinico
apresentado, com os medicamentos de eleicdo rotineiramente utilizados para o
tratamento de esporotricose felina (itraconazol ou associagcéo de itraconazol e iodeto
de potassio) e canina (cetoconazol, itraconazol ou associa¢ao de itraconazol e iodeto
de potassio) no Lapclin-Dermzoo/INI/Fiocruz. As medica¢bes foram fornecidas
conforme a disponibilidade dos mesmos pelo Servigo de Farmacia Clinica/INI/Fiocruz,

sendo administradas pelos tutores nos seus domicilios.
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5 ASPECTOS ETICOS

Este estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA),
FIOCRUZ, pela licenca LW-1/21 (anexo). Todos os tutores que concordaram com a

participacédo de seus animais assinaram o TCLE (anexo).
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6 RESULTADOS

6.1 RESULTADO DAS COLORACOES

Os resultados positivos para levedura de Sporothrix spp. dos exames
citopatologicos corados pelo pandtico rapido, PAS e IPG sdo mostrados nas figuras 6,
7e8.

Figura 6 - Exame citopatolégico de imprint de lesdo ulcerada corado pelo panético rapido e positivo para
leveduras de Sporothrix spp. que apresentavam citoplasma azul, nlicleo rosa e halo incolor ao redor, em
gato. (A) Alta carga fungica; (B) Baixa carga fungica.

T eTT

Nota: Leveduras de Sporothrix spp. (L); macréfago (M); neutréfilo (N) e hemécia (H).

Figura 7 - Exames citopatolégicos de imprint de lesdo ulcerada corado pelo PAS e positivos para
leveduras de Sporothrix spp. marcadas em puUrpura magenta, em gato. (A) Alta carga flngica; (B) Baixa
carga fungica.
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Nota: Leveduras de Sporothrix spp. em formato de charuto (Ch), arredondada (Ar) e com brotamento
(Br); macrofago (M) e hemécia (H).
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Figura 8 - Exames citopatolégicos de imprint de lesao ulcerada corados pelo IPG e positivos para
leveduras de Sporothrix spp. marcadas em negro, em gato. (A) Alta carga fungica; (B) Baixa carga
fingica.
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Nota: Leveduras de Sporothrix spp. em formato de charuto (Ch), arredondada (Ar) e com brotamento
(Br); hemacia (H) e artefato (Art).

6.2 ALTERACOES INDESEJADAS NAS LAMINAS

Algumas laminas ficaram com excesso de exsudato e/ou hemacias, tornando o

imprint espesso e ocasionando alteragdes nas trés coloragbes demonstradas nas
figuras 9 e 10.

Figura 9 - Exame citopatolégico de imprint de leséo ulcerada de gato corado pelo pandtico rapido
mostrando levedura de Sporothrix spp. (seta) e excesso de hemacias (circulo).
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Figura 10 - Exame citopatolégico de imprint de lesdo ulcerada de gato corado pelo PAS e IPG. (A) PAS
e (B) IPG com imprint espesso resultando na hiperpigmentacéo do material coletado.
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6.3 RESULTADOS NOS GATOS

6.3.1 Dados demogréficos dos gatos

Foram coletadas neste estudo amostras de 32 gatos, sendo 25 machos e 7
fémeas, todos sem raca definida. A média de idade nos machos foi de 43 meses (3
anos e meio) e das fémeas 49 meses (4 anos). Na figura 11 sdo mostrados os dados
do local de origem dos gatos de acordo com o municipio do estado do Rio de Janeiro.

Figura 11 - Nimero de gatos incluidos no estudo de acordo com 0s municipios de origem no estado do
Rio de Janeiro, no periodo de marco a dezembro de 2021.

PROCEDENCIA DOS GATOS

= Rio de janeiro
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6.3.2 Local da coleta das lesdes no gato

Na tabela 4 séo descritas as frequéncias das localizacdes anatbmicas de onde
as amostras foram coletadas, com predominancia de orelhas. Das 32 amostras
coletadas das lesBes cutaneas dos gatos, 21 foram provenientes de Ulcera (figura 12A)
e 11 de nodulo ulcerado (figura 12B e 13 A-B).

Tabela 4 — Localiza¢éo anatdmica das les6es cutdneas ulceradas nas quais foram procedidas as coletas
de amostras em gatos. Rio de Janeiro, RJ, periodo de margco a dezembro de 2021.

Localizacdo anatdmica Numero de amostras (N=32)
n %
Orelha 11 34,3
Nariz 7 21,8
Térax 4 12,5
Escapula 3 9,3
Cauda 2 6,2
Palpebra 1 31
Membro torécico 1 31
Membro pélvico 1 3,1
Abdbémen 1 31
Regido mentoniana 1 3,1

Nota: N= nUmero total de amostras examinadas; n= nimero de amostras examinadas em cada
localizagdo anatdmica.
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Figura 12 - Tipos de lesBes cuténeas causadas por Sporothrix spp. em gatos. (A) Lesdo ulcerada com
crosta hematica e melicélica na ponte nasal; (B) NOdulos ulcerados na regido nasal. Animais
diagnosticados com esporotricose: positivos na cultura flngica, PAS e IPG.

Figura 13 — Tipo de lesao causada pelo Sporothrix spp. em gatos (A) Nédulos ulcerados seguindo
trajeto de vasos linfaticos (Linfangite nodular ascendente) em membro pélvico. Animal diagnosticado
com esporotricose: positivo na cultura fungica, PAS e IPG.

6.3.3 Frequéncia de positividade para Sporothrix spp. das técnicas panético
rapido, PAS, IPG e cultura fungica nos gatos com tratamento prévio com

antifungicos e virgens de tratamento

No total dos 32 gatos examinados, as frequéncias de positividade para
Sporothrix spp. foram 90,6% (n= 29) na cultura fungica, 68,7% (n= 22) na IPG, 65,6%
(n=21) no PAS e 56,2% (n= 18) no pandtico rapido. Os resultados da cultura fungica,
panotico rapido, PAS, IPG para deteccdo de Sporothrix spp. nas lesbes cutaneas
ulceradas de gatos previamente tratados (n= 23) e nos gatos virgens de tratamento (n=
09) encontram-se na tabela 5. A figura 14 A-B mostra gato com tratamento prévio com
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antifangicos e leséo cutanea ulcerada, positivo para Sporothrix spp. na IPG (figura 14B)

e negativo para Sporothrix spp. na cultura fangica.

Tabela 5 — Resultados dos exames micoldgicos realizados em amostras oriundas de lesdes cutaneas
ulceradas de gatos previamente tratados e virgens de tratamento apds consenso dos dois observadores.
Rio de Janeiro, periodo de marco a dezembro de 2021.

Gatos Resultados Cultura PR PAS IPG Total
n % n % n % n % n %
Tratamento Positivo 21 91,3 14 60,8 16 695 16 69,5 67 72,8

prévio (N= 23)
Negativo 2 8,7 9 39,2 7 305 7 305 25 2772

Sem tratamento Positivo 8 88,8 4 44,5 5 55,5 6 666 23 63,8

(N=9)
Negatvo 1 112 5 555 4 445 3 334 13 36,2

Nota: N= ndmero de amostras examinadas; n= nidmero de amostras positivas ou negativas; PR=
panotico rapido; PAS= &cido periddico de Schiff; IPG= impregnacao pela prata de Grocott.

Figura 14 — Gato com esporotricose apresentando lesdo cutanea ulcerada no digito 1 do membro toracico
direito em tratamento prévio com antifingico oral. Resultado positivo no exame citopatolégico corado
pela IPG e resultado negativo na cultura fungica. (A) Bom estado clinico geral. (B) Les&o ulcerada no
digito do membro toracico.

Nas tabelas 6 e 7 encontram-se as informagdes individuais dos gatos em
tratamento prévio e virgens de tratamento, respectivamente, incluidos no estudo. Essas
informagbes sdo referentes aos resultados das diferentes técnicas de diagndstico
utilizadas para a deteccao de Sporothrix spp. e dados do animal: idade, inicio da
doenga, tempo de tratamento, se o animal estava em tratamento no momento da coleta,
guanto tempo parou o tratamento, tipo de tratamento, estado geral, nimero de lesdes

e distribuic&o das lesbes.
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Tabela 6 — Dados clinicos, epidemiolégicos, terapéuticos dos gatos com esporotricose previamente tratados com antifingicos e o resultado das técnicas de
diagnoéstico avaliadas. Rio de Janeiro, RJ, periodo de marco a dezembro de 2021.

Gato Sexo Idade Cultura PR PAS |PG Tempo Tratando Tempo Tipode tto. Medicacéo Estado N° Distribuicéo
(meses) de tto. no g parou geral lesbes lesBes
(dias) momento tto(dias)
1 M 36 Pos. Pos. Neg. Pos. 21 Sim 0 Oral Itraconazol Regular 9 L3
2 M 36 Pos. Pos. Pos. Pos. 4 N&o 60 Oral Itraconazol Regular 16 L3
3 F 12 Pos. Pos. Pos. Pos. 30 Sim 0 Topico Cetoconazol Ruim 7 L3
4 M 12 Pos. Pos. Pos. Pos. 30 Sim 0 Topico Cetoconazol Ruim 6 L3
5 F 23 Neg. Neg. Pos. Neg. 150 Sim 0 Oral Itraconazol Bom 5 L3
6 M 48 Pos. Pos. Pos. Pos. 1 Sim 0 Oral Itraconazol Regular 3 L3
7 M 19 Pos. Pos. Pos. Pos. 160 Sim 0 Oral Itraconazol Bom 5 L3
8 M 132 Pos. Neg. Neg. Pos. 30 Né&o 30 Oral Itraconazol Bom 1 L1
9 M 36 Pos. Pos. Pos. Pos. 30 N&o 60 Topico Cetoconazol  Regular 16 L3
10 M 30 Pos. Neg. Neg. Pos. 150 Sim 0 Topico Cetoconazol  Regular 2 L2
11 M 36 Pos. Neg. Pos. Neg. 10 Sim 0 Oral Itraconazol Bom 3 L3
12 M 30 Pos. Pos. Pos. Pos. 15 N&o 30 Oral Itraconazol Ruim 10 L3
13 M 60 Pos. Pos. Pos. Pos. 30 N&o 30 Oral Itraconazol Regular 15 L3
14 M 30 Pos. Pos. Pos. Pos. 30 Sim 0 Oral Itraconazol Regular 12 L3
15 M 180 Pos. Neg. Pos. Neg. 30 N&ao 30 Oral Itraconazol Regular 2 L1
16 M 18 Pos. Neg. Neg. Neg. 30 N&o 60 Oral Itraconazol Bom 1 L1
17 M 60 Pos. Neg. Neg. Neg. 30 Sim 0 Oral Itraconazol Bom 3 L1
18 F 60 Pos. Pos. Pos. Pos. 1 N&o 30 Oral Itraconazol Regular 4 L3
19 M 24 Pos. Neg. Neg. Neg. 7 Sim 0 Oral Itraconazol Ruim 8 L2
20 F 40 Pos. Pos. Pos. Pos. 90 Sim 0 Topico Cetoconazol Bom 3 L2
21 M 12 Pos. Pos. Pos. Pos. 7 Sim 0 Oral Itraconazol Regular 13 L3
22 F 60 Neg. Neg. Neg. Pos. 240 Sim 0 Oral Itraconazol Bom 1 L1
23 M 44 Pos. Pos. Pos. Neg. 15 Né&o 30 Oral Itraconazol Bom 8 L3

Nota: Pos= positivo; Neg.= negativo; M= macho; F= fémea; PR= panético rapido; PAS= acido periddico de Schiff; IPG= impregnacéao pela prata de Grocott;

tto= tratamento.
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Tabela 7 — Dados clinicos, epidemioldgicos, terapéuticos dos gatos com esporotricose virgens de tratamento antiflingico e o resultado das técnicas de
diagnéstico avaliadas. Rio de Janeiro, RJ, periodo de margo a dezembro de 2021.

Gato Sexo Idade Cultura PR PAS IPG Estado N° Distribuicéo
(meses) geral lesbes lesbes
1 M 24 Neg. Pos. Pos. Pos. Bom 17 L3
2 M 24 Pos. Pos. Neg. Pos. Regular 3 L3
3 M 36 Pos. Pos. Pos. Pos. Bom 4 L1
4 M 16 Pos. Neg. Neg. Neg. Regular 1 L1
5 M 18 Pos. Neg. Neg. Neg. Regular 5 L3
6 F 30 Pos. Neg. Pos. Pos. Bom 1 L1
7 M 60 Pos. Pos. Pos. Pos. Ruim 6 L3
8 M 24 Pos. Neg. Pos. Pos. Bom 5 L1
9 F 144 Pos. Neg. Neg. Neg. Bom 1 L1

Nota: Pos= positivo; Neg.= negativo; M= macho; F= fémea; PR= pandtico rapido; PAS= acido periddico de Schiff; IPG= impregnacéo pela prata de Grocott;

tto= tratamento.
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Os resultados de frequéncia de positividade para Sporothrix spp. combinando as
diferentes técnicas citolégicas e de cultura para o diagndstico da esporotricose felina
nos gatos previamente tratados, virgens de tratamento e no somatério desses dois

grupos sao mostrados nas figuras 15, 16 e 17, respectivamente.

Figura 15 - Frequéncias de positividade para Sporothrix spp. pela combinagéo entre as técnicas de
panotico rapido, PAS, IPG e cultura fungica para diagnéstico da esporotricose em gatos previamente
tratados. Rio de Janeiro, periodo de marco a dezembro de 2021.
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Nota: PR= pandtico rapido; PAS= 4cido periddico de Schiff; IPG= impregnacao pela prata de Grocott.

Figura 16 - Frequéncias de positividade para Sporothrix spp. pela combinacdo entre as técnicas de
pandético rapido, PAS, IPG e cultura fingica para diagnéstico da esporotricose em gatos sem tratamento.
Rio de Janeiro, periodo de mar¢co a dezembro de 2021.
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Nota: PR= pandtico rapido; PAS= acido periodico de Schiff; IPG= impregnacao pela prata de Grocott.
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Figura 17 - Frequéncias de positividade para Sporothrix spp. pela combinagdo entre as técnicas de
panotico rapido, PAS, IPG e cultura fungica para diagndstico da esporotricose nos 32 gatos incluidos no

estudo. Rio de Janeiro, periodo de marco a dezembro de 2021.
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Nota: PR= pandtico répido; PAS= 4cido periddico de Schiff; IPG= impregnacao pela prata de Grocott.

6.3.5 Frequéncia de positividade das técnicas citolégicas e culturade acordo com

a distribuicdo das lesdes cutaneas de esporotricose nos gatos

Considerando a distribuicdo das lesdes nos gatos examinados com tratamento
prévio, das 23 amostras coletadas, 15 (65,2%) foram obtidas de lesbes de gatos
classificados como L3, 5 (21,8%) em gatos L1 e 3 (13%) em gatos L2. Nos gatos virgens
de tratamento, das 9 amostras coletadas, 5 (55,5%) foram obtidas de gatos L1, 4
(44,5%) em gatos L3 e nenhum gato L2. A distribuicdo das lesdes cutaneas nos gatos
com tratamento prévio e virgens de tratamento no momento da coleta da amostra
encontra se na tabela 8. O somatério dos resultados dos 2 grupos (32 gatos) encontra-

se na tabela 9.
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Tabela 8 — Frequéncias de positividade para Sporothrix spp. pelas técnicas de diagnéstico utilizadas
(citoldgicas e cultura) de acordo com a distribuicéo das lesdes cutaneas de esporotricose nas amostras
de lesdo cutanea coletadas dos gatos virgens de tratamento e com tratamento prévio no momento da
coleta da amostra. Rio de Janeiro, periodo de marco a dezembro de 2021.

Gatos Distrib. Frequéncia de positividade para Sporothrix spp.
das
lesBes Cultura PR PAS IPG Total
n % n % n % n % n %
Tratamento L1 (N=5) 4 80,0 0 0 1 20,0 2 40,0 7 350

prévio (N= 23)
L2 (N=3) 3 100,0 1 33,3 1 333 2 66,6 7 46,6

L3 (N=15) 14 93,3 13 86,6 14 93,3 12 80,0 53 88,3
Sem tratamento L1 (N=5) 5 100,0 1 20,0 3 60,0 3 60,0 12 60,0

(N=9)
L3(N=4) 3 750 3 750 2 500 3 750 11 687

Nota: N= ndmero de amostras examinadas; n= nimero de amostras positivas; PR= panético rapido;
PAS= &cido periddico de Schiff; IPG= impregnagéo pela prata de Grocott. L1= lesfes cutaneas e/ou
mucosas em 1 local; L2= lesBes cutdneas e/ou mucosas em 2 locais ndo contiguos; L3= lesdes
cuténeas e/ou mucosas em 3 ou mais locais ndo contiguos. Total= frequéncia de positividade por pelo
menos uma das técnicas.

Tabela 9 — Frequéncias de positividade para Sporothrix spp. pelas técnicas de diagnéstico utilizadas
(citolégicas e cultura) de acordo com a distribuicdo das lesBes cutaneas de esporotricose nas amostras
de lesdo cutanea dos gatos no momento da coleta da amostra. Rio de Janeiro, periodo de margo a
dezembro de 2021.

Distribuicéo Cultura PR PAS IPG Total
das les@es

n % n % n % n % n %
L1 (N=10) 9 90,0 1 10,0 4 40,0 5 50,0 19 475
L2 (N=3) 3 100,0 1 33,3 1 33,3 2 66,6 7 58,3
L3 (N=19) 17 89,4 16 84,2 17 89,4 15 78,9 65 855

Nota: N= ndmero de amostras examinadas; n= nimero de amostras positivas; PR= panético rapido;
PAS= acido periddico de Schiff; IPG= impregnacédo pela prata de Grocott. L1= lesGes cutaneas e/ou
mucosas em 1 local; L2= lesGes cutneas e/ou mucosas em 2 locais ndo contiguos; L3= lesdes
cutaneas e/ou mucosas em 3 ou mais locais ndo contiguos. Total= frequéncia de positividade por pelo
menos uma das técnicas.
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.6.3.6 Frequéncia de positividade das técnicas citolégicas e cultura de acordo
com o estado clinico dos gatos examinados

Considerando o estado clinico dos gatos examinados com tratamento prévio,

das 23 amostras coletadas, 10 (43,5%) estavam em estado regular, 9 (39,1%) com bom

estado clinico e 4 (17,4%) em estado ruim. Nos gatos virgens de tratamento, das 9

amostras coletadas, 5 (55,5%) estavam em bom estado geral, 3 (33,3%) com estado

geral regular e 1 (11,2%) em estado ruim. As frequéncias de positividade para

Sporothrix spp. do pandtico rapido, PAS, IPG e cultura fangica em relacdo ao estado

clinico dos gatos com tratamento prévio e virgens de tratamento no momento da coleta

da amostra encontram-se na tabela 10. O somatério dos 2 grupos (32 gatos) encontra-

se na tabela 11.

Tabela 10 — Frequéncia de positividade das técnicas Pandético Réapido, PAS, IPG e cultura fingica de
acordo com o estado clinico dos gatos virgens de tratamento e com tratamento prévio no momento da
coleta da amostra. Rio de Janeiro, periodo de margo a dezembro de 2021.

Gatos Estado Frequéncia de positividade para Sporothrix spp.
clinico
Cultura PR PAS IPG Total
n % n % n % n % n %
Tratamento Bom (N=9) 7 117 3 33,3 5 55,5 4 44,4 19 52,7
prévio (N= 23)
Reg. (N=10) 10 100,0 8 80,0 8 80,0 9 90,0 35 875
Ruim (N= 4) 4 1000 3 75,0 3 75,0 3 75,0 13 8172
Sem tratamento Bom (N=5) 4 80,0 2 40,0 4 80,0 4 80,0 14 70,0
(N=9)
Reg. (N=3) 3 1000 1 33,3 0 0 1 33,3 5 41,6
Ruim (N=1) 1 1000 1 100,0 1 1000 1 100,0 4 1000

Nota: N= ndmero de amostras examinadas; n= nimero de amostras positivas; PR= panético rapido;
PAS= &cido periédico de Schiff; IPG= impregnacgéo pela prata de Grocott; Reg.= regular.
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Tabela 11 — Frequéncia de positividade das técnicas Pandtico Rapido, PAS, IPG e cultura fingica de
acordo com o estado clinico dos gatos no momento da coleta da amostra. Rio de Janeiro, periodo de
marco a dezembro de 2021.

Estado clinico Cultura PR PAS IPG Total

n % n % n % n % n %
Bom (N=14) 11 78,5 5 35,7 9 64,2 8 57,1 33 58,9
Regular (N=13) 13 100,0 9 69,2 8 61,5 10 76,9 40 76,9
Ruim (N=15) 5 100,0 4 80,0 4 80,0 4 80,0 17 85,0

Nota: N= ndmero de amostras examinadas; n= nimero de amostras positivas; PR= panético rapido;
PAS= 4cido periédico de Schiff; IPG= impregnacéo pela prata de Grocott.

6.3.7 Sensibilidade das técnicas citopatoldgicas e cultura fungica para deteccao
de estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. em lesdes

cutaneas de gatos

Os resultados de sensibilidade do exame citopatoldégico para deteccdo de
estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. em lesdes cutaneas
ulceradas pelos métodos IPG, PAS e pandtico rapido nos gatos previamente tratados
foram de 71,4%, 71,4% e 66,6% respectivamente, nos gatos sem tratamento foram de
50%, 50% e 37,5% respectivamente e no total dos 29 gatos examinados, as
sensibilidades foram 65,5%, 65,5% e 58,6% respectivamente. O niumero de casos
positivos e negativos para as técnicas citopatolégicas em comparacdo com a cultura

flngica encontram-se descritas na tabela 12 e 13.
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Tabela 12 — NGmero de casos positivos e negativos das técnicas de pandtico rapido, PAS e IPG usando
a cultura flngica positiva como padrdo de referéncia no diagnostico da esporotricose em gatos
previamente tratados. Resultado obtido ap6s consenso dos dois observadores. Rio de Janeiro, periodo
de marco a dezembro de 2021.

Técnicas Cultura positiva Cultura negativa Total
PR positivo 14 0 14
PR negativo 7 2 9
PAS positivo 15 1 16
PAS negativo 6 1 7
IPG positivo 15 1 16
IPG negativo 6 1 7
Total 21 2 23

Nota: PR= pandtico rapido; PAS= &cido periddico de Schiff; IPG= impregnacao pela prata de Grocott.

Tabela 13 — NUumero de casos positivos e negativos das técnicas de panético rapido, PAS e IPG usando
a cultura fangica positiva como padrao de referéncia no diagnéstico da esporotricose em gatos sem
tratamento. Resultado obtido apds consenso dos dois observadores. Rio de Janeiro, periodo de marco
a dezembro de 2021.

Técnicas Cultura positiva Cultura negativa Total
PR positivo 3 1 4
PR negativo 5 0 5
PAS positivo 4 1 5
PAS negativo 4 0 4
IPG positivo 4 1 5
IPG negativo 4 0 4
Total 8 1 9

Nota: PR= panético rapido; PAS= acido periddico de Schiff; IPG= impregnacéo pela prata de Grocott.

6.3.8 Frequéncias de positividade das técnicas citopatoldgicas para deteccéo de
estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. em lesfes cutaneas

de gatos de acordo com os observadores 1 e 2

A frequéncia de positividade entre observador 1 e 2 encontra-se na tabela 14.
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Tabela 14 — Frequéncia de positividade de Sporothrix spp. nos exames citopatolégicos de lesfes
cutaneas ulceradas de gatos corados por diferentes técnicas de acordo com os observadores 1 e 2. Rio
de Janeiro, periodo de marco a dezembro de 2021.

Observadores PR PAS IPG Total
n % n % n % n %
Observador 1 (N= 96) 18 56,2 21 65,6 22 68,7 61 63,5
Observador 2 (N= 96) 22 68,7 30 93,7 31 96,8 83 86,4

Nota: N= nimero de amostras examinadas; n= niumero de amostras positivas; PR= panético rapido;
PAS= &cido periddico de Schiff; IPG= impregnagéo pela prata de Grocott.

6.4 RESULTADOS NOS CAES
6.4.1 Dados demograficos dos cées

Foram coletadas neste estudo amostras de 4 caes, sendo todos fémeas, dois
deles de raca (Pastor Aleméo e Pitbull). A média de idade foi de 99 meses (8,2 anos).

Todos os caes eram do municipio do Rio de Janeiro.

6.4.2 Local da coleta das lesbes no cdo

Na tabela 15 sao descritas as frequéncias das localiza¢des anatbmicas de onde
as amostras foram coletadas. As lesdes ulceradas na orelha, térax (figura 18A) e
membro toracico (figura 19A) foram as predominantes e em todas as amostras dos

cées foram feitas imprints em Ulcera (figuras 18B e 19B).

Tabela 15 - Local de coleta das lesdes nos caes. Rio de Janeiro, periodo de margo a dezembro de 2021.

Localizacdo anatémica Numero de amostras (N=4)
n %
Térax 2 50,0
Orelha 1 25,0
Membro torécico 1 25,0

Nota: N= numero total de amostras examinadas; n= nimero de amostras examinadas em cada
localizagdo anatdmica
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Figura 18 —Tipo de lesdo causada pelo Sporothrix spp. em cées. (A) Cdo fémea em bom estado clinico
geral com lesdes na regido toracica; (B) Trés lesdes ulceradas. Animal diagnosticado com esporotricose:
positivo na cultura fangica e PAS.

Figura 19 — Tipo de lesé@o causada pelo Sporothrix spp. em cées. (A) Cao fémea em bom estado clinico
geral com lesao no metacarpo do membro toracico direito; (B) Uma lesado ulcerada. Animal diagnosticado
com esporotricose: positivo na cultura fangica e PAS.
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6.4.3 Frequéncia de positividade das técnicas citopatolégicas e cultura fungica
para deteccédo de estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. em

lesbes cutaneas de caes

A frequéncia de positividade para Sporothrix spp. na cultura fangica, PAS, IPG e
panotico rapido nos cées foram de 75%, 50%, 25% e 0% respectivamente. O namero
de casos positivos e negativos para cada técnica avaliada encontra-se descrito na
tabela 16.

Tabela 16 — Casos positivos e negativos para Sporothrix pelas técnicas de Panético Rapido, PAS, IPG
e cultura fangica nos cées apds consenso dos dois observadores. Rio de Janeiro, periodo de marco a
dezembro de 2021.

Resultados Cultura (N=4) PR (N=4) PAS (N=4) IPG (N=4)
Positivo 3 0 2 1
Negativo 1 4 2 3

Nota: N= namero de amostras; PR= pandtico rapido; PAS= acido periddico de Schiff; IPG=
impregnacéo pela prata de Grocott.

6.4.4 Informagdes gerais dos caes

A tabela 17 demonstra os caes com as informacdes de sexo, idade, inicio da
doenga, tratamento prévio ou ndo, tempo de tratamento, tipo de tratamento, estado
geral, nimero de lesdes e os resultados positivo ou negativo da cultura fangica,
panotico rapido, PAS e IPG.



Tabela 17 — Quadro com dados dos cées. Rio de Janeiro, RJ, periodo de mar¢co a dezembro de 2021.

Cdo Sexo Idade Cultura PR PAS IPG  Tto. Tempo de tto. Tipo Medicacéo Estado N° de
(meses) prévio (dias) de tto. geral lesbes
1 F 96 Pos. Neg. Pos. Neg. Naéo 0 0 0 Bom 2
2 F 132 Pos. Neg. Pos. Neg. Néo 0 0 0 Bom 2
3 F 60 Pos. Neg. Neg. Neg. Nao 0 0 0 Regular 7
4 F 108 Neg. Neg. Neg. Pos. Sim 21 - atual Tépico Cetoconazol Bom 3

68

Nota: F= fémea; M= macho; Pos.= positivo; Neg.= negativo; PR= panético rapido; PAS= acido periédico de Schiff; IPG= impregnacéo pela prata de Grocott;

tto= tratamento.
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Na figura 20 encontram-se os resultados de frequéncia de positividade para
Sporothrix spp. combinando as diferentes técnicas citolégicas e de cultura para o

diagndstico da esporotricose canina.

Figura 20 - Frequéncias de positividade da combinagéo entre as técnicas de panotico rapido, PAS, IPG
e cultura fingica para diagndstico da esporotricose em cédes. Rio de Janeiro, periodo de marco a
dezembro de 2021.
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Nota: PR= pandtico rapido; PAS= acido periodico de Schiff; IPG= impregnacao pela prata de Grocott.

6.4.5 Sensibilidade das técnicas citopatoldgicas e cultura fungica para deteccao
de estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. em lesdes

cutaneas de caes

Os resultados de sensibilidade do exame citopatoldgico para deteccdo de
estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. em lesdes cuténeas
ulceradas pelos métodos PAS, IPG e pandtico rapido nos caes foram de 66,6%, 0% e
0% respectivamente. O numero de casos positivos e negativos para as técnicas
citopatolégicas em comparacao com a cultura fingica encontram-se descritas na tabela
18.
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Tabela 18 — NUmero de casos positivos e negativos das técnicas de panético rapido, PAS e IPG usando
a cultura fangica positiva como padrao de referéncia no diagndstico da esporotricose em cées. Resultado
obtido ap6s consenso dos dois observadores. Rio de Janeiro, periodo de marco a dezembro de 2021.

Técnicas Cultura positiva Cultura negativa Total
PR positivo 0 0 0
PR negativo 3 1 4
PAS positivo 2 0 2
PAS negativo 1 1 2
IPG positivo 0 1 1
IPG negativo 3 0 3
Total 9 3 12

Nota: N= nimero de amostras examinadas; n= nimero de amostras positivas; PR= panético rapido;
PAS= acido periddico de Schiff; IPG= impregnacédo pela prata de Grocott.

6.4.6 Frequéncia de positividade das técnicas citopatoldgicas e cultura fungica
para deteccgdo de estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. em
lesGes cutaneas de cées virgens de tratamento e com tratamento prévio com

antifungicos

A tabela 19 compara as trés técnicas de coloracdo estudadas e cultura fungica

com cées virgens de tratamento e com tratamento prévio com antifingicos.

Tabela 19 — Frequéncia de positividade para Sporothrix pelas técnicas de pandtico rapido, PAS, IPG e
cultura fangica ap6s consenso dos dois observadores em cées incluidos virgens de tratamento e com
tratamento prévio com antifingicos. Rio de Janeiro, periodo de marco a dezembro de 2021.

Cultura PR PAS IPG Total
n % n % n % n % n %
Sem tratamento 3 100,0 0 0 2 66,6 0 0 3 75,0
Tratamento prévio 0 0 0 0 0 0 1 33,3 1 25,0

Nota: N= nimero de amostras examinadas; n= nimero de amostras positivas; PR= pandtico rapido;
PAS= acido periddico de Schiff; IPG= impregnacédo pela prata de Grocott.
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6.4.7 Frequéncias de positividade das técnicas citopatolégicas e cultura fungica
para deteccédo de estruturas leveduriformes compativeis com Sporothrix spp. em

lesbes cutaneas de caes de acordo com o observador 1 e 2

A frequéncia de positividade entre os observadores 1 e 2 encontra-se na tabela
20.

Tabela 20 — Frequéncia de positividade entre observador 1 e 2, nos caes. Rio de Janeiro, periodo de
marco a dezembro de 2021.

PR PAS IPG Total
n % n % n % n %
Observador 1 0 0 2 25,0 1 12,5 3 12,5
Observador 2 2 25,0 6 75,0 7 87,5 15 62,5

Nota: n= nUmero de amostras positivas; PR= panético rapido; PAS= acido periddico de Schiff; IPG=
impregnacéo pela prata de Grocott.

6.5 TEMPO DE LEITURA DAS LAMINAS CONTENDO IMPRINTS DE LESAO
CUTANEA ULCERADA DE GATOS E CAES POR TECNICA DE EXAME
CITOPATOLOGICO PARA A DETECCAO DE ESTRUTURAS LEVEDURIFORMES DE
Sporothrix spp..

Os resultados do tempo de leitura realizado pelos dois observadores no exame
citopatologico pelos métodos pandtico rapido, PAS e IPG encontram-se descritos na
tabela 21.

Tabela 21 — Média do tempo de leitura das laminas coradas pelas técnicas de panético rapido, PAS e
IPG para deteccao de Sporothrix spp. pelos dois observadores. Rio de Janeiro, periodo de margo a
dezembro de 2021.

Observadores Média do tempo de leitura (s)
PR PAS IPG
Observador 1 244 175 237
Observador 2 301 186 250

Total 545 361 487
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Nota: s= segundos; PR= pandético rapido; PAS= acido periddico de Schiff; IPG= impregnacao pela
prata de Grocott.

6.6 INDICE DE CONCORDANCIA INTER OBSERVADORES NOS RESULTADOS
DAS LEITURAS DOS EXAMES CITOPATOLOGICOS DE LESOES CUTANEAS
ULCERADAS DE GATOS E CAES CORADOS PELOS METODOS PANOTICO
RAPIDO, PAS E IPG

A concordancia inter observadores dos resultados dos exames citopatolégicos
de lesbGes cutaneas ulceradas de gatos e cédes realizados é descrita na tabela 22,

segundo o grau de concordancia (valor Kappa).

Tabela 22 - Concordancia Inter observadores dos valores de kappa para as técnicas de pandtico rapido,
PAS e IPG no diagndstico da esporotricose canina e felina em imprint de lesGes cuténeas. Rio de Janeiro
no periodo de marco a dezembro de 2021.

OBSERVADOR 1 X 2

Técnica Valor Kappa Grau de concordancia
PR 0,560 moderada
PAS 0,266 razoavel
IPG 0,231 razoavel

Nota: PR= pandtico rapido; PAS= acido periddico de Schiff; IPG= impregnacéo pela prata de Grocott;
Valor de kappa= 0,2 a 0,4 (concordancia razoavel); valor de kappa= 0,40-0,59 (concordancia moderada);
valor de kappa= 0,60-0,79 (concordancia substancial); valor de kappa: 0,80-1,00 (concordancia quase
perfeita).
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7 DISCUSSAO

No cenario epidemiolégico da esporotricose felina e canina no Brasil,
principalmente em regides hiperendémicas como o estado do Rio de Janeiro,
alternativas para o diagnostico dessa micose sdo recomendaveis, considerando que o
método padrdo de referéncia, a cultura fungica, nem sempre esta disponivel, o
resultado pode ser demorado, ha a possibilidade da ocorréncia de resultado falso-
negativo, além de problemas de contamina¢do por acaros e microrganismos. Nesse
contexto, o presente estudo compara pela primeira vez o exame citopatolégico em
imprints de lesdes cutdneas corados pelo panético rapido, PAS e IPG com a cultura
fungica no diagndstico da esporotricose em cées e gatos. Foi descrita nova forma de
coleta (imprint) para técnicas de diagndstico animal utilizando as coloragdes especificas
PAS e IPG no exame citopatologico para deteccdo de Sporothrix spp. As técnicas de
IPG e PAS foram comparadas com o exame citopatoldgico tradicional e com a cultura
fungica, visando melhorar a sensibilidade do exame citopatologico para diagndéstico da
esporotricose felina e canina, principalmente nos casos de baixa carga flngica.

A avaliacdo da sensibilidade do exame citopatoldgico para o diagndstico da
esporotricose felina pelo método pandético rapido ja foi descrita anteriormente como
observamos em alguns estudos como Macédo-Sales et al. (2018), Pereira et al. (2011),
Rediguieri et al. (2022), Silva et al. (2015) e Silva et al. (2018). Entretanto, os exames
citopatologicos utilizando os métodos de coloragédo PAS e IPG ainda ndo haviam sido
analisados no diagndstico da esporotricose animal. No presente estudo, avaliamos 0s
gatos tratados previamente separadamente dos animais virgens de tratamento afim de
compararmos o desempenho dos exames citolégicos usando trés coloracdes nesses
dois grupos de animais.

A frequéncia de positividade para Sporothrix spp. nos gatos previamente tratados
e nos virgens de tratamento pelas colorag6es IPG (69,5%, 66,6%, respectivamente) e
PAS (69,5%, 55,5%, respectivamente) foi maior quando comparados ao panaético rapido
(60,8%, 44,5%, respectivamente). A cultura fingica reafirma sua importancia como
método padrao de referéncia no diagnostico da esporotricose com uma positividade de
91,3% nos gatos previamente tratados e 88,8% nos gatos virgens de tratamento ao ser
comparada com o PAS, IPG e pandtico rapido (GREMIAO et al., 2020a; LOPEZ-
ROMERO et al., 2011; SILVA et al., 2015; SILVA et al., 2018;). No entanto, a cultura
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fungica ndo possui uma sensibilidade absoluta e o crescimento do Sporothrix spp. pode
nao ocorrer da forma desejada resultando em exames falso-negativos, como relatam
Gonsales et al. (2020), Macédo-Sales et al. (2018), Rediguieri et al. (2022) e Silva et al.
(2015). Esses autores detectaram Sporothrix spp. na PCR (GONSALES et al., 2020;
MACEDO-SALES et al., 2018) e citopatologia utilizando a colora¢éo panético rapido
(REDIGUIERI et al., 2022; SILVA et al., 2015) em gatos com a cultura negativa. A
deteccdo de Sporothrix pelos exames citopatoldégicos em amostras negativas na cultura
fungica foi observado igualmente neste estudo em trés amostras: duas de gatos
previamente tratados (uma pelo PAS, uma pela IPG) e uma em gato virgem de
tratamento (positivo nas 3 coloragcdes). Em duas dessas amostras, o gato estava em
tratamento com anti-fungico oral, fato semelhante relatado por Macédo-Sales et al.
(2018), o que pode ter causado a negatividade da cultura por reducao da carga fungica
el/ou inibicdo do crescimento fungico e, no gato virgem de tratamento, uma provavel
contaminacao microbiana da cultura, ma coleta, transporte e/ou armazenamento
inadequados, pois foi observado uma grande quantidade de leveduras de Sporothrix
Spp. nos exames citopatoldgicos pandtico rapido, PAS e IPG.

Nos gatos com tratamento prévio e virgens de tratamentos, as coloragdes PAS
e IPG apresentaram melhor sensibilidade na deteccdo de Sporothrix spp. quando
comparadas ao panético rapido tendo a cultura fungica como padrdo de referéncia.
Esse resultado quanto ao desempenho das técnicas no diagndéstico da esporotricose
felina esta de acordo com os observados nesse estudo quanto as frequéncias de
positividade dos exames citopatologicos. De forma semelhante, Silva et al. (2018)
também encontraram uma melhor sensibilidade da técnica de IPG (91,3%), porém
utilizando o exame histopatolégico, comparada ao exame citopatolégico corado pelo
panotico rapido (87%). A sensibilidade encontrada pelos métodos de coloracdo nos
gatos com tratamento prévio e virgens de tratamento pelo IPG (71,4% e 50%
respectivamente) e PAS (71,4% e 50%, respectivamente) foi considerada satisfatoria
comparada ao menos sensivel panético rapido (66,6% e 37,5%, respectivamente).
Entretanto, Miranda et al. (2018), Pereira et al. (2011), Rediguieri et al. (2022), Silva et
al. (2015) e Silva et al. (2018) relataram valores mais altos de sensibilidade da técnica
do pandético rapido (93%, 78,9%, 95%, 84,9% e 87% respectivamente) em exames
citopatoldgicos de imprints de leséo cutanea para o diagnéstico da esporotricose felina.
Embora a cultura fungica tenha sido também utilizada como padréo de referéncia, o

critério de selecédo das amostras nos estudos de Miranda et al. (2018), Rediguieri et al.
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(2022), Silva et al. (2015) e Silva et al. (2018) foi diferente do presente estudo, devido
a exclusdo de animais em tratamento, o que pode ter influenciado na maior
sensibilidade observada dessas pesquisas em comparacdo ao presente estudo. De
forma semelhante a presente pesquisa, Pereira et al. (2011) e Macédo-Sales et al.
(2018) (pandtico rapido com sensibilidade 52,6%) incluiram gatos tratados e né&o
tratados e obtiveram sensibilidade menor comparado aos demais trabalhos. Na
pesquisa de Pereira et al. (2011) é possivel que a maioria dos gatos eram virgens de
tratamento o que seria uma hipdtese para explicar a sensibilidade do pandtico rapido
mais elevada do que no presente estudo, pois ndo menciona quantos gatos foram
tratados ou eram virgens de tratamento. No entanto, Macédo-Sales et al. (2018)
relataram que somente 41,2% dos gatos estavam em tratamento e obtiveram a menor
sensibilidade comparando as pesquisas aqui citadas, sendo provavel que a duragdo do
tratamento de até cinco anos tenha influenciado na sensibilidade, visto que no presente
estudo o maximo foram 2 meses. Como no presente estudo 72% das amostras foram
provenientes de gatos em tratamento no momento da coleta ou anteriormente,
provavelmente a reducao da carga fungica pelo tratamento esteve relacionada a menor
sensibilidade ndo somente no pandético como no PAS e IPG comparada a literatura. Em
gatos com alta carga fangica, as células leveduriformes séo facilmente encontradas
independente do método utilizado. Porém, nos gatos com baixas cargas flngicas a
deteccdo das estruturas fungicas € mais dificil, sobretudo nos gatos em tratamento, em
bom estado geral ou com poucas lesbes (MIRANDA et al., 2013; MIRANDA et al.,
2018), questionando o uso da citopatologia pelo panético rdpido como recurso unico
para confirmacdo do diagndstico da esporotricose felina (MACEDO-SALES et al.,
2018).

Uma das vantagens dos métodos citopatoldégicos com coloracdo PAS e IPG
guando comparados a histopatologia com as mesmas coloragcdes e a imuno-
histoquimica € a coleta da amostra biolégica de forma n&o invasiva, sem realizacéao de
biépsia, ndo havendo necessidade de uso de anestésico local e sedativo (GONSALES
et al., 2019; LUIZ et al., 2022; MIRANDA et al., 2013; REDIGUIERI et al., 2022; SILVA
et al., 2018). Outra vantagem com relacao a histopatologia (PAS e IPG) e IHQ é o fato
do exame citopatolégico ser mais rapido, menos laborioso e necessitar de menos
equipamentos, pois ndo ha as etapas de processamento de tecidos para emblocamento
em parafina e de realizacdo de cortes histolégicos. Portanto, o custo do exame

7

citopatolégico € também inferior ao das técnicas histolégicas. Entretanto, a
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histopalotogia usando a IPG apresenta uma maior sensibilidade, variando entre 91 e
94% (MIRANDA et al., 2013; SILVA et al.,, 2018), quando comparado ao exame
citopatoldgico no diagndéstico da esporotricose felina. Entretanto, deve ser considerado
gue nos estudos de Miranda et al. (2013) e Silva et al. (2018) os gatos examinados
eram virgens de tratamento, o que pode ter contribuido para a sensibilidade mais
elevada do que os exames citopatoldgicos realizados no presente estudo. Outra
desvantagem do exame citopatolégico com relacdo as técnicas histologicas € a
ocorréncia de alteracdes indesejadas nas laminas como imprint espesso (excesso de
exsudato ou sangue) ou presenca de crostas heméticas resultando em |laminas com
falso-negativo. E na IPG os artefatos sao frequentes e podem ser confundidos com as
estruturas fungicas especialmente em casos de baixa carga fungica (MIRANDA et al.
2011), tornando desejavel a assepsia adequada da lesdo no momento da coleta do
material e a experiéncia profissional necessaria para uma coleta adequada do imprint
da leséo.

A combinacdo entre os métodos de diagndstico da esporotricose em gatos
confirma uma melhora do diagnéstico através de diversos arranjos (GONSALES et al.
2020; SILVA et al. 2018). A cultura fungica apresenta uma maior positividade em gatos
com tratamento prévio e virgens de tratamento quando associada aos exames
citopatoldgicos com as coloracbes PAS (95,6% e 100%), IPG (95,6% e 100%), e
pandtico rapido (91,3% e 100%). No estudo de Gonsales et al. (2020) a combinacéo da
cultura e PCR em swab de lesdo teve uma frequéncia de positividade de 87,1%,
superior a da cultura (71,4%) e da PCR (81,4%) isoladamente. As combinac¢des dos
exames citopatoldgicos corados pelo PAS e IPG ou PAS, IPG e panotico rapido foram
os métodos de coloracdo com maior frequéncia de positividade neste estudo nos gatos
(81,2%), tornando a combinacéo PAS e IPG mais desejavel ao corresponder ao mesmo
resultado sem a necessidade de mais uma coloracéo. Silva et al. (2018) combinaram o
panotico rapido e IPG (exame histopatologico) no diagndstico da esporotricose felina,
resultando na sensibilidade de 96,7%, superior a sensibilidade do presente estudo com
a mesma combinacao (71,8%). Essa diferenca de sensibilidade pode ter sido causada
pelo critério de exclusdo de gatos anteriormente tratados com antifingico, que foi
adotado por Silva et al. (2018). Portanto, considerando os resultados do presente
estudo e das outras pesquisas supracitadas, a combinacdo de técnicas para o

diagnostico da esporotricose felina € desejavel, pois proporciona aumento da
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sensibilidade do diagnéstico, sobretudo quando a cultura parasitologica é associada a
outro método.

A coloracdo pelos métodos citopatolégicos PAS e IPG possui um tempo de
execucao e um custo maior quando comparado ao pandético rapido, contudo o resultado
dos exames fica pronto em até duas horas e o custo néao € inviavel para uso em clinicas
e laboratdrios, e apenas a IPG necessita de geladeira para armazenamento e estufa
para uma das etapas do processamento, diferentemente da cultura fungica cujo
resultado demora no minimo sete dias e necessita de um laboratério de alta
complexidade (nivel 2 de biosseguranca), com custos e equipamentos de valores
elevados (GONSALES et al., 2018; LOPEZ-ROMERO et al., 2011; MACEDO-SALES
etal., 2018; RIPPON et al., 1988).

A idade, raca, sexo e procedéncia dos gatos foram avaliados. Foi encontrada
uma populacao predominante de machos (78,1%) em idade reprodutiva (3,6 anos), com
acesso a rua (85%) e mesticos (100%), o que esta de acordo ao perfil de gatos com
esporotricose encontrados em outras pesquisas (ALMEIDA et al., 2018; MACEDO-
SALES etal., 2018; MIRANDA et al., 2013; REDIGUIERI et al., 2022; SILVA et al., 2015;
SILVA et al.,, 2022). A maior ocorréncia da esporotricose nos gatos com essas
caracteristicas esta relacionada a exposicdo em brigas com arranhaduras e
mordeduras por disputa de territorio e de fémeas, o que aumentam a chance de
infecgao por Sporothrix nesses animais (BARROS, PAES, SCHUBACH, 2011; BISON,
PARENTONI, BRASIL, 2020; REDIGUIERI et al., 2022). Com relacdo a procedéncia
dos gatos, a maioria foi proveniente da zona norte do municipio do Rio de Janeiro
(BISON, PARENTONI, BRASIL, 2020; FREITAS et al., 2014; GREMIAO et al., 2020a;
MACEDO-SALES et al., 2018; RABELLO et al., 2021; SECRETARIA DE SAUDE DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2021).

De acordo com a classificacdo pela distribuicdo de lesbes L1, L2 e L3 foi
observado que nos gatos previamente tratados quanto maior a distribuicdo de ulceras
e/ou nédulos ulcerados maior a frequéncia de positividade nas técnicas de coloragao.
Esse resultado foi semelhante aos de outros autores tanto na técnica citopatolégica
pelo pandético rapido com amostra por imprint observado por Silva et al. (2015)
demonstrando sensibilidade de L1=75% e L3=88,5%, quanto por Miranda et al. (2013)
na técnica histopatoldgica usando a IPG em biépsias onde observaram uma crescente
positividade de L1 para L3 (L1= 14,3%, L2= 17.9% e L3= 67,9%). Esses resultados

provavelmente estéo relacionados a maior carga fungica nos gatos L3 em comparacéo
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a L1 (MIRANDA et al., 2013; SILVA et al., 2022).0 presente estudo demonstra que a
sensibilidade da IPG (50%), comparada a do PAS (40%) e pandtico rapido (10%), foi a
melhor para diagndstico citopatologico da esporotricose em gatos com L1 .Nos gatos
virgens de tratamento a frequéncia de positividade maior nos animais L1 quando
comparado a L3, pode ter sito decorrente do nimero pequeno da amostra (N=9).

Com relacado ao estado clinico dos gatos com tratamento prévio observou-se que
nos estados regular e ruim comparado ao estado bom, houve maior frequéncia de
positividade nas trés coloracbes. Estudos recentes relatam que gatos com estado
clinico ruim apresentam a distribuicdo das lesdes em L3, assim como no presente
estudo, e associam esses resultados a possivel alta carga fungica que pode estar
relacionada com falhas, resisténcia ou auséncia do tratamento ou comorbidades
(MACEDO-SALES et al., 2018; MIRANDA et al., 2013; MIRANDA et al., 2018; SILVA
etal., 2022).

A frequéncia de positividade entre os observadores 1 e 2 demonstra a diferenca
da experiéncia na leitura das laminas, como Silva et al. (2015) com a tendéncia do
pesquisador menos experiente apresentar resultados falso-positivos. No presente
estudo a divergéncia foi maior nas coloracdes PAS e IPG, demonstrando que o
treinamento é imprescindivel para leitura nessas coloracdes, que podem corar de forma
nao especifica e os polissacarideos e/ou a contaminacdo com leveduras podem
confundir o leitor menos experiente. A importancia do aprimoramento é observada na
pratica com o ajuste entre observadores e a necessidade de observar tamanho,
intensidade da coloragéo, forma, localizacdo e presenca da parede celular para a
correta identificacdo da levedura do Sporothrix spp.

A idade média dos cédes neste estudo foi de 5 a 11 anos, relatando uma idade
adulta ou avancada, dependendo da raca e porte. A idade avancada para alguns
animais contribui com a baixa da imunidade, podendo aumentar a possibilidade de
contrair a esporotricose por via sapronotica, fato esse que necessitaria de mais estudos.
Contudo, a transmissdo zoonética como principal fonte de contaminacéo dos cées é
amplamente relatada (BARROS, PAES, SCHUBACH, 2011; MIRANDA et al., 2010;
SANTOS et al, 2007). No presente estudo um cdo teve contaminagao por
arranhadura/mordedura por gato infectado com Sporothrix spp. e os demais nao tinham
contato direto com outros animais ou acesso a rua, porém residiam em casas com
quintal e com felinos peridomiciliados, assim como descrito por Filgueira (2009) e

residiam em area endémica do estado do Rio de Janeiro (FREITAS et al.,, 2014,
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GREMIAO et al., 2020a; RABELLO et al., 2021; SECRETARIA DE SAUDE DO
ESTADO DO RIO DE JANEIRO, 2021).

Nos caes, o estudo de comparacdo do exame citopatolégico em imprints de
lesbes cutaneas corados pelo pandtico rapido, PAS e IPG com a cultura fungica no
diagndstico da esporotricose canina revelou em um total de 4 cédes, uma frequéncia de
positividade superior do PAS (50%) e IPG (25%) quando comparados ao panotico
rapido (0%). A frequéncia de positividade da cultura fangica (75%) foi superior nos cées
guando comparada a obtida pelos métodos citopatoldgicos, porém a frequéncia de
positividade foi bem inferior a encontrada em gatos (90,6%). Santos et al. (2007) e
Miranda et al. (2011) também encontraram baixas frequéncias de positividade para
Sporothrix spp. em biépsias de pele de lesdo de cades com esporotricose que foram
processadas pelo exame histopatologico corado pelo PAS e IPG. Santos et al. (2007)
encontraram uma sensibilidade de 17% pelo PAS e IPG e Miranda et al. (2011)
observaram uma sensibilidade de 19,5% pelo PAS e 43,7% pelo IPG. Esses resultados
e os do presente estudo, confirmam a dificuldade de diagnéstico da esporotricose
canina mesmo utilizando amostra mais invasiva como a biopsia, que normalmente tem
melhores resultados que amostra coletada por imprint ou swab de lesédo. Entretanto, no
presente estudo o PAS apresentou uma sensibilidade maior (66,6%) do que a técnica
de histopatologia usando PAS e IPG (MIRANDA et al., 2011; SANTOS et al., 2007), o
gue pode ter sido influenciado pelo baixo nUmero de amostras testadas no presente
estudo.

Na cultura fangica, a coleta da amostra de cdes através de swab (que apresenta
sensibilidade inferior a coleta por bidpsia), a frequente baixa carga fungica em cées e
0 risco de contaminacdo na coleta ou transporte, predispde a sensibilidade inferior
dessa técnica para o diagnostico da esporotricose canina quando comparada ao
desempenho no diagnostico da esporotricose felina (SANTOS et al., 2018;
SCHUBACH, MENEZES, WANKE, 2012). No presente estudo conseguimos detectar
pelo imprint da lesdo ulcerada na coloracao pela IPG a levedura de Sporothrix spp. em
um cédo negativo na cultura, mostrando a necessidade de combinar as técnicas visando
aumentar a sensibilidade do diagndstico da esporotricose canina. Nesse sentido, a
associacdo do PAS e IPG com as demais técnicas citolégicas e de cultura pode
representar uma opcao diante da dificuldade de diagndstico da esporotricose canina.
Assim, a cultura fangica somada ao PAS ou IPG apresenta uma sensibilidade de cerca

de 4 a5 vezes superior (75% e 100%) a sensibilidade de 19,5% encontrada por Miranda
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etal. (2011) para PAS em amostras de pele com leséo fixadas em formalina tamponada
a 10% e emblocadas em parafina. Contudo, novos estudos com namero maior de
amostras devem ser realizados para confirmar esses resultados.

O Lapclin-Dermzoo vem observando um crescente nimero de casos em caes
no estado do Rio de Janeiro desde 1998 (MIRANDA et al., 2010; SANTOS et al., 2007;).
Neste presente estudo, todos os cdes eram da cidade do Rio de Janeiro e com
predominéancia da Zona Norte, semelhante ao estudo realizado por Santos et al. (2007).

O maior nimero de lesdes foi encontrado no torax, orelha e membro toracico,
confirmando os achados de outros estudos (SANTOS et al., 2007; SOUZA et al., 2009).
Souza et al. (2009) descrevem que os locais mais frequentes das lesGes da
esporotricose canina sao: orelhas, cabeca e tronco. A forma cutanea da esporotricose
canina mais comumente observada no presente estudo foi caracterizada por nodulos
firmes e mudltiplos, placas ulceradas com bordas elevadas ou areas anulares com
crostas e alopecias, ndo dolorosas nem pruriginosas, corroborando com os achados de
outras pesquisas em cdes com esporotricose (FILGUEIRA, 2009; SANTOS et al.,
2007).

A relacdo do numero de lesdes com o aumento da frequéncia de positividade
dos métodos de diagnéstico fica prejudicada devido ao niumero baixo de amostras.
Contudo, foi possivel observar que em cdes com mais de uma lesado, as coloracdes
PAS e IPG apresentaram frequéncia de positividade maior que o panético rapido.

Nos cdes examinados no presente estudo, a maioria apresentava um bom
estado clinico (75%), assim como Santos et al. (2007) que relataram um predominio do
bom estado geral (90,2%) em 74 cdes com esporotricose. Nas coloracdes dos exames
citolégicos, somente o PAS (66,6%) e a IPG (33,3%) conseguiram alguma positividade
comparada a coloragéo pelo pandtico rapido (0%) nos cades com estado clinico bom e
com os menores numeros de les@es, reforcando a maior frequéncia de positividade
dessas colorac¢des na citopatologia para o diagnéstico da esporotricose em céaes.

Nos céaes sem tratamento (n= 3), houve uma frequéncia de positividade do PAS
(n= 2) superior a IPG e pandtico rapido, que nao apresentaram nenhuma positividade.
Por sua vez, em caes com tratamento prévio a frequéncia de positividade da IPG (n=
1) foi superior ao PAS e pandtico rapido (ambos n= 0). Portanto, nos cdes com ou sem
tratamento € observada uma frequéncia de positividade na coloragdo pelo PAS e IPG
superior a do pandético rapido, reafirmando a aplicabilidade dessas colora¢cdes, embora

seja uma limitacdo o numero baixo das amostras. Os caes virgens de tratamento
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possuem maior carga fungica facilitando o cultivo in vitro do Sporothrix spp. no
laboratorio e favorecendo uma maior positividade no resultado da cultura fungica
(GONSALES et al.,, 2020; MIRANDA et al., 2018). A cultura fungica neste estudo
apresenta uma maior frequéncia de positividade nos caes virgens de tratamento (n= 3)
ao compararmos com 0s previamente tratados (n= 0).

Ao compararmos as técnicas de coloracdo, o maior tempo para leitura das
laminas foi observado no pandético rapido e o mais curto no PAS, com média dos dois
observadores. No panotico rapido é possivel identificarmos as células inflamatérias e
hemécias, o que atrapalha a visualizacdo das leveduras. Porém, no PAS e IPG as
células inflamatorias e hemacias ficam pouco visiveis e as leveduras ficam coradas e
evidentes, melhorando ndo somente a sensibilidade como o tempo de leitura. O menor
tempo de leitura € uma vantagem do IPG e PAS, pois aumentam a produtividade do
laboratorio.

A comparacao dos resultados da leitura das laminas dos exames citopatolégicos
interobservador, mostraram uma maior concordancia do pandético rapido e uma menor
concordancia para técnicas de PAS e IPG. Esses resultados demonstram que as
coloracdes pelo PAS e IPG exigem maior experiéncia no conhecimento da levedura do
Sporothrix spp. Como cita Macédo-Sales et al., (2018) a baixa carga fungica exige
busca criteriosa em todos os campos da lamina além do treinamento prévio e
experiéncia para a identificacdo do Sporothrix spp. As técnicas de PAS e IPG séo
coloracbes especificas usadas na histopatologia (MIRANDA et al., 2011; MIRANDA et
al., 2013; SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2018) e leveduras de outras espécies
(Histoplasma capsulatum e Cryptococcus neoformans), artefatos (precipitado de
coloragcédo) restos celulares e microrganismos colonizadores podem confundir
facilmente o observador ocasionando um resultado falso-positivo (SILVA et al. 2015).
Esses fatores de confundimento acima descritos, podem ter levado a um maior nUmero
de casos falso-positivos pelo observador 2, menos experiente, levando a uma baixa
concordancia com relagcdo ao observador 1 mais experiente. As frequéncias de
positividade dos exames citopatoldgicos foram diferentes entre os observadores neste
estudo, levando a uma baixa concordancia interobservadores, talvez pelos distintos
niveis de experiéncia entre eles, que podem ser minimizados por treinamento.

No presente estudo, tanto em gato como no cao, a sensibilidade do exame
citopatologico corado pelo PAS e IPG foi superior ao panotico rapido. De acordo com

os resultados do presente estudo, exames citopatoldgicos corados pelas técnicas PAS
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e IPG (imprint), contribuem para um diagnostico citopatoldgico, mais rapido e sensivel
comparado ao exame citopatoldégico convencional, 0 que permite um tratamento mais
precoce de cdes e gatos doentes. Esse tratamento mais precoce, aumenta as chances
de cura clinica e consequentemente, reduz o risco de transmissdo do Sporothrix spp.
aos humanos e outros animais (GREMIAO et al., 2020b; MIRANDA et al., 2011; SILVA
et al., 2022). Considerando o elevado potencial de transmissao do Sporothrix spp. em
gatos, o aumento crescente dos casos em caes (MIRANDA et al.,, 2011) e
consequentemente todos os riscos a saude publica visto que a esporotricose esta em
guase todo territrio nacional (RABELLO et al., 2021), destacamos a importancia desse
diagnostico rapido, acurado, financeiramente viavel e ndo complexo da esporotricose.
A resposta positiva permite que o PAS e IPG possam beneficiar o diagnéstico da
esporotricose animal nos casos onde haja suspeita da presenca do Sporothrix. Uma
vez que animais com alta carga fungica séo mais faceis de diagnosticar e a maioria dos
exames ja estudados possuem boa sensibilidade nestes casos, foi observado a
caréncia de estudos nos casos de baixa carga fungica, seja pelo tratamento prévio ou
nao. Contudo, encorajamos fortemente o aprofundamento de novas pesquisas nesta

linha.
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8 CONCLUSOES

1. O exame citopatoldgico corado pelas técnicas de PAS e IPG nos gatos e caes,
revelou maior frequéncia de positividade para o diagndstico da esporotricose em
imprints de lesdes cutaneas ulceradas quando comparada ao panético rapido,

sendo importante suas utilizagdes para melhoria do diagndstico dessa micose.

2. O PAS mostrou ser a técnica de coloracdo mais vantajosa para 0 exame
citopatolégico de cdes e gatos com esporotricose por ser a mais sensivel e
comparada a IPG foi mais rapida, menos laboriosa, sem necessidade de
equipamentos além do microscoépio Optico e de custo inferior, podendo ser utilizada

em nivel ambulatorial.

3. A IPG mostrou ser a segunda técnica de coloracdo mais sensivel apos o PAS para
0 exame citopatolégico de cdes e gatos com esporotricose, porém necessita de
estufa e € mais laboriosa, sendo recomendada para clinicas e hospitais

veterinarios.

4. A cultura fangica possui alta frequéncia de positividade, em caes e gatos, mesmo
em animais tratados, que foi superior ao exame citopatolégico utilizando diferentes
coloragbes, confirmando ser o padrdo de referéncia. Entretanto, ndo detectou
alguns casos positivos no citopatoldgico, seu processo € demorado, necessita de

equipamentos e maior infraestrutura laboratorial.

5. A combinacdo de técnicas sobretudo cultura + PAS ou IPG melhora
consideravelmente a deteccdo do Sporothrix spp. ampliando a positividade nos
casos dos gatos e caes previamente tratados, sobretudo em gatos previamente

tratados.

6. Nos gatos e caes virgens de tratamento e com tratamento prévio 0s exames

citopatoldgicos corados pelo PAS e IPG demonstraram frequéncia de positividade
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superior ao panotico rapido confirmando utilidade para sua inclusdo na rotina

diagndstica da esporotricose nesses animais.

A frequéncia de positividade para Sporothrix spp. nas técnicas citopatolégicas
encontradas nos gatos foi maior no PAS e IPG quando comparadas ao panético
rapido em L1 e L2, demonstrando uma maior utilidade dessas coloracbes em gatos

com lesBes cutaneas e/ou mucosas em menos de trés locais ndo contiguos.

A frequéncia de positividade das técnicas de coloragdo de acordo com o estado
clinico foi maior no PAS e IPG em gatos e cdes com estado clinico bom, e nos
gatos com o estado clinico ruim as trés coloragfes se apresentaram de forma

semelhante.

O tempo de leitura de laminas para deteccéo de estruturas fungicas sugestivas de
Sporothrix spp. foi inferior no PAS e IPG em gatos e caes quando comparado ao
pandtico rapido, sugerindo uma maior facilidade desses métodos na detec¢do da
levedura causadora da esporotricose e possibilitando uma maior produtividade e

resposta mais rapida no diagnéstico.

A concordancia interobservador dos exames citopatoldgicos de coloracao pelo
panatico rapido, PAS e IPG em imprints de lesdes cutaneas ulceradas de gatos e
cdes com esporotricose foi razoavel, sobretudo no PAS e a IPG, demonstrando a

necessidade de treinamento do leitor.

O exame citopatoldgico corado pelos métodos PAS e IPG em imprints de lesdes
cutaneas ulceradas, por terem melhorado a sensibilidade do exame pandético
rapido, que € comumente utilizado, pode ser implementado na rotina do Lapclin-
Dermzoo/INI/Fiocruz como mais uma ferramenta no diagnostico da esporotricose

felina e canina.
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10 ANEXOS

WEnEN &0 di Salde

FICCRHUZ
Fursilagaa Oswaldo Cruz

. e 3 - Comisséo de Etica
¥ 2 de I = : s Uia die Andmails

Eiiigicas - WPPLE

LICENCA LW-1/21

Certificamos que o protocolo (P-24/20.2), Intitulado "Comparacho da
sensibilidade do exame citopatoligico de lesio cutinea ulcerada corado
por trés mébodos no disgndstico da esporotricose caninag & felina”, s0b a
regponsabllidade de RODRIGD CALDAS MPFNEFFS, stende ao disposto na Led
11794/08, que dispBe scbre o uso clentifico ne uso de animals, inclusive, aos
principlos da Sodedsde Brasileira de Cincia em Animals de Laborabdrio (SBCAL).
A referida licence ndo exime 8 observancia das Leis e demals exigincies legals
na vasta legislagio neclonal,
Esta licenca tem validade até 09711 /23023 & inclui o uso bokal de:

Felis sylvestris catus
- 7D machos, Made: adultos,
- 30 férmeas, idade: adultos.

Canis familiaris
- 20 machas, Made: sdultos,
- 10 frmeas, jdade: adultos.

Hio de Janeiro, 09 de novembro de 2020.

Octavio Augusto Franca Presgrave

Coordenador da CEUA S Fiotruz
Faginma 1)1
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TERMO DE COMNSENTIMENTO

INSTITUIGAD: INSTITUTO NACIONAL DE INFECTOLOGIA EVANDRO CHAGAS [INIY
FUNDAGAD OSWALDO CRUZ (Flocruz)

Coandenator da Pesquiss” Femanis Prada Rogue Femsira CRMW-RL 6355

Enderepn. Avenida Brasl, 4365 — rings — Rid de Jansim § fd — CEP 210255800
Telefone (1321) J065-5536 & 3659

Mome do Projsto; Comparago da sensibliidats do exame citopatoldgico de leslo
cutinea ulcerada corado por frés métodos no diagndstico da esporotricoss canina
& Tallna.

Home dio animal: Frontuano:

Home oo responsaval;

Por gue este estudoe satd sendo reallzado?

A esponotricose & uma dosnga Causada , Com elevado nimers de c3s06
mml.Eanmamm?ﬁmnﬂmu@mNMMm
relatadios em praticamenie todos of confinenies, que acomete humanos & animals,
principaiments cdes & gatns.

Ma malona dos casos felincs, a Infecgdo & adquinda apds brigas e contato com
outros gatees Infectanos & amblente contaminado. Ja em edes, 3 INfecCdo ooome quanao
e5506 animals entram em contato com I3scas de madeira ou espinhos contaminados.
Entretanto, no Grasll, 3 maicra dos casos, OcOMe apds contalo prévio com gatos com

O presenia documento tem o objetivo o2 esclarsce-io sobfe 3 pesquisa gue serd
realzada, presiando Informacdes, explicando os procedmenios clinlcos, exames
laboraionais, Denaficios, Inconvenientas e riscos potenclals.

Voo estd sendo convidadola) a paricipar de uma Investgacio clinica que serd
reallzada no IMUFlocnE, com o seguinte objetivoc Comparar 3 sensibilkdade g r2s
técnicas de diagnastico cliopatoioglcd da esporoiricose em cles e gans.

A panicipacdo de s2u animal neste estudo & voluniana e vocd poderd recusar- 52
WrapampaphdaememmwrmHDaquEIm.ﬂ-meﬂm

Mnand também poders IMEemomper & pamcipacdo oo Seu animal 3 quaiquer
MOoMENia, 52 julgar Necessano.

Para que seu animal participe desse projeto, voce dever autorizar a reallzaco do
exame clinico & dos exames laboratonals. Serdo realzadas folografias de seus animals
M primelna consults pam 3 identfcaqdo. OF exames sardo oferdoioos de foma gratuta

peaia Instituigio.
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O resultados dessa pesquisa 5era0 publcados, presenvands o anonimatn & em
C350 Oe necessidade, 35 Informagdes medicas dos animals estardo disponivels para toda
a equipe madica velerinana ervolida, para a Comissao de Ebica no Uiso de Anlmals da
Flocruz, para autondades sanitanas e para voct.

Voce £ deve Tazer bodas 35 perguntas gue achar necessarias 3 equips de
mdicoes naros antes de concordar que seu animal paricipe dos estudos, 3ssim
como duraie o tratamento.

Procedimentos, axamses & teatss que poderio ser utliizados:

O animal devera ser mEZdo a0 LaborEebire de Pesguisa Clinica em
Dermatoznonases am Animals Domésticos (Lapclin-Demzno) para a reallzagdo de
exame clinico geral e coleta de amosTas N3 primeira consulia) para axames
laboratonais (Bxame citopatoldgico @ cultura mitologica). Ser selecionada Uma lesio de
paie para a coleta de secregdo ulllzando um swaEd [cotonste) @ nds laminas de vidro, a
qual sera0 pressionadas sobre a kesdo (Imprint).

O animals receberdo acompanhiamento dinkco & terapéutico mansamente no
ambulattrio do Lapaiin-Dermazo o de forma gratulta.

Inconwanlentas @ riscos principals conhacidos atualments:

A coleta de amostras das lesfies de pele podem causar um leve desconforto
passageinn nesses locals.

Caso 0 animal apresente aigum problema apds a realzagdo dos procedimentos,
wood dave entrar em contabo com a equipe de médicos veterinanos do Lapclin-Demmzoo,
Femanda Prado R Ferelra, Rodrigo Caldas Menezes, Isabela Gremido, Sandro Antinio
Pereira, l=abela Maria Anbdnioou Maria Coméa Lopes, nos teliefones (D02 ) 35865-9534,
3BE5-9553, 9TdE26155.

Bansficlos ssparados:

Alem ge ser dagnosticado, acompanhado e Tatado para a espomincose In-
Denmznodnstiuto Mackonal de Infeciologla Evandro Chagas/Floone, a mmalﬁue
g2U(s) animalfls) de estimacao (cdes e gatos) no projeto, pernitird 3 obtengdo de novas
Informaghes sobre o diagndstico do fungo, que no fuburo poderdo beneficlar outros
animals Com 3 Mesma doenca.

Deciaro que Il @ entend fodas as Informaches relacionadas a0 estudo em gquestio

& que 1835 35 minhas perguntas foram adequadamente respondidas pela equipe médica
velrinaria, a qual estara 3 disposigdo sempre que eu thver dividas a respefio dessa

pesquisa

Divulga;ao dos resulfados do estudo;

O resultados deste estudo serdo compartiihados com 3 comunidade centifica em
forma de publicagdo, bem como a divulgacdo das folograflas de seus animals. As
qum1mnmm.rm'EMEmmmemm'e§

para que vood ndo possa Sar reconhecido(a) em nenhuma puiicacdo
estdo. Essa publlcacdo & mulip Importante para fomecer Informaghes mals precisas
sobre um precoce diagnastico da esporoiricose canina e felina em amostas cutaneas.

94



O Médico Velerinaro el 5 5) animalls) serd ofa
Dir{a). POVl e .rrsmn] {aﬁn AWM 2o
o e _Alem Osie, 3 equipe do Pesquisador Princpal Femanda Prado R
Feimeira [ambem se responsabillzara peio bam-estar dojs) s2uis) animalils) durante o
0 e5tudo & 30 final dele. Quando for NecessAano, duranie ou apos o periodo do estudo,
vood poderd entrar em contatn com o Pesquisador Principal ou com a3 sua equipe peios
contains deseiios acma.

Declarag 3o de conssntimento:

Ful devidamenie esdancidola) sobre odos o procedimentos desie esiudo, s2Us
rscos € beneficios aojs) animal(is) peiols) qualls) sou responsavel. Ful @mbem
Informado que poss0 relirar meujs) animalils) do estudo 3 quaiquer momenta. Ao 3ssinar
esie Temo de Consentimento, declaro gque autorizo a particlpagdo dofs) mew|s)

animaifis) identificados), a seguir, neste projeln.

Rio de Jarmsio, 7

ASGINA0UTA 00 REEPONSaVE:

AEsinalura dio Pesquisadar

Responsavel:
Mome:

Documento de Identidade:
identificagio dois) animak]s):
Mome:
MUmerD de IdentficacSa:
Espécie:

Raga:
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Ficha do projeto n°

Ministéric da Saide
FIOCRUZ
Fundagio O Cruz

COMPARACAQ DA SENSIBILIDADE DO EXAME CITOPATOLOGICO

CORADO PELOS METODOS PANOTICO RAPIDO, ACIDO PERIODICO
DE SCHIFF E IMPREGNACAO PELA PRATA DE GROCOTT EM
IMPRINTS DE LESOES CUTANEAS NO DIAGNOSTICO DA
ESPOROTRICOSE EM CAES E GATOS

Dra. Fernanda Prado Roque Ferreira
CRMV-RJ 6355

Ficha de Atendimento

GATO

Nome do Animal: Kg:
Espécie: _felino Raca: Pelagem: Sexo: Idade:
Proprietario:

Bairro/cidade:

Veterinario: Prontuario (secundario):

Numero do Prontuério (LAPCLIN-DERMZOO):

= 1° CONSULTA: / /

JTCLE
HISTORIA DA DOENCA:  1° Atendimento: JSIM O NAO

Castrado: 0 SIM ONAO Vacinado: 0 SIM T NAO Vainarua: C SIM ONAO

Contactantes (outros animais contaminados na casa): [ Gatos n°: 0 Caes n*

RECIDIVA DA PATOLOGIA: T NAO
00 SIM. data da ultima lesdo?

MEDICAMENTOS ATUAIS: Tratamento prévio ¢/ antifingico: 0 SIM T NAO OLAPCLIN
Qual? Dose:

RECEITA POS CONSULTA:
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CARACTERISTICAS DA(S) LESAO(OES):

N° de lesdes cutaneas:

ANAMNESE DIRIGIDA
ESTADO GERAL: LESAO: ANIMAL:
U Boa C Agitado 0 Ulcera Z Sem casca 0 Calmo
O Regular O Prostrado 0 Goma ulcerada T Com casca O Agitado
U Ruim [ Seca O Agressivo
U Péssumo 0 Exsudato U Sedado: Obs:

Classificacdo: JLO OL1

OL2 0OL3

LEGENDA:

L0: auséncia de lesdes cutineas e/on nodulos
L1: lesdes cutidneas e/ou mucosas em 1 local

L2: lesdes cutdneas e/ou mucosas em 2 locais fi continuos
L3: lesdes cutdneas e/ou mucosas em 3 locais fi continuos

Descricdo das lesoes:

Descricao da lesdo cutianea ulcerada escolhida (critério em caso de miiltiplas lesdes ulceradas:

lesdo ¢/ expectativa de maior carga filngica):

Local da lesdo escolhida:

Medida da lesao escolhida (paquimetro: larg. e alt.):
Area da lesdo escolhida (area elipse):

CALCULO DA AREA ELIPSE:

: e - . q |
eixo maior/2 X eixo menor/2 X 7 (=3,14), umdade mm-~ @

FOTO: CSIM DESENHO DA LESAO:
ONAO
COLETA DO MATERIAL
PANOTICO RAPIDO: GROCOTT: PAS: CULTURA:
C 1 Laminas 0 2 Laminas C 2 Laminas 1 Swab
OBSERVACOES: REVISAO EM / / HORA:
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= 2° CONSULTA: / / QUANTO TEMPO APOS 1° CONSULTA:

HISTORIA DA DOENCA:  2° Atendimento: 0 SIM O NAO

Castrado:  SIM ONAO Vacinado: 0 SIM ONAO Vainarua: 0SIM ONAO

RECIDIVA DA PATOLOGIA: O NAO [ISIM, data da dltima lesdo?

MEDICAMENTOS ATUAIS: Tratamento prévio ¢/ antifingico: 0 SIM O NAO O LAPCLIN
Qual? Dose:

RECEITA POS CONSULTA:
ANAMNESE DIRIGIDA
ESTADO GERAL: LESAO: ANIMAL:
U Boa O Agitado O Ulcera 0 Sem casca O Calmo
U Regular U Prostrado U Gomaulcerada [ Com casca O Agitado
U Ruim U Seca O Agressivo
T Péssimo C Exsudato O Sedado: Obs:

CARACTERISTICAS DA(S) LESAO(OES):

N° de lesoes cutaneas:
Classificacio: JLO OL1 COL2 OL3
Descricédo das lesoes:

Descricao da lesdo cutidnea ulcerada escolhida (critério em caso de nniltiplas lesdes ulceradas:
lesdo ¢/ expectativa de maior carga filngica):

Local da lesdo escolhida: Mesma lesdo 1 cons.: Z SIM O NAO
Medida da lesao escolhida (paquimetro: larg. e alt.):
Area da les@o escolhida (area elipse):

FOTO: C”SIM DESENHO DA LESAO:
ONAO
COLETA DO MATERIAL
PANOTICO RAPIDO: GROCOTT: PAS: CULTURA:
C 1 Lamunas [0 2 Laminas C 2 Laminas 71 Swab

OBSERVACOES: REVISAO EM / / HORA:
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= 3* CONSULTA: / / QUANTO TEMPO APOS 2° CONSULTA:

HISTORIA DA DOENCA:  3° Atendimento: 0 SIM O NAO

Castrado:  SIM ONAO Vacinado: 0 SIM ONAO Vainarua: 0SIM ONAO

RECIDIVA DA PATOLOGIA: O NAO [ISIM, data da dltima lesdo?

MEDICAMENTOS ATUAIS: Tratamento prévio ¢/ antifingico: 0 SIM O NAO O LAPCLIN
Qual? Dose:

RECEITA POS CONSULTA:
ANAMNESE DIRIGIDA
ESTADO GERAL: LESAO: ANIMAL:
U Boa O Agitado O Ulcera 0 Sem casca O Calmo
U Regular U Prostrado U Gomaulcerada [ Com casca O Agitado
U Ruim U Seca O Agressivo
T Péssimo C Exsudato O Sedado: Obs:

CARACTERISTICAS DA(S) LESAO(OES):

N° de lesoes cutaneas:
Classificacio: JLO OL1 COL2 OL3
Descricédo das lesoes:

Descricao da lesdo cutidnea ulcerada escolhida (critério em caso de nniltiplas lesdes ulceradas:
lesdo ¢/ expectativa de maior carga filngica):

Local da lesdo escolhida: Mesma lesdo 17 e 2% cons.: Z SIM T NAO
Medida da lesao escolhida (paquimetro: larg. e alt.):
Area da les@o escolhida (area elipse):

FOTO: C”SIM DESENHO DA LESAO:
ONAO
COLETA DO MATERIAL
PANOTICO RAPIDO: GROCOTT: PAS: CULTURA:
C 1 Lamunas [0 2 Laminas C 2 Laminas 71 Swab

OBSERVACOES: REVISAO EM / / HORA:
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Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz
Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

SILHUETAS PARA EXAME DERMATOLOGICO FELINO
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Ficha do projeto n°

Ministério da Saude
FIOCRUZ
Fundacéo O Ido Cruz

COMPARACAQ DA SENSIBILIDADE DO EXAME CITOPATOLOGICO

CORADO PELOS METODOS PANOTICO RAPIDO. ACIDO PERIODICO
DE SCHIFF E IMPREGNACAOQ PELA PRATA DE GROCOTT EM

IMPRINTS DE LESOES CUTANEAS NO DIAGNOSTICO DA

ESPOROTRICOSE EM CAES E GATOS

Dra. Fernanda Prado Roque Ferreira
CRMV-RT 6355

Ficha de Atendimento

CAO

Nome do Animal: Kg:
Espécie: canino Raca: Pelagem: Sexo: Idade:
Proprietario:

Bairro/cidade:

Veterinario: Prontuario (secundario):

Numero do Prontuario (LAPCLIN-DERMZO0O):

= 1° CONSULTA: / /

2TCLE
HISTORIA DA DOENCA:  1° Atendimento: J SIM O NAO

Castrado: Z SIM O NAO Vacinado: 0 SIM O NAO Vainartua: 0 SIM ONAO

Contactantes (outros animais contaminados na casa): [ Gatos n®: O Caes n*

RECIDIVA DA PATOLOGIA: CNAO
00 SIM. data da ultima lesédo?

MEDICAMENTOS ATUAIS: Tratamento prévio ¢/ antifingico: J SIM ONAO O LAPCLIN
Qual? Dose:

RECEITA POS CONSULTA:
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ANAMNESE DIRIGIDA
ESTADO GERAL: LESAO: ANIMAL:
U Boa C Agitado 0 Ulcera Z Sem casca O Calmo
O Regular O Prostrado 0 Goma ulcerada T Com casca O Agitado
U Ruim [ Seca J Agressivo
U Péssumo 0 Exsudato [ Sedado: Obs:

CARACTERISTICAS DA(S) LESAO(OES):

N° de lesdes cutaneas:

Classificacdo: JLO OL1

OL2 0OL3

LEGENDA:

L0: auséncia de lesdes cutineas e/on nodulos
L1: lesdes cutidneas e/ou mucosas em 1 local

L2: lesdes cutdneas e/ou mucosas em 2 locais fi continuos
L3: lesdes cutdneas e/ou mucosas em 3 locais fi continuos

Descricdo das lesoes:

Descricao da lesdo cutianea ulcerada escolhida (critério em caso de miiltiplas lesdes ulceradas:

lesdo ¢/ expectativa de maior carga filngica):

Local da lesdo escolhida:

Medida da lesao escolhida (paquimetro: larg. e alt.):
Area da lesdo escolhida (area elipse):

CALCULO DA AREA ELIPSE:

|
eixo maior/2 X eixo menor/2 X m (=3,14), unidade mm? @

FOTO: CSIM DESENHO DA LESAO:
ONAO
COLETA DO MATERIAL
PANOTICO RAPIDO: GROCOTT: PAS: CULTURA:
C 1 Laminas 0 2 Laminas C 2 Laminas 1 Swab
OBSER\-’ACC)ES: REVISAO EM / / HORA:
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~ SILHUETAS PARA EXAME DERMATOLOGICO CANINO
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Ministério da Saide

PROCEDIMENTO
Fundacio Oswaldo Cruz OPERACIONAL
PADRONIZADO

INL =

Evandro Chagas

POP 001 - PAS coDIGO:
LAPCLIN-DERMZOO-POP.001
EMISSAO: 01/02/2022 REVISAONe _ de [/  [2022
01. OBJETIVO

Assegurar que o método de diagndstico da esporotricose em cdes e gatos por exame citopatolégico corado pelo
método Acido Periddico de Schif (PAS) em imprints de lesBes cutdneas siga procedimentos controlados e

normalizados.

02. CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se no laboratério de pesquisa LAPCLIN-DERMZOO do INI Fiocruz.

03. SIGLAS

PAS - Acido Periddico de Schiff

EPI — Equipamento de Protecdo Individual

F DERMZOO — Formulério do laboratério LAPCLIN-DERMZOO
FIOCRUZ — Fundacao Oswaldo Cruz

INI — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

04. RESPONSABILIDADES
Profissionais do setor:

e Realizar a técnica de acordo com o descrito neste POP.
e Guardar e modificar os POPs do setor.

Chefe do setor:

e Aprovar os POPs.
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05. FLUXOGRAMA

N.A.

06. PROCEDIMENTOS/ DESCRICAO DAS ATIVIDADES

Limpar a lesdo escolhida antes da coleta do material com gases e Clorexidina 2% degermante, afim de retirar
possiveis residuos e crostas hematicas da ferida;

Coletar o material de uma lesao cutanea ulcerada, preferencialmente a mais caracteristica e com menor
secrecao purulenta, por contato em lamina de vidro limpa e seca;

Fixar a ldmina em metanol durante cinco minutos;

Lavar em dgua corrente;

Cobrir o imprint com o reagente A (Acido Periédico) por 10 minutos;

Lavar em dgua corrente por 3 minutos;

Lavar em agua destilada e secar;

Cobrir o imprint com o reagente B (Reativo de Schiff) por 15 minutos (ou até aparecer a pigmentacao);
Lavar em agua corrente por 3 minutos, depois secar;

Cobrir o imprint com o reagente C (Hematoxilina de Harris para coloracdo de fundo) por 3 minutos;
Lavar em dgua corrente por 3 minutos, depois secar;

Desidratar em 4 trocas em alcool absoluto (10 imersées por cuba);

Clarear em 4 trocas de xilol (10 imersoes por cuba);

Montar com entellan utilizando laminula;

Fazer a microscopia usando o microscopio de luz.

07. ANEXOS

Anexo A —Manual de instrucio do kit HISTOKIT, PAS — RUO de Acido Periddico Schiff P.A.S. (Periodic Acid Schiff
P.A.S), da marca EasyPath.

08. FORMULARIOS UTILIZADOS

Planilha de resultados de leitura de citopatologia (F DERMZ00)

09. REFERENCIAS

Estatuto da FIOCRUZ;

Regimento Interno da FIOCRUZ;
Regimento Interno do LAPCLIN-DERMZQO0;
Regulamentos do LAPCLIN-DERMZOO.
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10. DISTRIBUICAO
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AREA N2 DE COPIAS

Laboratdrio de pesquisa LAPCLIN-DERMZOO do INI Fiocruz 01
11. HISTORICO DE REVISOES

N2 DA REVISAO DATA ITEM ALTERADO DESCRICAO DA RESP. PELA JUSTIFICATIVA

ALTERACAO ALTERACAO
12. DESATIVACAO
DATA RESPONSAVEL MOTIVO DA DESATIVACAO
ELABORACAO REVISAOD APROVACAO
laboratorio LAPCLIN-DERMZOO laboratorio LAPCLIN-DERMZOO laboratorio LAPCLIN-DERMZ0O0O

RESPONSAVEL PELA ELABORACAO RESPONSAVEL PELA REVISAO

RESPONSAVEL PELA APROVACAO
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Ministério da Saide

PROCEDIMENTO
Fundaco Oswaldo Cruz OPERACIONAL
PADRONIZADO

INL g

Evandro Chagas

POP 002 - IPG coDIGO:
LAPCLIN-DERMZOQ-POP.002
EMISSAO: 01/02/2022 REVISAONE _ de  / /2022
01. OBJETIVO

Assegurar que o método de diagndstico da esporotricose em cdes e gatos por exame citopatoldgico corado pelo
método Impregnacdo pela Prata de Grocott (IPG) em imprints de lesGes cutdneas siga procedimentos controlados e

normalizados.

02. CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se no laboratdrio de pesquisa LAPCLIN-DERMZOO do INI Fiocruz.

03. SIGLAS

IPG - Impregnacao pela Prata de Grocott

EPI — Equipamento de Protecdo Individual

F DERMZ00 — Formulario do laborataério LAPCLIN-DERMZ0OO
FIOCRUZ — Fundacao Oswaldo Cruz

INI — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

04. RESPONSABILIDADES
Profissionais do setor:

e Realizar a técnica de acordo com o descrito neste POP.
e Guardar e modificar os POPs do setor.

Chefe do setor:

® Aprovar os POPs.
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05. FLUXOGRAMA

N.A.

06. PROCEDIMENTOS/ DESCRICAO DAS ATIVIDADES

e Limpar a lesdo escolhida antes da coleta do material com gases e Clorexidina 2% degermante, afim de retirar
possiveis residuos e crostas hematicas da ferida;

e (Coletar o material de uma lesdo cutanea ulcerada, preferencialmente a mais caracteristica e com menor
secre¢ao purulenta, por contato em lamina de vidro limpa e seca;

e Fixar a ldmina em metanol durante cinco minutos;

e Lavar em dgua destilada por alguns segundos, depois secar;

e Cobrir o imprint com o reagente A (Acido Crémico a 4%) por 10 minutos;

e Lavar em dgua corrente por 3 minutos, depois secar;

e (Colocar a lamina em solucdo obtida com a juncdo de 40ml agua destilada + 40 gotas reagente B (Prata
Amoniacal) + 20 gotas reagente C (Bodrax), levar a estufa a 60°C por 40 a 60 minutos (ou até aparecer a
pigmentacao);

e Lavar em dgua destilada por alguns segundos, depois secar;

& Cobrir o imprint com o reagente D (Cloreto de Ouro) por 1 minuto;

e lavar em dgua corrente por alguns segundos, depois secar;

e Cobrir o imprint com o reagente E (Verde Luz) por 2 minutos;

e Passar rapidamente na agua;

e Desidratar em 4 trocas em alcool absoluto (10 imersées por cuba);

e (Clarear em 4 trocas de xilol (10 imersdes por cuba);

¢ Montar com entellan utilizando laminula;

e Fazer a microscopia usando o microscopio de luz.

07. ANEXOS

Anexo A —Manual de instrucdo do kit HISTOKIT, GROCOTT - RUO de Grocott, da marca EasyPath.

08. FORMULARIOS UTILIZADOS

Planilha de resultados de leitura de citopatologia (F DERMZ00)

09. REFERENCIAS

Estatuto da FIOCRUZ;

Regimento Interno da FIOCRUZ;
Regimento Interno do LAPCLIN-DERMZQO0;
Regulamentos do LAPCLIN-DERMZOO.
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10. DISTRIBUICAO
AREA N2 DE COPIAS

Laboratdrio de pesquisa LAPCLIN-DERMZOO do INI Fiocruz 01
11. HISTORICO DE REVISOES

N2 DA REVISAQ DATA [TEM ALTERADO DESCRICAO DA RESP. PELA JUSTIFICATIVA

ALTERACAOD ALTERACAD
12. DESATIVACAO
DATA RESPONSAVEL MOTIVO DA DESATIVACAO
ELABORACAO REVISAO APROVACRO
laboratdrio LAPCLIN-DERMZOO laboratorio LAPCLIN-DERMZOO laboratorio LAPCLIN-DERMZOO

RESPONSAVEL PELA ELABORACAOD RESPONSAVEL PELA REVISAO

RESPONSAVEL PELA APROVACAO
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Ministério da Saide

PROCEDIMENTO
Fundacio Osweldo Cruz OPERACIONAL
PADRONIZADO

INL g

Evandro Chagas

POP 003 — Pandtico Rapido

cODIGO:
LAPCLIN-DERMZOO-POP.003

EMISSAO: 01/02/2022 REVISAONE _ de  / /2022

01. OBJETIVO

Assegurar que o método de diagndstico da esporotricose em cdes e gatos por exame citopatolégico corado pelo

método Pandtico Rapido em imprints de lesdes cutaneas siga procedimentos controlados e normalizados.

02. CAMPO DE APLICACAO

Aplica-se no laboratério de pesquisa LAPCLIN-DERMZOO do INI Fiocruz.

03. SIGLAS

EPI — Equipamento de Protecdo Individual

F DERMZO0 — Formulério do laboratdrio LAPCLIN-DERMZOO
FIOCRUZ — Fundacao Oswaldo Cruz

INI — Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

04. RESPONSABILIDADES

Profissionais do setor:

e Realizar a técnica de acordo com o descrito neste POP.

e Guardar e modificar os POPs do setor.
Chefe do setor:

e Aprovar os POPs.
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05. FLUXOGRAMA

N.A.

06. PROCEDIMENTOS/ DESCRICAQ DAS ATIVIDADES

e Limpar a lesdo escolhida antes da coleta do material com gases e Clorexidina 2% degermante, afim de retirar
possiveis residuos e crostas hematicas da ferida;

e (Coletar o material de uma lesdo cutanea ulcerada, preferencialmente a mais caracteristica e com menor
secre¢ao purulenta, por contato em lamina de vidro limpa e seca;

e Submergir a lamina na solugdo n? 1, para fixacdo, mantendo um movimento continuo de cima para haixo
durante 10 imersdes de 1 segundo cada e deixar escorrer bem;

e Submergir a lamina na solucdo n? 2, para pigmentacdo de estruturas citoplasmaticas e eritrocitos, mantendo
um movimento continuo de cima para baixo durante 5 imersoes de 1 segundo cada e deixar escorrer bem;

e Submergir a lamina na solucdo n? 3, para pigmentacdo de estruturas nucleares das células, mantendo um
movimento continuo de cima para baixo ou para os lados durante 5 segundos (5 imersdes de 1 segundo
cada) e deixar escorrer hem;

e Lavar com dgua corrente, secar ao ar na posicao vertical e com o final da extens3o voltada para cima.

e Fazer a microscopia usando o microscopio de luz.

07. ANEXOS

Anexo A —Manual de instrucdo do kit corante hematoldgico pandtico rapido, liquido, da marca LB Laborclin.

08. FORMULARIOS UTILIZADOS

Planilha de resultados de leitura de citopatologia (F DERMZOO0)

09. REFERENCIAS

Estatuto da FIOCRUZ;

Regimento Interno da FIOCRUZ;
Regimento Interno do LAPCLIN-DERMZQO0;
Regulamentos do LAPCLIN-DERMZOO.

111



10. DISTRIBUICAO
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AREA N2 DE COPIAS

Laboratdrio de pesquisa LAPCLIN-DERMZOO do INI Fiocruz 01

11. HISTORICO DE REVISOES
DESCRICAO DA RESP. PELA

N2 DA REVISAOQ DATA ITEM ALTERADO ALTERACAO ALTERACAO JUSTIFICATIVA

12. DESATIVACAO
DATA RESPONSAVEL MOTIVO DA DESATIVACAO
ELABORACAO REVISAO APROVACAO
laboratdrio LAPCLIN-DERMZOO laboratdrio LAPCLIN-DERMZOO laboratorio LAPCLIN-DERMZOO

RESPONSAVEL PELA ELABORACAO RESPONSAVEL PELA REVISAO

RESPONSAVEL PELA APROVACAO
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