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Utilidade do coagulo sangiliineo para o isolamento
de Sporothrix schenckii de gatos naturalmente

infectados

Sporothrix schenckii isolation from blood clot of naturally

infected cats
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Resumo

O diagnostico de esporotricose disseminada costuma ser obtido através da
necroépsia e o isolamento de Sporothrix schenckii do sangue ¢é raro. Fungemia foi
demonstrada 7 vivo através do isolamento do . sehenckii do sangue periférico de
13 (n=38; 34,2%) gatos com esporotricose naturalmente adquirida. A coinfecgao
com FIV e com FelLV encontradas, respectivamente, em 6 (n=34; 17,6%) casos e
1 (n=34; 2,9%), aparentemente nao alterou a freqiéncia do isolamento de S.
schenckii do sangue periférico. Comparando estes resultados aos dos hemocultivos
realizados simultaneamente houve concordancia de 84,2%. Assim, propomos o
cultivo do coagulo como um método alternativo pratico, eficiente e econémico
para o diagnéstico de esporotricose disseminada em gatos 2z vivo.

Introducao
doenca sistémica.’

Palavras-chave:
Esporotricose.
Sporothrix schenckii.
Hemocultivo.
Coagulo.

Gato.

O diagnéstico de

A esporotricose é uma doenga
subaguda ou cronica causada pelo fungo
dimoérfico Sporothrix schenckii, capaz de
infectar animais e seres humanos. Embora
S. schenckii tenha sido encontrado em
diferentes 6rgaos, o isolamento a partir do
sangue ¢ raro e geralmente associado a

esporotricose disseminada costuma ocorrer
em necrépsias de animais apresentando
doencga avancada.>*** Recentemente, foram
isoladas S. schenckii do sangue periférico de
17 gatos com esporotricose naturalmente
adquirida.® No presente estudo sdo
comparados os isolamentos de §. schenckii
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obtidos tanto de sangue total quanto de
coagulo de sangue periférico de gatos em
diferentes estagios da doenga.

Materiais e Métodos

O estudo foi aprovado e conduzido
de acordo com as normas do Comité de
Etica no Uso de Animais em Pesquisas da
Fiocruz.

Foram estudados gatos com
esporotricose naturalmente adquirida
diagnosticada pelo isolamento de S. schenckii
de fragmento de bidpsia ou de secrecio de
lesdao cutanea. Os animais foram avaliados
considerando-se: tempo de evolugio, estado
geral, presen¢a de sinais extra-cutineos,
numero e localizacido de lesdes.

Ap6s tranqiiilizagdo com ketamina e
acepromazina, realizou-se tricotomia e anti-
sepsia da pele, no local da venopuncio, com
tintura de iodo 2% e alcool 70%. A coleta
de sangue da veia jugular externa foi
realizada com agulha e seringa: 3 mililitros
de sangue foram inoculados em frascos
Hemobac® (PROBAC). Os frascos foram
mantidos invertidos e, no segundo e sétimo
dias, um mililitro do sedimento foi aspirado
com seringa e distribuido em partes iguais
em 2 frascos contendo meio agar BHI
(D1FCO), incubados a 25°C e o eventual
crescimento de fungos foi observado
durante 6 semanas. Outros 3 mL de sangue
foram depositados em tubos Vacutainer?
(Becton Dickinson) sem anticoagulante e
deixados em repouso a temperatura
ambiente durante 3 horas. Apos a retracdo
do codgulo o tubo foi centrifugado a 1500
rpm durante 10 minutos e o soro
sobrenadante foi retirado e utilizado para
pesquisa de anticorpos para o virus da
imunodeficiéncia felina (FIV) e pesquisa de
antigenos do virus da leucemia felina (FeLV).
Ambos os testes foram realizados de acordo
com as instru¢oes do fabricante (IDEXX,
Westbrook, Mass). O coagulo foi macerado
e semeado em meio agar-Sabouraud com
cloranfenicol (DIFCO) e agar-Mycobiotic
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(D1FCO), incubado a 25°C e observado
durante 4 semanas. Isolados suspeitos foram
subcultivados em meio agar-dextrose-batata
(D1FCO) a 25°C para estudos macroscoOpicos
e microscopicos. O dimorfismo foi
demonstrado por conversio a forma em
levedura em meio agar BHI (p1rco) a 37°C.
O teste t de Student foi utilizado para
comparacio de médias, sempre que a
distribuicio era normal ¢ as variancias eram
equivalentes. Em caso contrario, utilizou-se
o teste de Wilcoxon. O teste do Qui
quadrado (Yates ou Fischer) foi utilizado para
analise da compara¢io de proporg¢oes.

Resultados

Trinta e oito gatos foram submetidos
ao protocolo: 28 machos ¢ 10 fémeas, com
idade entre 8 meses e 7 anos (mediana = 2
anos). O tempo de evolucio das lesoes
variou de 4 a 16 semanas (mediana=8) e 1 a
4 semanas (mediana=14), respectivamente,
nos grupos com cultura de sangue positiva
e negativa. As caracteristicas clinicas
encontram-se na figura 1. S. schenckii toi
isolado do sangue periférico de 13 (n=38;
34,2%5) animais, obtendo-se cultivos positivos
de 11 amostras de sangue total e de 9
coagulos. Houve concordancia de resultados
em 32 amostras: 25 negativas e 7 positivas.
Comparado ao hemocultivo, o cultivo do
coagulo apresentou sensibilidade de 63,6%
e especificidade 92,6%. Anticorpos para FIV
foram detectados em 2 (n=11; 18,1%) dos
animais nos quais o S. sehenckii foi isolado
do sangue periférico por qualquer um dos
métodos. Nos animais com cultivo negativo,
anticorpos para FIV foram encontrados em
4 (n=23; 17,4%) e antigenos de FeL'V foram
encontrados em 1 (n=23; 4,3%).

Discussao

Na esporotricose humana as formas
cutinea fixa (uma unica lesdo no sitio de
inoculagao) e cutaneo-linfatica (linfangite nodular
subjacente alesio inicial) sdo as mais citadas.”**'’
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Na doenga felina, além das lesdes unicas, as
multiplas lesdes cutaneas e disseminacio
sistémica sio observadas com freqiiéncia™',
diferente do ser humano onde a forma sistémica
¢ rara e acomete principalmente pacientes
imunocomprometidos.'” A International Society
for Human and Animal Mycology (ISHAM)
estabeleceu critérios para a definicao de micose
disseminada: fungemia acompanhada de
envolvimento de duas ou mais visceras solidas,
ou seja, um tipo patticular de micose sistémica."”
Eventualmente, foi observada fungemia em um
caso humano sem doenca disseminada.'
Encontrou-se uma tnica citagao de isolamento
de . schenckii do sangue periférico de um gato
naturalmente infectado e que apresentava
“lesbes  cutaneas  disseminadas”’.
Posteriormente, os mesmos autores
demonstraram o envolvimento sistémico em
gatos aptesentando multiplas lesoes cutineas.”
Em outro estudo, S. sehenckii foi demonstrado
no sangue periférico, tanto de felinos
apresentando multiplas lesGes cutaneas quanto
daqueles em bom estado geral apresentando
lesbes localizadas. Tais achados sugerem que a
dissemina¢ao por via hematica possa ocorrer
precocemente em gatos infectados pelo S.
schenckii’ Embora o grupo com isolamento
de S. schenckii do sangue tenha apresentado
maior freqiiéncia de sinais indicadores de doenga
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extra-cutanea (Figura 1), sé houve diferenca
estatisticamente significante em relacao ao estado
geral. Anteriormente, 0s mesmos autores nao
evidenciaram qualquer diferenca significativa
entre os grupos quando estudaram 49 gatos.’
Tal discordancia, poderia ser explicada pela
diferenca de tamanho das amostras estudadas.
Caso aamostra atual fosse triplicada, mantendo-
se as mesmas propor¢oes, as diferencas
encontradas para nimero de lesdes e presenca
de sinais extra-cutaneos seriam estatisticamente
significantes.

A elevada freqiiéncia de fungemia
associada a presenca habitual de multiplas
lesdes cutineas em gatos, torna as
classifica¢bes utilizadas para a doencga
humana®'®'" de dificil aplicagio na doenca
felina. Geralmente a esporotricose em gatos
assemelha-se a doenca disseminada
observada em pacientes humanos
imunocomprometidos. Entretanto, a
coinfec¢ao com FIV e com FelLV
encontradas, respectivamente, em 6 (n=34;
17,6%) casos e 1 (n=34; 2,9%), aparentemente
nao alterou a freqiiéncia do isolamento de S.
schenckii do sangue periférico.

Para avaliar um método alternativo ao
hemocultivo de sangue total em frascos
apropriados, nem sempre disponiveis em nosso
meio, cultivou-se o codgulo sangliineo e os
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*N° de gatos com isolamento de S. schenckii no sangue total e/ou codgulo: 25 negativos e 13 positivos.

Figura 1

Caracteristicas clinicas de gatos com e sem isolamento de Sporothrix schenckii do sangue periférico através do cultivo de sangue total e cultivo de
codagulo. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre ambos os grupos, exceto para o estado geral (p < 0,02).
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resultados encontrados em ambas as amostras
concordaram em 84,2% dos casos. Alguns
autores relataram variacdes entre 75-80% na
concordancia de resultados de hemocultivo
para duas amostras coletadas sucessivamente'®
e outros, utilizando técnicas mais sensiveis,
encontraram 97% de concordancia de
resultados quando a mesma amostra foi
inoculada em dois frascos diferentes."”

Conclusao

A cultura do coagulo se mostrou um
método alternativo pratico, eficiente e

Abstract

The diagnosis of disseminated sporotrichosis is usually obtained by necropsy
and the isolation of Sporothrix schenckii from blood is rare. Fungemia was
shown zz vivo through the isolation of S. schenckii from peripheral blood of 13
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econémico para o diagnéstico de doenca
disseminada em gatos, além de ser possivel
utilizar o soro da mesma amostra de sangue
para outras provas laboratoriais.
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(n=38, 34.2%) cats with naturally acquired sporotrichosis. The coinfection with  Cat.
FIV and with FelLV found, respectively, in 6 (n=34, 17.6%) cases and 1 (n=34,
2.9%), apparently did not alter the frequency of the isolation of S. schenckii from
peripheral blood. There was agreement of 84.2% comparing these results to the
blood culture results simultaneously achieved. In this way, we propose the clot
culture as a practical alternative method, efficient and cheap for the diagnosis of

disseminated sporotrichosis in cats 7 vivo.
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